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RESUMO

Rotavirus sdo os agentes etioldgicos mais importantes das gastroenterites em criangas menores de cinco
anos, responsaveis por varios surtos de diarréia em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. As doengas
diarréicas agudas séo os principais problemas de satde dentro das comunidades indigenas. Vigilancias
sorologicas em indios brasileiros demonstraram 17% a 74% de soropositividade para rotavirus. A
investigacdo de surtos entre essas populacfes sdo raras, principalmente na regido sudeste do Brasil. A
identificacdo da fonte original de tais surtos é importante para a prevengdo de casos futuros, além de
contribuir para o estabelecimento de um perfil epidemiolégico. As precarias condigdes sanitarias e de
praticas de higiene, assim como a possibilidade de contato dos indios com reservatorios selvagens, levam
a dispersao de enteropatdgenos dentro das comunidades indigenas. Atencdes especiais devem ser adotadas
em relagdo ao monitoramento de diarréia entre Amerindios, especialmente os sul-americanos.
Palavras-Chave. rotavirus, indios sul-americanos, surto de diarréia, gendtipo G9.

ABSTRACT

Rotaviruses are the most important etiologic agents of acute gastroenteritis in children under five years
old. These viruses are responsible for several diarrhea outbreaks in both developed and developing countries.
Acute diarrhea diseases are the foremost health problem in Indians communities. Serological survey among
Brazilian Indians demonstrated seropositivity for rotavirus raged from 17% to 74%. Outbreaks investigations
among these populations are extremely rare, especially in Brazilian southwestern region, standing out the
importance in identifying the source of ongoing outbreaks, and for preventing the hereafter -and/or most
severe cases. The poor sanitation conditions and hygiene practices, as well as the possibility of native
contact with wild virus reservoirs, account for enteropathogens spreading within Indian communities.
Special precautions should currently be taken with respect to diarrhea monitoring among Amerindians,
especially in the South American populations.

Key Words. rotaviruses, South American Indians, genotype G9, diarrhea outbreak.
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INTRODUCAO

Os rotavirus sdo reconhecidamente os agentes virais mais
importantes associados a doencas diarréicas agudas, atingindo
humanos e varias espécies de mamiferos e aves'. Os episédios
de diarréia podem variar de um quadro leve, com diarréia liquida
e duracdo limitada, a quadros graves com febre, vémitos e
desidratacdo. As consequiéncias da infec¢do estdo relacionadas
a idade. Apesar da doenca diarréica ocorrer primariamente em
criangas na faixa etaria de 6 meses a 2 anos, também é comum
em jovens e adultos, associada a surtos esporadicos de diarréia
em espacos fechados como escolas, creches, ambientes de
trabalho e hospitais?*#,

Os rotavirus sdo eliminados em grande concentragao em
fezes infectadas, sendo transmitidos pela via fecal-oral, por agua,
alimentos e objetos contaminados, e pessoa a pessoa®.

O rotavirus pertence a familia Reoviridae. A particula
viral completa é composta por triplo capsideo protéico
contendo o genoma de RNA de fita dupla segmentado, que
codifica proteinas estruturais e ndo estruturais. As principais
proteinas estruturais - VP4, VVP6 e \VP7 - atuam como antigenos
na inducdo de anticorpos neutralizantes, provocando resposta
imune protetora, e formam a base da classifica¢do atual dos
rotavirus divididos em grupos A-H (VP6), e em genotipos/
sorotipos P (VP4) e G (VP7)8. Os gendtipos sdo determinados
por métodos moleculares, enquanto os sorotipos, por métodos
imunolégicos. A deteccdo dos rotavirus do grupo A pode ser
realizada por meio de reagBes imunoenzimaticas, em ensaios
de captura de antigeno diretamente do material fecal,
empregando-se varios kits comerciais desenvolvidos para o
diagnéstico rapido’.

Até o momento, foram identificados 10 G (VP7) e 13 P
(\VVP4) tipos de rotavirus humanos. Os tipos G1 a G4 séo 0s
mais comuns e para os quais estdo sendo desenvolvidas vacinas;
os tipos G8 e G12 sdo raramente encontrados*®. Os rotavirus
tipos G6 e G10, que eram exclusivamente patdgenos bovinos,
mas foram detectados em criangas com diarréia®. O tipo G9 é
prevalente na india, sendo reconhecido como o gen6tipo
emergente em todo o mundo a partir do final da década de 90
181730 considerado atualmente como o quinto G tipo de
importancia clinica em todo 0 mundo®-6.

Foram detectados tipos incomuns de rotavirus em
amostras humanas, como rotavirus G5, P[3] e misturas de tipos
de rotavirus em uma mesma amostra. A presenca de multiplos
tipos G e/ou P nas amostras, consistente com infec¢fes com
mais do que um tipo de rotavirus aumenta a chance de rearranjos
genéticos durante infecgdes naturais 7.

Rotavirus no Brasil

No Brasil a sazonalidade é variavel, com aumento na
incidéncia dos rotavirus nos meses mais frios ou no periodo
de seca, entre maio e setembro, nos Estados das regifes
Central e Sudeste. Por outro lado, no Norte e Nordeste a
ocorréncia de rotavirus se distribui durante todo o ano .
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Estudos realizados nos dltimos dez anos no pais
demonstraram a circulacdo dos tipos mais comuns de
rotavirus (G1, G2, G3, G4 e P[4], P[6] e P[8]), observando-
se maior incidéncia de rotavirus tipo G1P[8]7%%% e a
emergéncia do tipo G9 51626353 _Q tipo G5, reconhecido como
patégeno em suinos em varios paises também foi encontrado
no Brasil 7,33,34,37,38_

No Brasil foi relatado um surto de diarréia em criangas
hospitalizadas no Rio de Janeiro entre janeiro de 1997 e
dezembro de 1998, sendo o gendétipo G9 responsavel por 13%
dos isolados®. Recentemente, Santos et al®® relatou a
predominancia deste mesmo gendtipo na cidade de Salvador
durante os anos de 1999, 2000 e 2002 entre criancas
hospitalizadas, representando 89,2% das cepas de rotavirus
detectadas em 1999, 85,3% em 2000 e 74,5% em 2002. No
Estado de Sao Paulo o gendtipo G9 é o mais prevalente nesses
dois Ultimos anos®26:,

Morillo et al * relataram surtos de rotavirus em creches,
identificando como agente etiologico o genotipo G9 em 54, 6%
das amostras. Entre fevereiro de 2004 a janeiro de 2005,
Timenetsky et al ® demonstraram alta incidéncia para o genétipo
G9 (58,6%), seguido pelos genotipos G1 (29%), G3 (8,5%),
G4 (0,7%) e G2 (0,3%), em pesquisa realizada em 2 municipios
do Estado de Sdo Paulo. InfeccOes mistas de G1+G9 também
foram detectadas em 1% das amostras de fezes.

Saude Indigena

O complexo quadro de satde indigena esta diretamente
relacionado a processos histéricos de mudancas sociais,
econdmicas e ambientais atreladas a expansao de frentes
demograficas e econdmicas nas diversas regides do pais ao longo
do tempo “.

A enorme sociodiversidade deve ser considerada
quando é discutido o processo salde/doenca dos povos
indigenas no Brasil. Sdo aproximadamente 200 diferentes
etnias, que falam em torno de 170 linguas distintas e que tém
as mais diversas experiéncias de interacdo com a sociedade
nacional. Ha, desde alguns poucos grupos (ou remanescentes
de) vivendo ainda relativamente isolados na Amazonia, até
outros com significativas parcelas de suas populag@es
vivendo em zonas urbanas. A depender da fonte, o total do
contingente indigena no Brasil varia entre 280.000 e 320.000
pessoas, que vivem em milhares de comunidades de norte a
sul do pais .

Sdo praticamente desconhecidos os mais basicos
aspectos da dindmica demogréfica dos povos indigenas.
Estatisticas vitais, tais como coeficiente de mortalidade
infantil, expectativa de vida ao nascer e taxas brutas de
natalidade e mortalidade, essenciais para monitorar o perfil
de satde/doenca e planejar acdes de saude e educacdo, ndo
sdo disponiveis para a ampla maioria dos grupos®. A
entrada de profissionais de satde numa comunidade
indigena para a coleta de dados e de amostras clinicas é
bastante dificil.
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O perfil epidemiolégico dos povos indigenas do Brasil
é pouco conhecido, o que se deve a escassez de investigacdes,
a auséncia de censos e de outros inquéritos regulares e a
precariedade dos sistemas de registros de informacdes sobre
morbidade, mortalidade e cobertura vacinal, entre outros
fatores “°.

Um dos maiores problemas na obtencdo de dados sobre
morbidade em indigenas diz respeito a falta de sistematizacao
na coleta e no armazenamento dos registros, dificultando analises
epidemioldgicas. A dificuldade comega na propria definicdo do
diagndstico, pois na maioria dos casos, os diagnosticos ndo séo
confirmados com base em exames laboratoriais que permitam a
confirmacéo etiolégica. Os diagnosticos constantes dos registros
podem ter sido feitos tanto por profissionais de satide com nivel
superior (médico ou enfermeiro) como agentes indigenas de
salde na aldeia “.

A concentragdo de domicilios, o sedentarismo e a
convivéncia direta com animais domésticos, aliados a falta
de infra-estruturas criam um ambiente propicio para a
propagagdo de enteropatogenos de veiculagdo hidrica e
alimentar 4244,

Diversos estudos tém demonstrado uma intima relacao
entre amamentag&o e introducéo de novos alimentos, acarretando
variagdes nos graus de protecdo e exposicdo a patdogenos
intestinais e, conseqiientemente, na incidéncia de doencas
diarréicas em criancas. Nos primeiros meses de vida, criancas
indigenas geralmente sdo mantidas exclusivamente com
amamentacéo, o que lhes oferece maior protegdo. Ao iniciar o
processo de desmame e a introdugéo de novos alimentos, o grau
de exposicdo a enteropatégenos aumenta consideravelmente.
Os rotavirus figuram entre os principais agentes que ocasionam
diarréia entre os indigenas *.

Infeccdes por Rotavirus em Comunidades Indigenas no
Mundo

A fim de se observar padrdes de infeccdo, morbidade
e crescimento de descendentes de indios Maias da Guatemala,
foi realizado um estudo com 45 criangas de 0-3 anos. Foram
analisadas 5.891 amostras fecais (mantidas congeladas de
1964 a 1969), identificando-se rotavirus em 10% das
amostras “.

Durante o outono de 1980, foi realizado estudo para
patdgenos entéricos, virais e bacterianos, na Reserva Apache
San Carlos, Arizona, USA. Foram analisados 19 pacientes e 12
controles com idade inferior a 2 anos. Onze (58%) pacientes e
2 (17%) controles foram positivos para rotavirus, sendo 10
(91%) de 11 rotavirus positivos em pacientes com menos de 1
ano de idade *".

Diarréia entre neonatos foi estudada em 98 familias
residentes em Winnipeg, Manitoba, em 31 familias de indios
nativos e em 15 familias Inuit (esquimd), residentes em
regides isoladas no norte do Canada. A taxa de infecgédo por
rotavirus em neonatos foi significativamente maior,
ocorrendo com maior freqiéncia nos 6 primeiros meses de

vida na comunidade do norte (0,36% em Winnipeg, e 1,07%
em esquimo) “.

Durante uma epidemia ocorrida em Abril de 1981 numa
populacdo indigena em White Mountain Apache Indians foram
detectados rotavirus em 169 (73%) de 233 amostras .

Estudo realizado em reserva indigena no Fort Apache
Indian Reservation Whiteriver, Arizona, USA, durante 1981 a
1985, demonstrou que rotavirus, Escherichia coli, e Shigella
foram os agentes etioldgicos mais comuns, com padrao similar
ao encontrado em paises em desenvolvimento *.

Infeccbes por Rotavirus em Comunidades Indigenas no
Brasil

Apesar da reconhecida importancia sanitaria das diarréias
entre populagdes indigenas brasileiras, sdo poucos os estudos
que investigaram a ocorréncia de microorganismos
enteropatogénicos entre tais populagdes .

Os rotavirus figuram entre os principais agentes que
ocasionam diarréias entre os indigenas. Dentre os casos melhor
documentados, podem ser mencionadas as investigacdes
epidemioldgicas realizadas entre os Tiriy6 no Norte do Para #,
entre os Surui e Karitiana de Rond6nia e de diversas outras
comunidades Amazonicas “.

O rotavirus foi o agente responsavel por um surto
epidémico ocorrido em julho-agosto de 1977 entre os indios da
aldeia Tiriy6 (PA), onde se detectaram 25,6% de soroconversoes,
com base no exame de 127 amostras pareadas de soro 24,

Anticorpos contra rotavirus foram detectados pela técnica
de ELISAem 711 (54,7%) de 1.099 amostras de soro, coletadas
de indios de 13 comunidades relativamente isoladas da regido
amazonica. Os Indios Parakanas Novos apresentaram
prevaléncia de imunidade de 17,9% para ELISA e 10,7% para
Imunofluorescencia (IF). As outras tribos com exce¢do dos
lanomamis, Tucanos e Xicrins, possuem porcentagens de
positividade maiores que 50% para ambas as técnicas. Altas
porcentagens de positividade também foram observadas entre
os Apalais (56-74%) .

Estudo realizado por Santos et al #, indicou porcentagens
de soropositividade elevadas para anticorpos anti-rotavirus em
tribos da regido de Ronddnia: 67,8% para os Surui e 77,4%
para os Karitiana, através da técnica de ELISA, e 45,5% para
os Surui e 56,7% para os Karitiana através de
Imunofluorescéncia direta.

Considerac0es Finais

A maior parte dos estudos epidemioldgicos envolvendo
gastroenterites agudas em comunidades indigenas sao realizados
em tribos da regido norte do Brasil. Nas demais regides do pais
nao haregistro literario, ressaltando a importancia na elaboracéo
e realizacdo de projetos que visem a vigilancia epidemiolégica
e sanitaria dessas populacoes.

Devido a importancia epidemioldgica dos rotavirus nas
diarréias graves, inimeros esforcos tém sido realizados na
elaboragdo de uma vacina eficaz para o combate a doenca, tendo
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como meta prevenir a diarréia grave, que pode levar a
desidratacdo, reduzindo a morbidade e a mortalidade infantil.

Ressaltamos ainda, a importancia da adigdo do genoétipo
G9 na vacina contra rotavirus, devida sua alta incidéncia nos
Gltimos anos. As vacinas recentemente lancadas em alguns paises
como, Rotarix™ (GlaxoSmithKline) e Rotateq (Merk) nédo
contemplam este gendtipo em sua formulagéo. Estudos recentes
de uma vacina que sera produzida no Brasil pelo Instituto
Butantan em parceria com National Institutes of Health (N1H)%?
prevé a adicdo desse genotipo.
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RESUMO

As chamadas bebidas energéticas tiveram um grande crescimento no mercado nacional e internacional,
principalmente entre os jovens e praticantes de atividades esportivas, seus maiores consumidores. Este
trabalho apresenta uma revisao de literatura sobre 0s componentes mais comuns presentes nas bebidas
energéticas: cafeina, taurina, guarana e glucoronolactona, dando énfase a legislagéo do Brasil, composicéo,
acao sobre o organismo, aspectos toxicoldgicos e metabolicos. As pesquisas e estudos publicados
demonstram que ainda ha muitas divergéncias em relagdo as concentragfes adequadas para 0 uso destes
componentes na formulagdo destas bebidas e que se faz necessario maiores estudos sobre a interagéo
destes componentes com outras substancias como o alcool, uma vez que as bebidas energéticas sao
freqiientemente consumidas misturadas as bebidas alcodlicas com a finalidade de potencializar o efeito
do alcool.

Palavras-Chave. bebida energética, composicdo, cafeina, taurina, glucoronolactona.

ABSTRACT

In the last years the energetic drinks have came into the market, and in a remarkable way. Young people
and athletes largely consume these sorts of beverages. In this work a review on the major compounds
found in energetic drinks (caffeine, taurine, guarana and glucoronolactone) is presented, emphasizing
the Brazilian legislations aspects, composition, physiological effects, metabolism, and toxicological
aspects. According to the investigators and reported studies, the ideal contents of these stimulating
agents in beverages formulation have not established yet, and further studies on the interactions of these
compounds with other substances, as alcoholic drinks have to be done, since energetic drinks have
largely been consumed in combination with alcoholic drinks; and mixing both kinds of drinks causes
the alcohol effect enhancement.

Key Words. energetic drinks, caffeine, taurine, guarana, glucoronolactone.
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INTRODUCAO

As bebidas com adicdo de componentes estimulantes,
muitas vezes designadas como bebidas energéticas, foram
langadas no mercado em 1987 e desde entdo, seu crescimento
em todo mundo tem sido enorme?.

As substancias estimulantes inicialmente foram
utilizadas por desportistas. Em principio, foram desenvolvidas
para incrementar a resisténcia fisica, prover reacbes mais
velozes a quem as consumia, levar a uma maior concentragdo
nas atividades exercidas, evitar o sono, proporcionar sensacao
de bem-estar, estimular o metabolismo e ajudar a eliminar
substancias nocivas para 0 corpo?.

Estas bebidas sdo geralmente embaladas em latas finas
com um visual atrativo e posicionadas entre os principais
produtos do mercado de bebidas. Pertencem a nova classe de
alimentos conhecidos como ‘alimentos funcionais’. Estes
alimentos afetam favoravelmente funcdes particulares do
corpo®. Segundo Hilliam*, o desenvolvimento do mercado de
alimentos funcionais esta sujeito a influéncia dos seguintes
aspectos: mudanca nas atitudes e expectativas dos
consumidores, crescente compreensdo da ligagdo entre os
constituintes das dietas e dos processos fisiolégicos e avangos
na ciéncia e tecnologia de alimentos.

Além de 4gua, a maioria dos produtos comercializados
como bebidas energéticas contém carboidratos e cafeina como
seus principais ingredientes. O carboidrato tem a funcdo de
prover o nutriente energético e a cafeina de estimular o sistema
nervoso central, além destes eles devem também conter uma
ampla variedade de outros ingredientes como aminoacidos e
vitaminas®.

Segundo o Safefood?®, as bebidas energéticas sdo
definidas como produtos que contém tipicamente cafeina,
taurina e vitaminas, e podem conter uma fonte de energia
(carboidratos), ou outras substéncias, comercializadas com
proposito especifico de fornecer real ou perceptiva melhoria
psicolégica ou efeitos na performance. Entretanto ndao ha ainda
um consenso sobre o nivel maximo de cafeina e a funcionalidade
dos ingredientes tais como a taurina e a glucoronolactona®.

Este trabalho apresenta uma revisdo de literatura sobre
0S componentes mais comuns presentes nas bebidas energéticas:
cafeina, taurina, guarana e glucoronolactona, dando énfase a
legislacdo brasileira, composicao, a¢do sobre o organismo,
aspectos toxicolégicos e metabdlicos.

1. Aspectos da Legislacao Brasileira

E muito importante fazer distingdo entre bebidas
energéticas e as bebidas conhecidas como bebidas para o esporte
(sport drinks) ou bebidas isotdnicas, que sdo produtos com
diferentes funcdes e composicdo, embora 0s termos sejam
usados de forma permutavel. As bebidas para o esporte sdo
principalmente designadas para repor fluidos e prover
carboidratos e ndo contém normalmente os principais
ingredientes das bebidas energéticas tais como: cafeina, taurina
e glucoronolactona®’.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), vinculada ao Ministério da Saude, faz distingdo
entre as bebidas para o praticante de atividade fisica e as
chamadas bebidas energéticas.

A Resolugdo RDC n° 273 de 22-09-05 do Ministério da
Saude® (que revogou a Portaria n° 868, de 03-11-98 do
Ministério da Saude®) tém como objetivo fixar requisitos
minimos de caracteristicas e qualidade para as bebidas
denominadas Composto Liquido Pronto para o Consumo,
definidas como sendo produtos que contém como ingrediente(s)
principal(is): inositol e/ou glucoronolactona, e/ou taurina, e/
ou cafeina, podendo ser adicionada de vitaminas e/ou minerais
até 100% da Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) na porcao
do produto, podendo ser adicionados outros ingredientes desde
que ndo haja descaracterizacdo do produto.

Ja o regulamento técnico para praticantes de atividades
fisicas, descrito na Portaria n°® 222, de 24-03-98, do Ministério
da Saude®® se aplica aos alimentos especialmente formulados e
elaborados para praticantes de atividade fisica. Nesta categoria
estdo excluidas as bebidas alcodlicas e bebidas gaseificadas;
produtos que contenham substancias farmacologicas
estimulantes, como por exemplo, a cafeina; horménios e outras
consideradas como dopping pelo Comité Olimpico
Internacional (COIl); produtos que contenham substancias
medicamentosas ou indicacBes terapéuticas; produtos
fitoterapicos; formulac6es a base de aminoacidos isolados (caso
em que se enquadraria a utilizacéo de taurina). Também neste
regulamento técnico, encontra-se a definicdo de repositores
energéticos descritos como produtos formulados com nutrientes
que permitam o alcance e/ou manutengdo do nivel apropriado
de energia para atletas. Nestes produtos, os carboidratos devem
constituir, no minimo, 90% dos nutrientes energéticos presentes
na formulacdo. Opcionalmente, estes produtos podem conter
vitaminas e ou minerais.
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No entanto, de acordo com a atual legislacéo referente
ao composto liquido pronto para o consumo o produto pode
ser rotulado utilizando expressdes como bebida energética ou
energy drink, o que pode gerar alguma confusdo para 0s
consumidores destes produtos devido a proximidade dos termos.

Mesmo antes da atual legislacdo, o termo bebida
energética ja era comum na denominagdo destes produtos no
Brasil, pois dentre os efeitos associados a estas bebidas estdo
reacGes como aumento da sensacdo subjetiva de alerta ou vigor,
sensacgdes relacionadas a um estado de “maior energia” e
disposicdo no individuo.

Segundo Smit e Rogers', as bebidas energéticas sdo
um grupo de produtos anunciados como sendo capazes de
promover estado de alerta, energia e reducdo do sono, o que
pode ndo ocorrer, dependendo do individuo.

2. Ingredientes para bebidas energéticas

2.1. Cafeina

A cafeina é a droga de maior emprego, maior aceitacao
social e mais largamente utilizada no mundo'2®. Em suas fontes
naturais, a cafeina tem sido consumida pelo homem em todo
mundo hé séculos®. E consumida regularmente por bilhdes de
pessoas, configurando diversas e variadas praticas culturais,
sendo até vital para algumas economias®.

A cafeina é um alcaldide purinico da classe das
metilxantinas (1, 3, 7-trimetilxantina), de ocorréncia natural
em folhas de mate, café, cacau, noz de cola. O café sd contém
cafeina, porém o cacau contém também outras metilxantinas,
especialmente teofilina e teobromina®®!’. As xantinas sdo
substancias capazes de estimular o sistema nervoso, produzindo
certo estado de alerta de curta duragao®.

Desde seu isolamento quimico em 1820, a cafeina, além
de estimulante, tem sido utilizada terapeuticamente no
tratamento da apnéia infantil, no tratamento da acne e outras
desordens da pele, sendo também empregada no tratamento de
dores de cabeca e enxaquecas. A cafeina também é encontrada
em uma variedade de medicamentos usados como analgésicos,
diuréticos, controladores de peso e preparacOes para aliviar
alergias™.

2.1.1. Agdes sobre o organismo

Devido a cafeina ser uma das substancias mais
largamente utilizadas em todo o mundo, os estudos sobre as
implicacBes para a satde resultantes do consumo desta
substéncia, sdo de interesse dos consumidores de alimentos,
bebidas e medicamentos?®,

Segundo a legislacdo o composto liquido pronto para
consumo pode conter o limite maximo de 35 mg/100mL de
cafeina em sua composigac®.

Para criangas que ndo consomem normalmente muito
café ou cha, e que substituem agua por refrigerantes de cola ou
bebidas energéticas, ha um aumento na ingestdo diaria de
cafeina, quando comparada com outras fontes. Isso pode resultar
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em mudangas no comportamento, como um aumento na
irritabilidade, nervosismo e ansiedade®.

Os riscos relacionados ao consumo de cafeina durante
a gravidez ainda sdo muito controversos. Muitas avaliacBes
epidemioldgicas sugerem que ndo ha problemas na ingestéo
de cafeina abaixo de 300 mg/dia‘°.

Mais de 99% da dose ingerida é rapidamente absorvida
a partir do trato gastrointestinal, elevando sua concentragdo
no plasma sangiiineo entre 15 e 45 minutos. Uma vez na
corrente circulatéria, a cafeina penetra eficazmente em todos
os tecidos corporaist’18,

O periodo de semi-eliminagdo da cafeina (o tempo
requerido para que o corpo metabolize e elimine a metade da
concentracdo no plasma sangliineo: a meia-vida) oscila entre
horas e dias, dependendo da idade, o sexo, a medicagdo e as
condicBes de saude, estado hormonal e se o individuo é ou ndo
fumante!”#%, Para sua eficaz eliminacéo, a cafeina deve ser
convertida em seus metabolitos que sdo mais rapidamente
excretados pela urina. Esta biotransformacdo ocorre
principalmente no figado'*8. A cafeina também pode ser
excretada pelo leite materno®.

Arnaud et al** observaram um aumento da meia-vida
da cafeina em mulheres gravidas, no terceiro més de gestagao.
O estudo ainda afirma que os niveis de cafeina utilizados,
baseados nos habitos alimentares das gestantes, ndo apresentam
nenhum risco para os fetos, mas recomendam que as gestantes
consumam café ou bebidas descafeinadas, a fim de manter os
niveis plasmaticos de cafeina mais baixos sem, contudo
modificar seus habitos alimentares.

Sabe-se com certeza que a cafeina afeta a fungéo normal
celular e tem diversos efeitos fisioldgicos. E um estimulante
do Sistema Nervoso Central (SNC) e, dependendo em parte da
quantidade consumida, pode produzir uma variedade de efeitos
em outros 6rgdos. Dependendo da dose, ela pode aumentar os
batimentos cardiacos e a taxa de metabolismo basal, promover
secrecdo acida no estbmago e aumentar a producdo de urina. A
cafeina também apresentou um efeito broncodilatador em jovens
pacientes com asma?*2,

No sistema nervoso central, mais precisamente no
sistema nervoso autbnomo, o sistema de neurotransmisséo
baseado no neurotransmissor adenosina age como redutor da
freqliéncia cardiaca, da pressao sangliinea e da temperatura
corporal. A cafeina exerce uma acdo inibidora sobre os
receptores do neurotransmissor adenosina, situados nas células
nervosas®®. Muitas das respostas fisiolégicas com a
administracdo de cafeina sdo opostas as de adenosina, por isso
ha uma sensacdo de revigoramento, diminui¢do do sono e
fadiga!®*®. A cafeina exerce um efeito sobre a descarga das
células nervosas e a liberacdo de alguns outros
neurotrasmissores e hormonios, tais como a adrenalina®®.

A cafeina aumenta o metabolismo energético em todas
as partes do cérebro, mas diminui algumas vezes o fluxo
cerebral induzindo uma hipoperfusdo relativa do cérebro. Além
disso, a droga ativa a noradrenalina aparentemente afeta a
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liberagdo da dopamina. Muitos dos efeitos de alerta da cafeina
podem estar relacionados a acdo das metilxantinas sobre a
serotonina®. A Tabela 1 apresenta uma comparagdo entre 0s
efeitos antagbnicos da cafeina e adenosina.

Ratliff-Crain e Kane?* avaliaram a relagdo entre o
aumento do consumo de cafeina e situagdes de estresse entre
consumidores. Segundo o0s autores, a hipotese de que estes
aumentem a quantidade de cafeina consumida, em situagoes
de estresse, devido aos seus efeitos estimulantes ndo foi
comprovada. Embora alguns consumidores participantes do
estudo afirmem que em situagGes como dor, tensdo e depresséo
sintam-se mais aliviados consumindo cafeina.

Numerosos estudos investigam a ligagdo entre a cafeina
e as doencas cardiovasculares, esta relagdo ainda € incerta®.

O Scientific Committee on Food (SCF)*® na Europa
considera que ha um aumento no risco de doencas
cardiovasculares por efeito da cafeina sozinha ou em
combinagdo com outros constituintes, como a taurina, presente
em alguns tipos de bebidas energéticas, particularmente
consumidas durante ou depois do exercicio intenso. Os estudos
com humanos incluiram individuos normais descansados,
individuos submetidos a exercicios intensos e individuos com
predisposi¢des a arritmias cardiacas.

Os efeitos relacionados ao sistema cardiovascular
variam desde aumentos moderados na velocidade dos
batimentos cardiacos até arritmias cardiacas sérias®'2, Em
alguns casos pode haver sensacéo de palpitacdo produzida pela
ocorréncia de extra-sistoles®.

O aumento da pressdo sanglinea € um conhecido fator
de risco para doencas cardiovasculares e derrames, e 0S
individuos com pressao alta sdo geralmente aconselhados a
reduzir o consumo de cafeina®. Tem-se sugerido que 0 consumo
de cafeina pode aumentar os riscos relacionados a hipertensdo.
Noordzid et al.?® afirmam que o consumo regular de cafeina
aumenta a pressao arterial, mas quando ingerida através do
café, o efeito sobre a pressao arterial € pequeno. O estudo ndo
se refere ao consumo de bebidas energéticas.

O uso regular de bebidas contendo cafeina, por um
periodo curto de dois a quatro dias, j& muda a resposta do
organismo aos seus efeitos. Desenvolve-se uma toleréncia, e 0
uso prolongado ndo causa mais qualquer tipo de alteracdo na

pressdo sangliinea, freqliéncia cardiaca, niveis de renina,
adrenalina ou fluxo de sangue nos tecidos?.

A cafeina possui dois efeitos importantes no sistema
respiratorio. Ela estimula os neurdnios do centro respiratorio
do cérebro proporcionando um aumento discreto da freqliéncia
e a intensidade da respiragdo, juntamente com um efeito local
nos broénquios, produzindo um satisfatério efeito
broncodilatador®. Essas propriedades evidenciam a utilidade
do consumo regular de bebidas que contém cafeina, por
pacientes asmaticos?.

Recentemente, observou-se a crescente ingestdo de
bebidas alcodlicas, principalmente destiladas, com bebidas
energéticas. Estas bebidas véem sendo utilizadas para
potencializar os efeitos das bebidas alcodlicas, devido
possivelmente a uma reducdo dos efeitos depressores do alcool
pela acdo estimulante da cafeina no cortex cerebral?’. Segundo
Ferreira et al?® a administracdo de doses equivalentes ao
consumo de trés latas de 250 mL de bebida energética por um
individuo de 70 kg (aproximadamente 10,71 mL de bebida
energética por kg de peso corpéreo), apresentou acgdo
antagdnica aos efeitos depressores do alcool na atividade
locomotora de ratos. Segundo Nehlig et al* as metilxantinas
como a cafeina induzem aumentos na dose-resposta da atividade
locomotora em animais.

Assumido que as bebidas energéticas podem realcar os
efeitos estimulantes do alcool ou atuar como antagdnico nos
efeitos depressores é necessario determinar quais 0s
ingredientes ou compostos, bem como as doses responsaveis
por estes efeitos. Embora haja indicacdo que estes possam ser
devidos a taurina e/ou cafeina®.

Com relagéo aos efeitos de alerta da cafeina, Reyner e
Horne® sugerem que o consumo de 250 mL de bebida energética
€ benéfico na reducdo do sono, em estudos avaliando jovens
motoristas. As amostras controle utilizadas para o estudo ndo
continham cafeina, taurina ou glucoronolactona, indicando que
o efeito de alerta é promovido por estes componentes. Os autores
ainda sugerem que a quantidade proposta para consumo, que
contém 80 mg de cafeina combinada com taurina e
glucoronolactona, é mais efetiva do que a utilizacao do café,
que contém somente cafeina, em quantidade de 200 mg.
Segundo Gyllenhaal et al.* estudos sobre a administracdo da

Tabela 1. Comparacgdo entre os efeitos da cafeina e adenosina sobre o organismo humano.

Local de acéo Cafeina Adenosina
Sistema Nervoso Central ~ Estimulacéo Sedacao
Sistema cardiovascular Aumento da frequéncia cardiaca e Diminui¢do da frequéncia cardiaca e da pressao
sangliinea
da pressdo sangiiinea
Metabolismo Aumento da lipolise no tecido Diminuicao da lip6lise
adiposo
Sinéptico Aumento da liberacdo de Diminuicao da liberagdo de catecolaminas

catecolaminas

Fonte: BORSTEL*
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cafeina tém demonstrado que ela afeta a quantidade e a
qualidade do sono.

Smit e Rogers encontraram efeitos significativos das
bebidas energéticas sobre o humor. Estes efeitos foram
relacionados com os termos estado de alerta, revitalizante,
maior atencdo e melhoria da energia mental, e estavam
relacionados com a cafeina.

2.1.2. Mecanismo de Toxicidade

A cafeina é uma substancia farmacologicamente ativa
e seu consumo é difundido em todo o mundo. Os efeitos, a
curto e a longo prazo, da exposi¢cdo da cafeina tém sido
estudados em detalhes. Contudo, mesmo com extensivas
pesquisas, os efeitos e consequiéncias para a salde ainda é
assunto de interesse’.

A cafeina figura na lista GRAS (substéancias
geralmente consideradas como seguras), é utilizada com
freqiiéncia em bebidas refrescantes e em fadrmacos e também
é considerada como estimulante em doses baixas. O
consumo de uma xicara de café, em que se supde a ingestédo
de 1-2 mg/kg de peso corp6reo, d4 uma concentracdo
plasméatica méxima de 5 - 10 uM. Um consumo excessivo
(concentragdo plasmatica >50 wM) produz sintomas de
cafeinismo (ansiedade, agitacdo, dificuldades de conciliar
0 sono, diarréia, tensdo muscular, palpitagfes cardiacas).
A dose letal (DL, ) € de 150 - 200 mg/kg de peso corporeo
(concentracdo no plasma sangiiineo de aproximadamente
750 uM) que equivale ao consumo de uma s6 vez de 75
xicaras de café forte'’.

Né&o é aconselhdvel um consumo elevado de cafeina
durante a gravidez. Pode-se consumir quantidades moderadas
de cafeina sem problemas quando é parte de uma dieta saudavel
e equilibrada??. O SCF, até o ano de 1999, nao verificou nenhum
efeito teratogénico em humanos, nem em suas nas fungoes
reprodutivas, e nenhuma associacéo entre o consumo de cafeina
e adversidades durante a gravidez'.

Por outro lado, Cristian e Brent®! descrevem estudos
epidemiolégicos onde o consumo de cafeina por mulheres
gravidas esta relacionado com a ma formagao congénita, retardo
no crescimento fetal e abortos espontaneos. Contudo os autores
reconhecem que avaliar os riscos do consumo de cafeina
somente através de estudos epidemioldgicos seja dificil devido
a concentracdo de cafeina contida em alimentos e bebidas variar
consideravelmente, interferindo nos resultados obtidos em
estudos com humanos.

Santa-Maria et al.* estudaram a toxicidade in vitro de
diferentes marcas de bebidas energéticas. Os resultados
demonstraram que, nas condi¢des do teste, as bebidas néo
apresentam efeitos toxicos. No entanto os autores afirmam que
0 consumo destes produtos por periodos prolongados, em altas
doses ou em combinagdo com bebidas alcoolicas pode ser
perigoso para salide de alguns consumidores.

Ha poucos casos de intoxicacao retratados pela cafeina.
As principais manifesta¢des ocorrem no sistema nervoso central
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e cardiovascular. Insénia, agitacdo e hiperexcitabilidade s&o
manifestagdes iniciais?.

2.1.3. Uso como agente de sabor

Segundo Lindsay®®, a sensacdo amarga pode ser
desejavel no sabor dos alimentos. Em algumas bebidas nao
alcodlicas, esta sensacdo é um atributo importante do sabor
em algumas bebidas consumidas em grandes quantidades, como
café e chas. Em bebidas tipo soft drink a cafeina é adicionada
como agente modificador de sabor?,

A cafeina é usada em concentragdes de até 200 ppm
nas bebidas de cola e grande parte da cafeina empregada para
este fim, se obtém por extracdo com solventes das sementes
de café verde que sdo utilizados para o preparo de café
descafeinado®.

2.1.4. Acdo da cafeina no desempenho de atletas

Ha pouca informacao sobre os efeitos da cafeina
relacionados a forga®, mas por ser a cafeina um estimulante do
sistema nervoso central, apesar de efeito temporario, faz o atleta
se sentir mais disposto®. A cafeina promove uma melhora na
performance cognitiva e no alerta. Tem sido associada com a
melhora na performance durante os exercicios de alta intensidade®.

A cafeina contribui para o desempenho nos exercicios ou
provas de resisténcia, aparentemente devido a sua capacidade
de aumentar a mobilizagdo de acidos graxos, conservando as
reservas de glicogénio®*. A cafeina pode agir diretamente sobre
a contratibilidade muscular, possivelmente por facilitar o
transporte de calcio®. Seu efeito estaria na capacidade de retardar
a fadiga, devido a sua influéncia sobre a sensibilidade das
miofibrilas ao ion calcio®. Pode reduzir também a fadiga, através
da reducdo do acumulo dos ions potassio®. Pesquisas nao
mostram, entretanto, qualquer efeito da cafeina sobre a forca
muscular maxima ou sobre as contracdes musculares
voluntérias?®.

O Comité Olimpico Internacional (COI) proibe altas
doses de cafeina no organismo. Atletas olimpicos com mais de
12 mg de cafeina por mililitro de urina podem ser
desqualificados da competigdo?. Aingestao de cafeina presente
no café ndo é expressiva, quando comparada com o dopping
com cafeina pura®.

O efeito diurético da cafeina pode ser negativo para
atletas com excessiva necessidade de agua, ou para aqueles
que estdo desenvolvendo eventos de longa distancia que ndo
queiram urinar durante a prova®.

Ha algumas evidéncias, de que os efeitos na melhora da
performance pela ingestdao de cafeina ocorrem em niveis
modestos de ingestdo (1 — 3 mg/kg de peso corpéreo ou
aproximadamente 70 — 210 mg de cafeina), quando a cafeina é
tomada antes e/ou durante o exercicio fisico®.

2.2. Taurina
Alguns ingredientes nas bebidas energéticas incluem
aminoacidos individuais tais como glutamina, arginina, taurina,
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e/ou aminoacidos de cadeia ramificada, por exemplo leucina,
isoleucina e valina®.

A taurina, o 4cido 2-amino-etano-sulfonico, é um beta-
aminoacido sulfurado ndo proteinogénico. E um dos
aminoacidos mais abundantes no corpo humano. O corpo o0
sintetiza por varias rotas de oxidagdo da cisteina. Embora a
taurina seja sintetizada principalmente no figado e no cérebro,
foram encontrados altos niveis de taurina em tecidos do coracao,
retina, no musculo esquelético e no sistema nervoso central®.

2.2.1. Agdes sobre o organismo

Ha evidéncias de que a taurina serve como
neurotransmissor (um mensageiro quimico para o sistema
nervoso), um regulador de sal e do equilibrio de agua dentro
das células e um estabilizador das membranas celulares. A
taurina participa na desintoxicagdo de substancias quimicas
estranhas e também esta envolvida na producéo e acéo da bilis
7, Contudo, o papel da taurina nestes processos ndo é
claramente entendido e a influéncia de altas doses de taurina
nestes processos € incerta’®.

Certas enfermidades podem estar relacionadas com
deficiéncias, ou necessidade de aumento da ingestdo deste
aminoacido. Tem-se demonstrado que a taurina € utilizada no
tratamento de varias enfermidades comuns, portanto seu
potencial terapéutico merece um estudo mais detalhado?”.

Com relagdo a enfermidade cardiaca, podemos dizer
que a taurina compreende mais de 50% dos aminoacidos livres
no coracdo. A taurina melhora a forca do musculo do coracao,
prevenindo o desenvolvimento de uma cardiomiopatia (uma
enfermidade do musculo cardiaco) em animais®. Os baixos
niveis de taurina estdo relacionados com a hipertensdo. Alguns
estudos tém mostrado que consumindo suplementos de taurina
se consegue baixar a pressdo sanglinea. Os estudos com taurina
demonstraram uma melhora na contractilidade do coracéo nos
pacientes cardiacos podendo, ser utilizada como antioxidante®.

Encontram-se altas concentracGes de taurina na retina do
olho, onde parece que funciona como um buffer celular —
protegendo as células da retina dos efeitos danosos da luz
ultravioleta e das substancias toxicas®. A taurina também ¢
necessaria para as reag0es quimicas produzidas na visdo normal,
e sua deficiéncia estd associada a degeneracdo da retina, além de
protegé-la, ajuda a prevenir as cataratas relacionadas com a idade.

Outra funcdo deste aminoacido é manter a correta
composicdo da bilis e manter a solubilidade do colesterol. A
taurina se liga a certos sais biliares, e por isso melhora sua
habilidade de digerir as gorduras. Os estudos com animais tém
demonstrado que a complementagdo com taurina pode inibir a
formagcdo de calculos biliares®”. Segundo Kingstone et al*®® a
taurina também possui propriedades antioxidantes.

A ingestdo média diaria de taurina entre consumidores
de bebidas energéticas é de aproximadamente 0,4 g aumentando
para cerca de 1,0g entre altos consumidores®. A concentracéo
de taurina contida nas bebidas energéticas é mais alta que a
quantidade encontrada em outros produtos®.

No Brasil, a Resolu¢édo RDC n° 273 de 22-09-2005, do
Ministério da Salde, estabelece o limite maximo de taurina
como ingrediente, para o composto liquido pronto para
consumo em 400 mg/100 mL&.

Um outro aspecto importante com relagdo a taurina
presente nas bebidas energéticas é a sua ingestdo juntamente
com bebidas alcoolicas. Sugere-se que as bebidas energéticas
poderiam prolongar os efeitos excitatorios do alcool,
possivelmente por uma modulacdo da neurotransmissdo
gabaérgica (relacionada ao acido gama-amino-butirico)?. O
acido gama-amino-butirico (GABA) é um neurotransmissor
inibitério no Sistema Nervoso Central de mamiferos. Sabe-se
que o efeito depressor do alcool esta associado a aumento da
neurotransmissdo mediada pelo GABA, inibindo 0 SNC. Desta
forma, diminuindo a atividade gabaérgica, a taurina reduziria
o efeito depressor do alcool®. As interacdes da taurina com o
alcool sdo particularmente pertinentes, visto que ha evidéncias
que as bebidas energéticas sao regularmente consumidas com

Tabela 2. Resumo das funcgGes fisiologicas da taurina no
organismo humano.

Sistema Acéo
Cardiovascular Modulacdo da acdo do canal de
célcio

Retarda a cardiomiopatia
Propriedades anti-arritmia
Acéo hipotensiva

Regulacéo da resposta
cardiorespiratoria

Alteracdo na duracdo do sono
Propriedades anti-convulsivas
Modulador da excitabilidade neural
Manutenc¢éo da funcéo cerebral
Termoregulacéo

Acéo anti-tremores

Sistema Nervoso Central

Retina Manutenc¢do da estrutura e das
funcgdes

Figado Sintese dos sais biliares

Sistema reprodutivo Motilidade do esperma

Musculos Estabilidade das membranas

Outros Modulador dos

neurotransmissores e hormonios
Osmoregulacéo
Estimulacéo da glicdlise e
glicogénese
Efeitos antioxidantes
Atenuacdo da
hipercolesterolemia
Proliferacdo e viabilidade das
células

Fonte: adaptado de SAFEFOOD?®
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alcool®. A Tabela 2 apresenta um quadro com uma sintese das
acOes da taurina sobre o organismo.

2.2.2. Mecanismo de toxicidade

Pode-se dizer no que se refere a toxicidade, que a taurina
é geralmente bem tolerada. Néo se tém relatados sérios efeitos
colaterais nas doses terapéuticas usuais de 1 — 3 g ao dia. Apesar
dos muitos estudos clinicos, a verdade é que a dose 6tima de
taurina é desconhecida. Os médicos orientados sobre nutrigdo
geralmente prescrevem de 500 a 1000 mg, 2 a 3 vezes ao dia,
para adultos®.

Ha poucos estudos sobre a interacdo de taurina com outros
ingredientes contidos nas bebidas energéticas (como a cafeina e
glucoronolactona) ou outras substancias como o alcool ou drogas®.

2.3. Guarana

O guarana (Paullinia cupana) é uma planta nativa da
América do Sul, encontrada principalmente na Venezuela e
Brasil. Seu componente principal é a guaranina, uma
substancia quimicamente idéntica a cafeina®%. O guarana é
adicionado as bebidas energéticas em combinagdo com a
cafeina ou sozinhot.

O Brasil é praticamente o Unico pais a produzir guarana
em escala comercial em cultivos racionais e sistematicos. Os
estados produtores sao Acre, Amazonas, Rondonia, Para, Bahia
e Mato Grosso*+#242,

A semente de guarana contém entre 5 e 6% de cafeina,
apresentando teores bem mais elevados que os do cacau e do
café e ligeiramente superiores aos do cha. Estas sementes
contém também fibra vegetal, amido, agua, resina, pectinas e
acido tanico, que confere a adstringéncia caracteristica do
guarana*o44,

No Brasil, o Ministério da Salde, classifica o extrato
de guarana utilizado no composto liquido pronto para consumo
como o extrato obtido da fruta das plantas Paullinia sorbilis
ou Paullinia cupanna que contém de 3 a 5 % de cafeina, assim
como 1% de teobromina®. O controle de qualidade do guarana
é realizado através de analises da quantidade de cafeina
presente®.

2.3.1. Agdes sobre o organismo

O efeito estimulante do guarana é similar ao da cafeina,
sendo que 1 g de guarand contém o equivalente a 40 mg de
cafeina’. A fonte natural precisa da atividade estimulante do
guarana ndo é bem conhecida 2. Contudo, tem sido relatado
que o guarana exerce um efeito mais prolongado que o
equivalente médio de cafeinal. O teor de gordura contida na
semente de guarana e substancias como o acido tanico fazem
com que a liberacdo da guaranina seja mais lenta do que a da
cafeina®, prolongando seus efeitos no organismo.

Ha pouca informacao na literatura que relata os efeitos
do guarana, embora seja consenso que produtos com altas
quantidades de guarana apresentem efeitos fisiologicos
similares a cafeina®.
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2.4. Glucoronolactona

A glucoronolactona ocorre naturalmente como um
metabolito formado a partir da glicose no figado, sendo também
encontrada em um pequeno ndmero de produtos, como o vinho,
que é uma boa fonte (acima de 20 mg/L). A glucoronolactona
também pode ser encontrada em vegetais que contém gomas.
A goma xantana € um exemplo de goma formada por unidades
de manose e acido glucorénico?.

Nem todas as bebidas energéticas contém
glucoronolactona, porém a concentragdo em algumas delas pode
variar de 250 a 2500 mg/L*.

No Brasil, a legislacdo referente as bebidas energéticas
estabelece o limite méximo de glucoronolactona em 250 mg/
100 mL®.

2.4.1. Agdes sobre o organismo

No pH fisioldgico, a glucoronolactona entra em
equilibrio com o acido glucordnico, seu precursor imediato. O
acido glucorénico é um importante constituinte das fibras e
tecidos conjuntivos de animais®.

A glucoronolactona administrada por via oral em
humanos é rapidamente absorvida, metabolizada e excretada
como acido glucarico, xilitol e L — xilulose®.

Alguns animais como os roedores, utilizados em
estudos, podem sintetizar vitamina C endogenosamente a
partir do acido glucorénico. Esta via acontece convertendo
acido gulénico ou glucoronolactona para gulonolactona e dai
para acido ascorbico. Contudo, primatas, incluindo o homem,
ndo possuem esta rota metabdlica. Por esta razdo os roedores
podem ser um modelo inapropriado para medir os efeitos da
glucoronolactona.

2.4.2. Mecanismo de Toxicidade

De acordo com Finnegan?!, o metabolismo da
glucoronolactona em humanos é desconhecido e ndo ha
avaliacOes que fornecam informagdes sobre as interacGes entre
glucoronolactona e alcool, por exemplo.

De acordo com o Scientific Committee on Food (SCF)*°
€ necessario que se conhega a influéncia de altas doses de
glucoronolactona, pois as rotas metabolicas envolvendo glicose
podem ser um relevante fator de risco em relacdo a criangas e
diabéticos.

3. Concluséo

As bebidas energéticas possuem um grande potencial
de mercado, dado a grande variedade de componentes em sua
formulacdo, cada um contendo suas caracteristicas de
funcionalidade. Por serem produtos ainda relativamente novos
no mercado, existem muitas controvérsias a respeito das
concentracBes adequadas de uso e a respeito dos reais efeitos
destes ingredientes no organismo.

S&do necessarias também mais pesquisas sobre as
interagdes destes componentes com outras substancias como
o alcool, visto que o publico alvo destas bebidas sao os jovens,
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gue se utilizam muitas vezes da combinagdo alcool/bebida
estimulante.

10.
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1

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da adigdo de lecitina sobre a concentragdo e consequente
disponibilidade de retinol do leite humano processado. Para tanto, coletaram-se 400mL de leite materno
do banco de leite humano da Maternidade Escola Januario Cicco, Brasil. Foram retiradas 10 aliquotas
de 1 mL (leite sem lecitina), e em seguida foram adicionados 2g de lecitina. Posteriormente, mais 10
aliquotas foram removidas (leite com lecitina). O leite, ap6s saponificacdo, foi extraido com hexano e a
determinacéo do retinol foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para anélise
estatistica utilizou-se o teste t de Student. As concentragdes médias de retinol nas amostras de leite sem
e com lecitina foram respectivamente de 28,0+5,1ug/100mL e 35,3+5,0ug/100mL, sendo estatisticamente
diferentes (p<0,001). Os resultados sugerem que a adi¢do de lecitina ao leite proporciona uma maior
oferta de vitamina A. Assim, esta informagdo é vélida para os bancos de leite, pois garantiria o fornecimento
de um leite com maior valor nutricional, e para estudos que utilizam o leite como indicador do estado
nutricional de lipidios ou vitaminas lipossollveis.

Palavras-Chave. lecitina, vitamina A, leite materno

ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the effect of lecithin addition on retinol concentration,
and its consequent availability in processed human milk. For this purpose, 400mL of human milk were
collected at the Januario Cicco Maternity Hospital. Ten samples of 1 mL of human milk (milk without
lecithin) were separated, and 2g of lecithin were added into each aliquot. After saponification, the milk
was extracted with hexane, and retinol amount was determined by means of High Performance Liquid
Chromatography. Statistical analysis was conducted using Student’s t-Test. The average concentrations
of retinol in milk samples without and with lecithin were 28.0+5.1ug/100mL and 35.3+5.0ug/100mL,
respectively, being the difference statistically significant (p<0.001). The observed findings suggest that
the addition of lecithin into milk results in high vitamin A provision. Therefore, reporting these data is
of great value as for the Milk Banks, as it would guarantee the provision of human milk with high
nutritional value, and for other studies that make use of milk as an indicator for monitoring nutritional
state of lipids or liposoluble vitamins.

Key Words. lecithin, vitamin A, human milk
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INTRODUCAO

O leite humano é a Unica fonte de vitamina A para o
lactente totalmente alimentado ao seio e a capacidade da crianca
adquirir seu requerimento depende da concentracéo e do volume
consumido®. Além disso, é fornecedor de energia e nutrientes
em quantidades apropriadas para uma boa nutricdo nos
primeiros seis meses de vidaZ.

Algumas criancas que por algum motivo ndo puderam
ser amamentadas pelas suas mées, como as de nascimento
prematuro, de baixo peso e com doencas infecciosas, utilizam
o leite proveniente do Banco de Leite Humano (BLH) para
garantir o aporte de nutrientes.

Entretanto, durante o procedimento de coleta e posterior
processamento (congelamento, pasteurizacdo e re-
congelamento) podem ocorrer perdas que comprometem o valor
nutricional do leite, ja que alguns nutrientes séo passiveis de
sofrer modificacOes na presenca de calor, oxigénio e luz. Como
exemplo, o retinol que é uma vitamina fotossensivel®.

Ribeiro et al.“sugerem a utilizacdo de frascos opacos
para coleta de leite materno como medida para minimizar as
perdas do retinol durante o processamento do leite obtido em
BLH. Porém, essa medida ndo previne a redugédo no contetdo
de retinol, ja que este esta presente nos globulos de gordura,
que por sua vez aderem-se aos recipientes de coleta e
armazenamento do leite materno, podendo levar a diminuicao
da disponibilidade da vitamina A em solugdo®.

Para tornar os glébulos de gordura estaveis em
suspensao, seria necessaria a adicdo de um agente emulsificante.
Um dos agentes bastante utilizado na indUstria de alimentos é
a lecitina (fosfatidilcolina), que tem por objetivos favorecer e
assegurar as caracteristicas fisicas das emulsfes e das
suspensdes, sendo bastante utilizada em férmulas infantis®.
Além disso, ela é fonte de colina, um nutriente importante no
desenvolvimento cerebral e mental do feto e da crianga’®.

Né&o existe até o momento um estudo que avalie 0s
beneficios da adicdo de um agente emulsificador ao leite
materno sobre a concentracdo de nutrientes lipossoliveis e
consequentemente sobre sua disponibilidade. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da adicao de lecitina sobre o nivel
de retinol do leite processado em BLH.

MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido entre os meses de
dezembro/2005 e janeiro/2006. O leite materno foi obtido do
Banco de Leite Humano (BLH) da Maternidade Escola Januario
Cicco (MEJC), Natal/RN, Brasil.

Um pool (400mL) de leite materno foi agitado, em
agitador magnético, e foram retiradas dez aliquotas de 1mL de
leite (amostras sem lecitina). Posteriormente, foi acrescido ao
pool de leite 2g de lecitinaem p6 do tipo Centrolex ™F, segundo
recomendagfes do fabricante The Solae Company (0,5g/

100mL). A lecitina foi submetida a analise para presencga de
retinol, sendo comprovada a auséncia de qualquer traco desta
vitamina. O leite foi mantido sob agitacdo para obter-se a
dissolugdo da lecitina. Foram coletadas mais 10 amostras, cada
qual contendo 1 mL de leite (amostras com lecitina).

Todas as aliquotas foram extraidas segundo Giuliano
et al., como descrito a seguir: em 1000uL de leite foram
adicionados 2000uL de etanol absoluto e 1000uL de hidréxido
de potéssio (50%). A mistura foi submetida a agitagdo e levada
ao Banho-Maria, na temperatura de 45°C durante duas horas.
Em seguida, foram adicionados 2000uL de hexano e apés
agitacéo, o tubo foi centrifugado por dez minutos a 4.000 rpm.
A camada hexéanica foi removida e a operacao repetida mais
duas vezes, sendo as fases hexanicas reunidas em outro
recipiente. O extrato hexanico foi evaporado sob atmosfera de
nitrogénio, em banho-maria a 37°C e posteriormente
ressuspendido em 1,0 ml de metanol (Merck) em grau de
pureza para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
A concentragdo de retinol das amostras foi determinada por
CLAE em cromatdgrafo LC-10 AD Shimadzu, acoplado a um
detector SPD-10 A Shimadzu UV-VIS e integrador
Chromatopac C-R6A Shimadzu, com uma coluna LC Shim-
pack CLC-ODS (M) de 4,6 mm x 25 cm. Foram injetados
20uL da amostra e o cromatograma evoluiu nas seguintes
condigdes: fase mével metanol 100% e fluxo 1,0 mL/min.

A identificacdo e a quantificacao do retinol nas amostras
foram estabelecidas por comparac¢do com os tempos de retencdo
e as areas dos respectivos padrdes de all-trans retinol — SIGMA
(Figura 1). As concentragBes dos padrfes foram confirmadas
pelo coeficiente de extingéo especifico (E™ = 1.850) em
etanol absoluto (Vetec) e comprimento de onda de 325nm?.
Os valores de retinol foram expressos pela média e desvio
padrdo dos resultados obtidos.

A exatiddo do método foi avaliada através do teste de
recuperacdo da extracdo, obtendo-se 95% de recuperacdo do
retinol acetato (padréo interno) adicionado as amostras. A
precisdo foi avaliada pelo teste de reprodutibilidade, em que
triplicatas de uma mesma amostra de leite foram aferidas para
retinol durante 3 dias seguidos. Os valores encontrados
apresentaram variacdo inferior a 1 desvio padréo. Os limites
de detec¢do e quantificacdo foram baseados na linearidade da
curva do padrdo, obtendo-se valores de 0,05 ug/mL e 0,1 ng/
mL, respectivamente.

Figura 1. Cromatograma do padrdo de all-trans retinol, 24ng/20uL e tempo de
retencdo 4,3 minutos.
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Para testar as diferencas entre as médias dos dados
numéricos paramétricos, foi utilizado o teste t de Student em
amostras pareadas. As diferencas foram consideradas
significativas quando p < 0,05.

RESULTADOS

Os valores de retinol das amostras com e sem lecitina
encontram-se na Tabela 1. Os resultados obtidos mostraram que a
diferenga entre as médias foi estatisticamente significativa (p <
0,001).

DISCUSSAO

Assim como encontrado por Ribeiro et al.#, neste estudo
verificou-se uma baixa concentracéo de retinol, provavelmente
a predominancia de leite maduro na amostra analisada, leite
com menor concentracéo de vitamina A quando comparado ao
colostro, secregdo da primeira semana pos-parto'.

Apds o descongelamento do leite, existe uma tendéncia
da gordura aglomerar-se e até mesmo se fixar a parede do frasco
ocasionando perda no valor nutricional, durante o reenvase do
leite ou separagdo de aliquotas®.

O leite acrescido de lecitina apresentou uma
concentracdo de retinol 28% maior quando comparado a
amostra sem lecitina, demonstrando que a utilizacdo do
surfactante contribuiu para a manutencao dos glébulos de
gordura em uma emulsdo estavel. A auséncia de um fator
emulsificante em amostras de leite que foram armazenadas
sob refrigeracdo ou congelamento pode resultar em grande
variabilidade, afetando analises bioquimicas que tenham como
objetivo quantificar lipideos ou vitaminas lipossolaveis.

A concentracdo de retinol encontrada no leite com
lecitina estd de acordo com os dados da literatura'**® e acima
do ponto de corte estabelecido para normalidade, 30ug/
100mL*. Analisando o leite sem lecitina, a média de retinol
encontrada parece estar abaixo da normalidade, o que poderia
caracterizar a populacdo estudada como de risco para o
desenvolvimento da hipovitaminose A, caso o retinol presente
no leite fosse considerado um indicativo do estado nutricional
de vitamina A.

Assim, a utilizagdo de um surfactante natural, como a
lecitina, auxiliaria na estabilidade da emuls&o, reduzindo as

Tabela 1. Distribui¢do das amostras segundo a concentragéo
de retinol no leite com lecitina e sem lecitina.

Leite humano Média e Desvio - padrao
Amostras com Lecitina *35,3 £ 5,0 ug/2100mL
Amostras sem Lecitina 28,0 + 5,1ug/100mL

* Médias significativamente diferentes p<0,001
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perdas decorrentes do processamento, permitindo a
uniformizagdo dos valores encontrados na determinacdo da
concentragdo de retinol no leite. Além do mais, a lecitina é
uma excelente fonte de colina* e ao ser adicionada ao leite
conferiria vantagens para o desenvolvimento do bebé.

A padronizag&o do uso de um emulsificante natural em
amostras de leite materno armazenadas em BLH, bem como
em metodologias que visam quantificar lipideos ou vitaminas
lipossoluveis, seria de extrema importancia, principalmente
quando se pretende utilizar o leite materno como indicador de
estado nutricional em vitamina A.

Portanto, existe influéncia da lecitina adicionada ao leite
materno, proporcionando um maior aproveitamento do retinol
em amostras de leite, como aquelas armazenadas em BLH.
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RESUMO

A participagdo em Programas de comparacao Interlaboratorial (Pl) é uma ferramenta utilizada pelos
laboratérios para garantir a confiabilidade de seus resultados analiticos. Em Pls a escolha do tratamento
estatistico aplicado aos resultados pode afetar a estimativa do valor verdadeiro (valor designado) e a
incerteza associada, o intervalo de aceitagdo e a avaliacdo de desempenho dos laboratdrios. Empregando
resultados dos laboratérios participantes do Programa de Ensaio de Proficiéncia para chumbo em sangue
(PEP-Pb-s), coordenado pelo Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, para diferentes niveis de concentragdo,
foram comparados sete critérios estatisticos. O valor designado foi calculado usando a mediana, ou a
média apds exclusdo dos dispersos, empregando os critérios de Hampel, Grubbs, Dixon e Z-score. O
intervalo de aceitacdo foi calculado pelo Z-score empregando o desvio padrdo ou utilizando as equacdes
de Horwitz ou de Horwitz modificada por Thompson. Foi também utilizado o critério atualmente
empregado no Programa, que considera X . . + 6, para concentracdes [Pb-s] <40 ug/100mL e X . .
+15% X o5 gnaso PRI concentracOes > 40 ug/100mL. Verificou-se que os valores designados obtidos pelos
critérios estatisticos empregados ndo apresentaram diferencas significantes em um nivel de significancia
de 5%. Porém, os intervalos de aceitacdo obtidos mostraram-se influenciados pelos critérios estatisticos
empregados.

Palavras-Chave. programa interlaboratorial, ensaio de proficiéncia, técnicas estatisticas para ensaio de
proficiéncia, chumbo em sangue.

ABSTRACT

The participation in Interlaboratory Comparison Programme (IP) is a tool used by laboratories to ensure
reliability of analytical results. In IPs the selection of a statistical treatment applied to the results can
affect the estimation of the “true” value (assigned value) and its uncertainty, the acceptance range and
the performance assessment of the participants laboratories. Using the results of the participant laboratories
in the Proficiency Test Programme for lead in blood, coordinated by Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo,
for different levels of concentration, seven statistical techniques were compared. The assigned value was
calculated using the median, or the average value after the elimination of the dispersed results, employing
Hampel, Grubbs, Dixon and Z-score’s criteria. The acceptance range was calculated according to Z-
score, making use of the standard deviation or using Horwitz’s equation or the Horwitz’s one modified
by Thompson. It was also used the current criterion applied to the Program, which considers X gesignated +
6, for concentrations [Pb-s] <40 ug/100mL and X, . .+ 15% X . ., for concentrations > 40 g/
100mL. It was verified that the assigned values obtained through the statistical techniques used did not
present significant differences when the confidence level was 5%. However, the acceptance ranges obtained
showed they were influenced by the statistical technique used.

Key Words. interlaboratorial programme, proficiency test, statistical criteria for proficiency test, lead
in blood.
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INTRODUCAO

A avaliagdo externa da qualidade é uma ferramenta
utilizada pelos laboratérios a fim de garantir a confiabilidade
de seus resultados analiticos e demonstrar competéncia técnica.
A técnica estatistica aplicada a um Pl para a determinacao do
valor designado (a melhor estimativa do valor verdadeiro de
uma concentracao) e sua incerteza associada, e do intervalo de
aceitacdo dos resultados pode afetar a avaliagdo do desempenho
dos laboratorios participantes. Um Programa Interlaboratorial
consiste de uma série de medicOes de uma ou mais propriedades,
em uma amostra de determinado material, realizada de forma
independente por um grupo de laboratérios, e pode visar
diferentes objetivos, como compatibilizacdo de resultados,
validagdo de métodos de analise, certificacdo de materiais de
referéncia e avaliacdo de desempenho de laboratorios?
(programas de ensaios de proficiéncia). A participacdo em Pls
é um dos requisitos da norma ISO/IEC 170252para acreditacao
ou habilitacdo de um determinado ensaio junto aos 6rgdos
reguladores nacionais e internacionais, na area de metrologia.

A escolha do tratamento estatistico para um PI depende,
em primeiro lugar, dos objetivos deste e de suas caracteristicas,
como o grau de dispersdo dos resultados apresentados (que é
funcdo da dificuldade analitica do ensaio), da faixa de
concentragdo do analito em estudo, entre outros fatores inerentes
arealizacdo do ensaio. Deve ainda considerar as consequéncias
de uma decisdo incorreta na avaliacdo dos laboratérios.

Para Pls, sdo descritas na literatura diferentes técnicas
para o calculo do valor designado e das incertezas a ele
associadas, inclusive critérios para exclusdo de resultados que,
dentro de uma margem definida de probabilidade, possam afetar
estes valores!3#5, Para a determinagdo do valor designado, o
valor de consenso dos laboratorios participantes (média - ap6s
exclusdo de valores dispersos —ou mediana dos resultados) é
um dos critérios mais utilizados.

Outro critério estatistico que pode ser empregado na
avaliagdo dos resultados de um P1 é a estatistica robusta, valida
inclusive para resultados de ensaios que ndo apresentam
comportamento segundo uma distribuigdo normal®. A vantagem
da utilizacdo da estatistica robusta é que resultados dispersos
n&o exercem grande influéncia na estimativa da posic¢éo central
e da dispersdo dos resultados ndo sendo, portanto, requerida
aplicacéo de testes para verificagdo e exclusdo de resultados
dispersos (“outliers™). O valor designado é dado pela mediana
(md) dos resultados. O valor de dispersdo é calculado pela
amplitude interquartilica normalizada’.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Salde, o
principal objetivo da avaliacdo externa da qualidade é
estabelecer a comparabilidade entre resultados de laboratorios,
particularmente em investigacGes epidemiologicas,
monitorizagdo ambiental e biol6gica, pesquisas e outras
atividades em Saude Publica®.

A concentragdo de chumbo sangiiineo é o indicador
biologico mais utilizado para avaliar a exposi¢do recente de
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um individuo a esse metal. Como o chumbo estéa presente no
sangue em baixas concentracfes, esta determinacgéo apresenta
dificuldades analiticas e, dada a sua complexidade, podem
ocorrer erros aleatérios mesmo quando o ensaio é realizado
por técnico treinado, com equipamento calibrado e com
metodologia validada.

Neste trabalho, serdo aplicados diferentes critérios
estatisticos para avaliar os resultados de um programa
interlaboratorial para chumbo em sangue, em trés niveis de
concentracdo, objetivando comparar os diversos tratamentos
estatisticos para obtencdo dos valores designados e dos
intervalos de aceitacéo, avaliar o impacto a satde de populagédo
exposta ao chumbo decorrente da adogao de diferentes critérios
de aceitacdo dos resultados e avaliar os métodos mais adequados
de tratamento estatistico para o PEP-Pb-s, na presenca de
resultados dispersos.

MATERIAL E METODO

Foram selecionadas trés amostras do Programa de
Ensaio de Proficiéncia para Chumbo em Sangue coordenado
pelo Instituto Adolfo Lutz, com participacdo de cerca de 30
laborat6rios, com concentragdes de chumbo sangtiineo variando
de cerca de 16 a 70 ug/100mL, abrangendo niveis geralmente
encontrados em individuos com exposicdo ambiental ou
ocupacional.

Num PI, a maior dificuldade no tratamento estatistico
dos resultados € a determinagdo do valor verdadeiro do item
de ensaio que, no caso de ensaios quantitativos, refere-se a
determinagdo da concentracéo verdadeira do analito na amostra
de ensaio. Em geral, ndo se tem o valor verdadeiro da amostra
de ensaio, calculando-se, entéo, o valor designado.

Neste caso os valores designados foram os valores de
consenso dos laboratérios participantes, obtidos por meio
da média ou da mediana dos resultados. No caso de calculos
do valor designado baseado na média, empregou-se
primeiramente algum teste de deteccdo para exclusdo de
“outliers”, de forma que esses ndo pudessem afetar
fortemente as estimativas da média (valor designado) e do
desvio padrdo. Ao utilizar a mediana como valor designhado,
ndo houve necessidade de aplicar testes de deteccdo de
valores dispersos, ja que é uma estatistica robusta. Para que
o0 desvio padrdo também fosse obtido de forma robusta, foi
calculado a partir da equagdo de Horwitz, ou da equacéo de
Horwitz modificada por Thompson®, ambas baseadas na
mediana dos resultados.

Foram comparados quatro testes de detec¢do de valores
dispersos: Dixon, Grubbs, Z-score e Hampel'®4, sendo este
altimo baseado em estatistica robusta. Apos a aplicacdo dos
testes de deteccdo de “outliers”, foi possivel obter as estimativas
para os valores designados por meio da média e desvios padrao
e, dessa forma, foram entfo estabelecidos os intervalos de
aceitacéo.
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Os critérios descritos para estabelecer o valor designado,
o0 desvio padréo e o intervalo de aceitacdo estdo combinados de
diferentes maneiras nas Tabelas 1 e 2, totalizando sete
tratamentos estatisticos (A, B, C, D, E, F e G), que foram
avaliados conforme os objetivos e as necessidades de um
Programa Interlaboratorial para Chumbo em sangue.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se pela Tabela 3 que, dentre todos os testes para
exclusdo de valores dispersos avaliados, o teste de Dixon € o
que detecta a menor quantidade de dispersos. Necessita de
valores tabelados, que dependem do tamanho da amostra e do
nivel de confianga adotado. Além disso, Dixon testa somente o
menor ou maior valor presente na amostra, havendo
necessidade, em alguns casos, da realizacdo de varios passos
para se detectar todos os “outliers”.

Ja o teste de Grubbs apresenta as mesmas dificuldades
com relagdo a valores tabelados e a nimero de passos até a
obtencdo de todos os valores de interesse. No entanto, detecta,
em geral, pelo menos 0 mesmo ndmero de valores dispersos
que o teste de Dixon e € menos trabalhoso em termos de célculos
matematicos®.

O Z-score utiliza 0 mesmo procedimento iterativo de
eliminagdo dos valores dispersos do teste de Grubbs, com a
vantagem de ndo depender de tabelas para sua realizacéo, ja
que usa o indice z e avalia os valores de aceitagdo dentro do

intervalo fixo de -2 a 2, com 95% de confianca. Por fixar um
intervalo, esse teste torna-se mais rigoroso, sendo, dentre todos
os testes aqui utilizados, aquele que mais detecta valores
dispersos, levando a uma estimativa menor do desvio padréo.

O teste de Hampel é o Unico, dentre os avaliados, baseado
em estatisticas robustas. Ndo depende de valores tabelados que
variam com o tamanho da amostra e é preciso aplica-lo somente
uma vez, o que o torna menos trabalhoso em relagéo aos demais.
Em comparagdo aos dois primeiros testes citados, detecta mais
observacdes discrepantes.

Ao considerarmos as técnicas cujos valores designados
foram obtidos a partir da mediana, nota-se que os desvios
padrdo, calculados por meio das equacBes de Horwitz e de
Horwitz modificada por Thompson, sdo semelhantes. A equacéo
de Horwitz modificada por Thompson leva em consideracéo a
faixa de concentracdo do analito, porém, para as concentraces
usualmente encontradas para o chumbo sanguineo, wg/100mL,
as duas equacdes sdo coincidentes. Os resultados obtidos para
o valor designado e o intervalo de aceitagdo das trés amostras
escolhidas utilizando os diferentes critérios estatisticos
encontram-se nos Tabelas 4 e 5.

Os valores designados obtidos pelos critérios estatisticos
que empregam a média (A, B, C, D e E) ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes para as amostras X1,
X2 e X3, cujos valores de p com 95% de confianca foram
respectivamente: 0,988, 0,922 e 0,801. Usando as técnicas F e
G, os valores designados obtidos pelo emprego das medianas
mostraram-se semelhantes aos anteriormente obtidos pela

Tabela 1. Critérios estatisticos utilizados para o célculo do valor designado e do intervalo de aceitagcdo baseados na média.

Critério Teste de
Estatistico Deteccéo Intervalo de aceitacéo
De outliers

A Hampel X tesionado £ 2Sa

B Z-score X sesi +2s
esignado B

C Grubbs X jesianado £ 25

b esignado C

D Dixon X sesi +2s
esignado D -

E Z-score sesianado £ 0 para concentragoes <40 ug/100mL e X . .+ 15% X para

gnado ! designado designado,
concentracdes > 40 ug/100mL
S, Sy S €S, 530 0s desvios padrdo obtidos a partir de cada um dos critérios estatisticos apresentados e calculados com os

A' B’

resultados validos apds a aplicagdo dos testes de detec¢do de valores dispersos.

Tabela 2. Critérios estatisticos para a determina¢do do valor designado e do intervalo de aceitacdo baseados na mediana.

Critério estatistico

Célculo do desvio padrao

Intervalo de aceitacéo

20-0519C)  mediana
= 5. = ! +2s
100 designado F
_ 0,8495
G Sg = 0,02C y Xdesignado t 2SG

1,2.107 <C <0138

C = razdo de concentracdo expressa em g/g
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média.

Os resultados obtidos sdo concordantes com
LINSINGER et al* que compararam diferentes critérios
utilizados na eliminagdo dos dispersos e verificaram que a
média, ao contrario do desvio padrdo, ndo é muito afetada pelo
critério utilizado. Isso significa que o valor designado néo é
muito influenciado pelo critério de exclusdo selecionado, 0
mesmo nao ocorrendo com os célculos do intervalo de confianca
e do critério de desempenho que, em geral, envolvem o valor
do desvio padrdo. Por esse motivo, o critério utilizado para
eliminacdo de valores dispersos de aceitacdo deve estar claro
no relatério do programa enviado aos participantes. Os
intervalos indicados na tabela 5 sdo representados nas Figuras
1, 2 e 3. A tabela 6 compara a influéncia dos critérios sobre a

Tabela 3. Percentagem de valores dispersos detectados por
teste e amostra (X1, X2 ou X3).

Teste de detecgéo Percentagem de

de “outliers” “outliers” detectados
X1 (n=27) X2 (n=29) X3 (n=27)
Hampel 7 10 15
Z-score 7 24 15
Grubbs 7 0 0
Dixon 4 0 0

Tabela 4. Valor designado para cada amostra, em pg/
100mL, de acordo com a critério estatistico.

Critério Valor designado
estatistico para cada amostra
X1 X2 X3
A 16,08 41,31 65,54
B 16,08 42,11 65,54
C 16,08 42,25 67,44
D 16,42 42,25 67,44
E 16,08 42,11 65,54
FeG 16,38 42,00 67,15

percentagem de laboratérios com resultados considerados
satisfatorios. Entre os aspectos a serem considerados na escolha
de critérios estatisticos para o calculo do intervalo de aceitacéo
estdo as suas possiveis consequéncias. No caso de analise de
chumbo sangtiineo, se o laboratério, por erro na realizagao da
analise, expressar um resultado menor que o real, um ou mais
individuos podem deixar de ser afastados da fonte de exposicao,
sofrendo agravos a sua salde, uma vez que o chumbo é um
metal altamente toxico e cumulativo. Se ocorrer o inverso, no
caso de exposicdo ocupacional, poderdo ocorrer perdas
econdmicas para a empresa ou para a Previdéncia Social, o
que mostra a importancia da exatidao de um resultado analitico.
Neste caso, 0 critério estatistico empregado para avaliar o
desempenho deve ser mais restritivo e considerar como

25,00

20,00 -

15,00

Conc. Pb (ug/100mL)

10,00 -

5,00

A B Cc D E F G

critério estatistico

Figura 1.Intervalos de aceitacdo para a amostra X1.

70,00

60,00 1

50,00

SIS

30,00 4

Conc. Pb (ug/100mL)

20,00

critério estatistico

Tabela 5. Intervalo de aceitagdo para cada amostra, em pg/
100mL, de acordo com critério estatistico.

Figura 2.Intervalos de aceitacdo para a amostra X2.

Critério Intervalo de aceitacao
estatistico para cada amostra
X1 X2 X3
A 10,83-21,33  29,72-52,90 54,18-76,89
B 10,83-21,33  34,68-49,54 54,18-76,89
C 10,83-21,33  23,80-60,70 47,71-87,18
D 10,22-22,62  23,80-60,70 47,71-87,18
E 10,08-22,08  35,79-48,43 55,71-75,37
FeG 9,50-23,26 26,69-57,31 44,33-89,97
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40,00
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Figura 3. Intervalos de aceitacdo para a amostra X3.
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Tabela 6. Percentagem de laboratérios com desempenho
satisfatério por amostra, dependendo do critério estatistico
utilizado.

Critério Percentagem de laboratorios

estatistico com desempenho satisfatorio
X1 (n=27) X2 (n=29) X3 (n=27)

A 85 83 85

B 85 76 85

C 85 90 93

D 93 90 93

E 93 69 70

FeG 93 90 96

intervalo de aceitacdo uma faixa mais estreita de valores de
concentragao.

Analisando os resultados, verifica-se que para a amostra
de baixa concentracao (X1), os diferentes critérios empregados
resultam em intervalos de aceitagdo semelhantes, 0 mesmo nao
ocorrendo para as demais concentracoes.

Nas Figuras 2 e 3, tornam-se mais visiveis as diferencas
obtidas no Intervalo de aceitagdo pelo emprego dos diferentes
critérios. Verifica-se que os critérios C e D ndo se mostraram
adequadas para o caso da determinagdo de chumbo sangiiineo,
uma vez que, para a amostra X2, consideraram aceitaveis
resultados de laboratdrios com concentragdes de Pb que variam
desde o nivel de nfo exposicdo para adultos até o indice
Bioldgico Méaximo Permitido, de 60 ug/100 mL!. Para a
amostra X3 o comportamento foi semelhante. Os critérios F e
G apresentaram-se como equivalentes entre si para o calculo
dos intervalos de aceitacdo, os quais também se mostraram
pouco restritivos, sendo que nas amostras de concentragdo alta
os intervalos foram ainda superiores aos definidos pelas
técnicas C e D. Para as amostras de concentragcdes média e
alta, as técnicas A, B e E mostraram-se progressivamente mais
restritivas.

No caso do critério estatistica E, que é a empregada
atualmente no Programa, o intervalo de aceitagdo independe
da disperséo dos resultados do grupo, uma vez que nao inclui
esse parametro no seu célculo. Este intervalo de aceitacdo
também ¢é o utilizado pelo PICC da Espanha e baseado no
programa da United Kingdom External Quality Assessment
Scheme for Lead in Blood (UKEQAS)!. O critério também
leva em conta a dificuldade analitica, pois a medida que a
concentracdo do chumbo sanguineo diminui, o intervalo torna-
se mais aberto. Assim, por exemplo, o valor 6 ug/100 mL,
que é a semi-amplitude do intervalo de aceitacéo, representa
15% da concentragdo quando o valor designado é 40 ug/100

mL; j& para um teor de 20 pug/100 mL, esse mesmo valor
representa 30% da concentracao.
CONCLUSOES

A utilizacdo de diferentes critérios estatisticos
empregados para o tratamento de resultados de um programa
interlaboratorial mostrou que o valor designado néo foi
significativamente influenciado pelo critério utilizado. No
entanto, o intervalo de aceitacdo, que depende da estimativa
do desvio padrdo na maioria dos casos aqui analisados, variou
dependendo do critério estatistico adotado.

Nem todos os critérios estatisticos comumente
empregados para o tratamento de dados de um PI sdo adequados
para o caso do Programa de Ensaio de Proficiéncia para chumbo
em sangue, uma vez que o intervalo de aceitacdo deve ser mais
restritivo e levar em consideracdo os agravos a salde de
individuos ou populagdes expostas que podem resultar de decisdes
incorretas.

O critério estatistico E, atualmente empregado no
Programa, mostrou-se adequado aos trés niveis de concentracéo
e tem a particularidade de levar em consideracéo a dificuldade
analitica do ensaio. Esse critério pode inclusive ser utilizado
em programas interlaboratoriais cujos laboratérios participantes
ndo estejam ainda completamente harmonizados.
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RESUMO

Neste trabalho foi determinado o perfil de acidos graxos da pele e do musculo de duas espécies marinhas
de pescados, Balistes capriscus e Menticirrhus littoralis, usadas pela populacdo da regido de Rio Grande
no Rio Grande do Sul. Estes pescados foram selecionados pelos efeitos benéficos dos chas de suas peles
para tratamento da asma bronquica. Os pescados foram coletados no mercado publico e empresas de
pescado da cidade e a pele e 0 mUsculo destes foram separados para o estudo. As fracdes lipidicas foram
extraidas pelo método de Bligh e Dyer, esterificadas, identificadas e quantificadas por cromatografia
gasosa. Os resultados revelaram que os acidos graxos predominantes nas duas porgoes (musculo e pele)
das espécies foram o acido dihomo-y-linolénico (20:3n-6;DHA) e 0 &cido eicosapentaendico (20:5n-3;
EPA), estes representam juntos 21,3% e 39% nas duas por¢des do Balistes capriscus e 12,8% e 24,2%
no Menticirrhus littoralis. Os acidos graxos poliinsaturados representam de 54,6 a 67,6% dos lipidios
totais em quase todas as porgdes, exceto na pele do Menticirrhus littoralis em que predominaram 0s
acidos graxos monoinsaturados. A relacdo dos acidos graxos EPA e DHA apresentou valores sempre
superiores a 2 no musculo e na pele dos pescados estudados.

Palavras-Chave. Balistes capriscus, Menticirrhus littoralis, acidos graxos poliinsaturados, musculo,
pele, 6leo de pescado.

ABSTRACT

The fatty acids profile was determined in skin and muscle from two species of marine fishes, Balistes
capriscus e Menticirrhus littoralis, consumed by population in Rio Grande, Rio Grande do Sul State.
These fishes were chosen due to the benefic effects of their skin, used as infused tea for asthma treatment.
Fishes samples were collected in public market and fish industries located in Rio Grande city and the
fish skin was separated from the muscle. —The lipid fractions were extracted following Bligh and Dyer
methodology, and then esterified, identified , and quantified by means of gas chromatography technique.
The main fatty acids found in both muscle and skin portions of these fish species were dihomo linoleic
acid (20:3n-6;DHA) and eicosapenthenoic acid (20:5n-3; EPA), being 21.3% and 39% in both portions
of Balistes capriscus, and 12.8% and 24.2% in Menticirrhus littoralis. Poliunsatured fatty acid was
equivalent to the quantity from 54,6% to 67.6% of the total lipids, except Menticirrhus littoralis skin,
wherein the main fatty acids were monoinsatured. The ratio of EPA to DHA values were always higher
than 2, in both muscle and skin portions of the studied fishes.

Key Words. Balistes capriscus , Menticirrhus littoralis, fatty acids, muscle, skin.
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INTRODUCAO

Na regido de Rio Grande, no Rio Grande do Sul, como
em outras regides do pais, a populacdo atribui a pele dos
pescados Balistes capriscus e Menticirrhus littoralis efeitos
farmacologicos benéficos capazes de reverter o quadro de asma
bronquica. Tal caracteristica foi demonstrada
experimentalmente por Cavalli et al.?

Segundo dados fornecidos pelo Centro de Pesquisa e
Gestdo dos Recursos Pesqueiros (CEPERG/RS)?, o Balistes
capriscus é mais freqtiente nas estacfes de verdo e outono e
a pesca industrial costuma variar de um ano para outro
chegando a serem capturadas em média 17 toneladas anuais.
Quanto ao Menticirrhus littoralis a pesca industrial fica
numa média de 8,3 toneladas anuais, sendo sua maior
ocorréncia nas estagbes de outono e inverno. No entanto,
estas espécies sdo pouco valorizadas industrialmente,
resultando em emprego na fabricacdo de subprodutos como
farinha e silagem.

Os lipidios devido as suas propriedades fisicas, quimicas
e fisioldgicas tém se revelado, especialmente nos Gltimos anos,
compostos cada vez mais importantes na nutricdo humana e
anima nos ultimos anos®. Além de serem uma fonte de energia
para 0 organismo, também funcionam como veiculo de
vitaminas lipossoliveis, com fungbes reguladoras ou de
coenzimas, bem como de precursores na sintese de
prostaglandinas e horménios esteréides que desempenham
papéis importantes no controle da homeostase do organismo.
3-11

Varios estudos tém demonstrando que os lipidios
provenientes de pescado sdo uma fonte rica em acidos graxos
poliinsaturados (AGPI) especialmente aqueles da familia omega-
3, sendo encontrados em concentragdes mais expressivas em
peixes e animais marinhos, principalmente os de regiGes frias.
114 Neste caso, sdo importantes especialmente por exercerem
funcoes bioldgicas especificas tais como a capacidade de reduzir
o teor de lipidios séricos e a sua conversdo em compostos
eicosandides, que apresentam acdo sobre a fisiologia do sistema
vascular, 346791011 Pesquisas indicam que 0 aumento da ingestdo
de AGPI, principalmente 4cido eicosapentaendico (EPA), reduz
o risco de doengas cardiacas, de fatores bioquimicos associados
a artrite, psoriase e cancer. *%° Kelley® destaca que os AGPI
EPA (22:5n-3) e dihomo-y-linolénico (20:3n-6) séo precursores
de potentes eicosandides antinflamatorios tais como, as
prostaglandinas (PGE2) e leucotrieno (LTB4), atuando no
sistema imunoldgico das células.

Em funcéo da importancia dos lipidios, principalmente
dos acidos graxos poliinsaturados, na prevencao de doencas
cronicas e na crenga popular, de que os chas da pele dos
pescados revertem a asma brénquica, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o perfil de &cidos graxos na pele e mudsculo dos
pescados Balistes capriscus e Menticirrhus littoralis, uma vez
que estudos sobre suas composicdes e seus efeitos sdo pouco
frequentes no Brasil, especialmente na regido sul.

MATERIAL E METODOS

Preparo das amostras

As amostras da espécie Balistes capriscus (peixe-porco)
foram coletadas em uma indUstria pesqueira nos meses de julho
e agosto de 2003 e as de Menticirrhus litoralis (papa-terra) no
entreposto pesqueiro da cidade no mesmo periodo. Os
espécimes amostrados foram individuos adultos, sem distin¢éo
de sexo.

Os pescados do tipo papa-terra foram escamados,
filetados e a pele separada do musculo. As peles foram
homogeneizadas utilizando um moedor manual de rosca sem
fim. As amostras de peixe-porco tiveram a pele separada do
musculo, porém devido a maneira como as escamas se aderem
a pele ndo foi possivel realizar uma perfeita escamacéo. Para
homogeneiza-las foi empregado um moedor elétrico para
romper a resisténcia ao corte. As por¢bes homogeneizadas
foram armazenadas sob congelamento (-18°C) até 0 momento
das determinac@es analiticas.

Os musculos dos dois tipos de pescado (100 g) foram
homogeneizados individualmente, sendo numa primeira etapa
com o auxilio de um moedor de carnes manual e, em seguida,
utilizando homogenizador Blender por aproximadamente 5
minutos até a obter uma massa homogénea. Estes também
foram armazenados sob congelamento até a realizacdo das
determinagdes de &cidos graxos.

Determinagéo de acidos graxos

Os filés e as peles homogeneizados foram submetidos a
extracdo de lipidios utilizando o método de Bligh e Dyer?. Os
solventes dos extratos lipidicos foram evaporados em banho-
maria a 50°C sob nitrogénio.

Para a esterificacdo, 100 mg de material lipidico extraido
do filé e da pele de Balistes capriscus e 200 mg de cada porcao
do Menticirrhus littoralis foram transferidos separadamente
para baldes de fundo chato de 250 mL e submetidos ao processo
de saponificacdo e metilacdo de acordo com método descrito
por Metcalfe e Schimitz!® que consiste em submeter o extrato
lipidico a refluxo para saponificacdo e esterificagdo com
trifluoreto de boro seguido de separacdo das fases aquosa e
organica para recuperacdo dos derivados metilados de acidos
graxos.

Os ésteres metilicos dos acidos graxos foram separados
em cromatografo gasoso modelo Varian-3400 CX equipado
com detector de ionizacdo de chama. Os componentes da
mistura foram separados em coluna megabore modelo DB-
FFAP (fase estacionaria: acido nitrotereftalico modificado por
polietilenoglicol) com 30 m de comprimento, 0,5 mm de
diametro e filme de 1 mm de espessura. O gas de arraste foi 0
nitrogénio a ImL. min?. As temperaturas do injetor e do
detector foram de 250 e 300°C, respectivamente. A temperatura
inicial da coluna foi de 90°C, permanecendo nesta temperatura
por 2 minutos. A seguir foram utilizadas 4 programagdes de
temperatura: aumento a 5°C min* até 150°C, permanecendo
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por 1 minuto; aumento a 2°C min até 200°C, permanecendo
por 2 minutos, aumento a 2°C min até 210°C, aumento 5°C
até 240°C, permanecendo nesta temperatura durante 20
minutos, totalizando 59 minutos. As quantidades de padréo e
amostras injetadas foram de 1ulL. Foi utilizada uma mistura
contendo 24 padrfes da marca Sigma Supelco para a
identificagdo dos ésteres de acidos graxos, cujos componentes
estdo especificados na Tabela 3.

A identificacdo dos ésteres metilicos foi realizada pela
comparacdo dos tempos de retencdo dos padrfes com o das
amostras; e através da extrapolacdo graficos do log Tr (tempo
de retencdo dos padrfes) nimero de atomos de carbono como
variavel independente, descrito por Maia'’.

A quantificagdo dos picos cromatograficos foi efetuada
utilizando o software Varian Star 4.51 acoplado ao
cromatografo, e os resultados expressos em porcentagens de
ésteres metilicos saturados, monoisaturados e poliinsaturados
presentes no extrato lipidico determinados por normalizagéo
das éareas, fornecidas pelo software. As determinagdes foram
realizadas em triplicatas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de lipidios totais presentes nas diferentes
porc¢des de pescado estdo apresentados na Tabela 1, referem-
se a média de seis ensaios.

Os niveis de lipidios totais encontrados nas espécies
estudadas, permitiram classificar, segundo Contreras®, as duas
porcOes na categoria A, isto €, baixo teor de gordura (abaixo
de 5%) com excec¢do da pele do Menticirrhus littoralis (7%).
Amostras destes pescados coletadas em outras épocas do ano
apresentaram valores semelhantes.

Na Tabela 2 estdo apresentadas os resultados médios
de trés ensaios avaliando as composi¢des de acidos graxos do
musculo e da pele dos pescados Balistes capriscus e
Menticirrhus littoralis. O padrdo Supelco utilizado para a
determinacao de acidos graxos continha, segundo o fabricante,
24 esteres metilicos, sendo separados satisfatoriamente 23
nas condigdes cromatogréficas utilizadas. Possivelmente ndo
foram separados os acidos ertcico (22:1n-9) do acido cetoléico
(22:1n-11) que € o mais comum em 6leo de pescado*!’. Foi

Tabela 1. Teores de lipidios totais no musculo e pele dos
pescados Balistes capriscus e Menticirrhus littoralis.

Espécie (por¢éo) g. 100 g* CV (%)
Balistes capriscus (musculo) 0,8 10
Balistes capriscus (pele) 0,5 12
Menticirrhus littoralis (mUsculo) 0,8 11
Menticirrhus littoralis ( pele) 7 5

CV : coeficiente de variacdo
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observado que o acido beénico (22:0) é o acido graxo saturado
(AGS) mais abundante, tanto no musculo quanto na pele das
duas espécies de pescado, respectivamente 15, 12, 14 e 20,4%.
Em segundo encontra-se o acido margarico (C17:0), embora
sua presenca pareca equivocada por tratar-se de acido graxo
de nimero impar de carbonos, também Gongalvez e Souza-
Soares” mencionaram a presencga deste acido graxo em
diferentes 6leos de pescado. Moreira et al.? estudaram o efeito
do ambiente na composicao de acidos graxos na cabega de
algumas espécies de pescados e os teores encontrados nao
sdo similares a estes

O acido palmitoléico (16:1) é o principal acido graxo
monoinsaturado (AGMI) presente no musculo e na pele das
espécies estudadas, seguido pelo acido oléico (18:1). Quanto
aos acidos graxos poliinsaturados (AGPI) o predominante nas
duas porgdes foi o acido dihomo-y-linolénico (20:3n-6) e em
segundo o acido eicosapentendico (20:5n-3; EPA), eles
representam juntos 21,3% e 39% nas duas porcdes do Balistes
capriscus e 12,8% e 24,2% no Menticirrhus littoralis.

A partir da Tabela 2 pode ser verificado que a relagédo
EPA/DHA no musculo e pele das duas espécies apresenta
valores superiores a 1 mostrando que a quantidade de EPA foi
maior que o DHA. Segundo Contreras®?, isto reflete a
composicao do plancton, que em determinados periodos é mais
rico em EPA do que DHA, gerando um actimulo de gordura
visceral e subcuténea.

Na Figura 1 esta um cromatograma que ilustra a
separacdo dos ésteres metilicos, nas condi¢des cromatograficas
empregadas. Estdo grifados na figura os ésteres presentes em
maiores proporc¢des na pele do Menticirrhus littoralis,
conforme salientado no texto.

A Tabela 3 apresenta o resultado das relagfes EPA/
DHA para a mesma espécie e parte do corpo, além das relag6es
EPA (pele/musculo) e DHA (pele/mUsculo) para uma mesma
espécie.

Os valores da relagdo EPA (pele/musculo) e DHA (pele/
musculo) foram proximos aos da relagéo olho/filé encontrados
por Visentainer et al.’* para outros pescados marinhos. A
relacdo EPA/DHA no musculo e pele dos pescados estudados
foi sempre superior a 2, indicando tratar-se de uma fonte
balanceada destes acidos graxos.

A pele do Menticirrhus littoralis apresentou valor da
relacdo EPA/DHA de 2,8, podendo ser uma fonte barata para
obtencéo destes acidos graxos, salientando que ocasionalmente
quando processados ou utilizados na alimentagéo a pele é
retirada para a producéo de filés. O Balistes capriscus apesar
de ser um pescado bastante magro apresentou relacdo de EPA/
DHA superior no musculo .

No pescado Balistes capriscus os niveis de acidos
graxos insaturados foram 3,5 vezes superiores as quantidades
de acidos graxos saturados tanto na pele quanto no musculo.
Podendo esta relacao estar associada com seus efeitos benéficos
para o tratamento da asma bronquica, uma vez que estes acidos
graxos poliinsaturados participam da composicdo de
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Tabela 2. Composicéo de acidos graxos expressos como porcentagem do lipidio dos musculos e pele dos pescados Balistes
capriscus e Menticirrhus littoralis.

Balistes capriscus

Menticirrhus littoralis

Acido graxo Musculo Pele Musculo Pele
Ac. Miristico (14:0) 1,7 Nd Nd Nd
Ac. Miristoleico (14:1 5) Nd Nd 2 Nd
Ac. Palmitoléico (16:1 w7) 5,6 1 22,2 57
Ac. Margarico (17:0) 0,8 Nd 12,1 3,8
Ac. Metilpalmitoléico (c17:1) 1,7 Nd Nd Nd
Ac. Esteérico (18:0) 1,2 Nd Nd Nd
Ac. Oléico (18:1n-9) cis 4,3 0,6 15,3 34
Ac. Linoléico (18:2n-6) trans Nd Nd Nd 1,3
Ac. Linolénico (18:3n-3) Nd Nd Nd 6,3
Ac. Araquidico (20:0) Nd Nd 1,1 Nd
Ac. Gadoléico (20:1n-9) 1,8 4,2 1,6 3
Ac. Eicosadiendico (20:2n-6) 0,9 Nd 1 Nd
Ac. Dihomo-y-linolénico(20:3n-6) 15 35,5 9 20,2
Ac. Araquiddnico (20:4 n-3) Nd 0,6 Nd 0,5
Ac. Eicosapentaendico (20:5n-3) 6,3 3,5 3,8 4
Ac. Behénico (22:0) 15 12 14 20,1
Ac. Docosaenoico (22:1) 2 11,4 1,6 1,7
Ac. Docosadiendico (22:2) 4,6 2,6 12 21
Ac. Clupanodénico (22:5n-3) 16 24 Nd Nd
Ac. Docosapentaendico (22:5n-6) 17,7 Nd Nd Nd
Ac. Docosahexaenoico (22:6n-3) 1,4 1,4 1,7 1,4
Ac. Lignocérico (24:0) 2,7 2 Nd 3.8
Ac. Nervonico (24:1n-9) Nd Nd Nd 0,4
> o3 23,7 29,5 55 12,2
> b 33,6 35,5 10 215
Razdo w6/m3 1,4 1,2 1,8 1,8
Nd: N&o detectado
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Figura 1. Cromatograma dos ésteres metilicos presentes na pele de Menticirrhus littoralis.

4: 4cido palmitoléico; 5: &cido margérico; 9: &cido oléico; 12: eicosapentaendico; 14: acido dihomo-y linolénico; 15: acido beénico; 16: 4cido docosadiendico;
18: &cido lignocérico; 20: docosahexaendico.
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Tabela 3. Relagdes entre EPA/DHA no musculo e pele de Balistes capriscus e Menticirrhus littoralis.

Espécie Porcédo EPA/DHA EPA pele/musculo DHA pele/musculo
Balistes capriscus Mdsculo 4,5 0,55 1

Pele 2,5
Menticirrhus littoralis Mdsculo 2,2 1,05 0,8

Pele 2,8

fosfolipidios constituintes das membranas celulares.* No
pescado Menticirrhus littoralis esta superioridade ficou em
torno de 2,4 vezes no musculo e na pele.

Em relacéo ao total de acidos graxos poliinsaturados
(AGPI) e 4cidos graxos saturados (AGS), as espécies estudadas
apresentaram valores diferentes dos mencionados por Mendez
et al.®® em filés de outras espécies marinhas da América Latina
(valores de AGPI numa faixa de 16% a 38% e AGS entre 30
% e 37,5%). Maia et al.'*encontraram para filés de pescados
de agua doce valores de AGPI e AGS em torno de 21 e 42%,
respectivamente. Tais relagdes indicam que apesar destas
espécies serem do tipo magro os balangos em acidos graxos
sdo altos sugerindo a possibilidade de emprega-las para
satisfazer as necessidades recomendadas para a prevencgdo de
doencas cronico-degenerativas. ®1°

A Figura 2 ilustra a composicao percentual de acidos
graxos satutados (AGS), acidos graxos monoinsaturados
(AGMI) e acidos graxos poliinsaturados (AGPI) nas porcoes
musculo e pele dos pescados estudados.

No que se refere a questdo nutricional, Enser et al.X®,
baseados em informacg6es do Departamento de Salde da
Inglaterra, recomendam para alimentos integrais a razéo
AGPI/AGS no minimo 0,45 com uma relagdo w6/mw3 de no
maximo 4. As razbes AGPI/AGS no musculo do Balistes
capriscus e Menticirrhus littoralis foram de 2,9 e 0,9
respectivamente. Na pele as razdes de AGPI/AGS foram de
4,8 e 1,9 para as duas espécies. Nos musculos as razdes

M saturados

Acidos graxos (%)

O monoinsaturados

poliinsaturados

m.B.c. p.B.c. m.M.I. p.M.l

Figura 2. Composicdo de Acidos Graxos saturados, monoinsaturados e
poliinsaturados (%) no musculo e pele dos pescados Balistes capriscus e
Menticirrhus littoralis.

m.B.c.: mUsculo Balistes capriscus; p.B.c.: pele Balistes capiscus; m.M.l.:
musculo Menticirrhus littoralis; p.M.l.: pele Menticirrhus littoralis.
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encontradas foram 1,4 e 1,8 do Balistes capriscus e
Menticirrhus littoralis, respectivamente, sendo superiores
aquelas encontradas por Andrade et al.> para outras espécies
marinhas, que foram de 0,05 para a anchova (Anchovia
clupeoides) e 0,08 para merluza (Merluccius hubbisi).

Com relagao as quantidades de AG-m3 nos pescados
estudados foram obtidos valores iguais e até 2,3 vezes maior,
tanto no masculo quanto na pele, quando comparados aos
resultados obtidos nos musculos de 5 espécies marinhas e de
agua doce, conforme mencionado por Luzia et al.?

CONCLUSAO

Os teores de lipidios totais nas duas espécies permitem
classifica-los como pescados do tipo magro. Nos lipidios do
musculo e pele do Balistes capriscus os valores de AGPI foram
54,6 e 67,6% e de AGS e 21,4 e 28,6% respectivamente. O
musculo do pescado Menticirrhus littoralis que apresentou
maior quantidade de AGMI (43%). Nas duas espécies as
relagdes EPA/DHA mostraram que as quantidades de EPA
foram superiores as de DHA nas por¢fes analisadas .

Os acidos graxos presentes em maiores quantidades
foram o acido docosapentaenoico (22:5n-6) com 17,7% no
musculo e dihomo-y-linolénico (20:3n-6) com 35,5% na pele
do Balistes capriscus e o &cido palmitoléico (16:1n-7) com
22,2% no musculo e dihomo-y-linolénico (20:3n-6) com 20,2%
na pele do Menticirrhus littoralis.
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo determinar os teores de ciclamato de s6dio em adocantes de mesa
liquido, adocantes em pd, refrigerantes diet/light, chas diet/light, iogurtes light, néctares light, além de
preparados sélidos para refresco light, comercializados na regido de Campinas, SP. A determinacéao deste
edulcorante foi feita por espectrofotometria de UV, ap6s sua derivagdo a N,N-diclorociclohexilamina. A
absorbancia foi medida em um espectrofotémetro Varian, Modelo Cary 50, a 314 nm usando o ciclohexano
como referéncia. Os teores de ciclamato de sddio variaram de acordo com o produto analisado, situando-
se na faixa de 64,9 a 95,0 mg/mL em adocantes de mesa, 79,0 a 94,4 mg/g em adocantes em po, 36,1 a
101,0 mg/100mL em refrigerantes diet/light, 22,7 a 54,0 mg/100mL em chas diet/light, 83,6 a 105,0 mg/
100mL em néctares light e de 83,6 a 122,5 mg/100mL em iogurtes light. Em uma Gnica marca de preparado
solido para refresco light analisada, a quantidade média encontrada para o edulcorante foi de 28,2 mg/100
mL. De modo geral, a concentracéo de ciclamato de s6dio ndo excedeu o limite maximo estabelecido pela
legislagdo brasileira para cada uma das categorias de alimentos estudadas.

Palavras-Chave. edulcorantes, ciclamato de sddio, analise de alimentos, alimentos e bebidas de baixa
caloria.

ABSTRACT

The present study was conducted in order to determine sodium cyclamate concentrations in tabletop
sweeteners, powdered sweeteners, diet/light soft drinks, diet/light teas, light yogurts, light nectars and
dried mixture for light beverages, available in markets of Campinas city. Determination of this sweetener
product was performed by ultraviolet spectrophotometry. Sodium cyclamate was quantitatively converted
to N,N-dichlorocyclohexylamine, which was determined by measuring its UV absorption at 314 nm.
Cyclamate concentration varied according to the analyzed matrix in a range from 64.9 to 95.0 mg/mL in
tabletop sweeteners, 79.0 to 94.4 mg/g in powdered sweeteners, 36.1 to 101.1 mg/100mL in diet/light soft
drinks, 22.7 to 54.0 mg/100mL in diet/light teas, 8.36 to 105.0 mg/100mL in light nectars, and 83.6 to
122.5 mg/100mL in light yogurts. The unique brand of mixture for beverages available, the mean quantity
of this sweetener was 28.2 mg/100 mL. In general, sodium cyclamate concentration in the analyzed samples
did not exceed the maximum limit established by the Brazilian Legislation.

Key Words. intense sweeteners, sodium cyclamate, food analysis, low calorie products
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INTRODUCAO

Os edulcorantes pertencem a classe de aditivos
alimentares cuja finalidade é substituir, parcial ou totalmente,
0s agUcares convencionais usados na elaboracdo de alimentos
e bebidas!2. O uso dessas substancias comegou a se
popularizar na década de 60, principalmente nos Estados
Unidos.

O ciclamato de sodio foi introduzido em bebidas e
alimentos em 1950 e dominou o mercado de edulcorantes
artificiais na maior parte dos anos 60, quando seu uso, em
combinagdo com a sacarina, tornou-se bastante comum em
bebidas dietéticas. A utilizacdo destes edulcorantes,
geralmente na proporc¢éo de dez partes de ciclamato para uma
de sacarina, resulta em potencializa¢do do sabor doce e, ao
mesmo tempo, mascara o sabor amargo residual da sacarina®.
Segundo Miller4, o crescimento do mercado de bebidas
dietéticas, gracas ao uso do ciclamato, representou um grande
incentivo para o desenvolvimento posterior de novos
edulcorantes.

No Brasil, até os anos 90, apenas sacarina, ciclamato
e aspartame eram utilizados. Hoje, a Legisla¢do Brasileira
em vigor® aprova para uso em alimentos os edulcorantes
naturais sorbitol, manitol, isomalte, esteviosideo, maltitol,
lactitol e xilitol, e os artificiais sacarina, ciclamato,
aspartame, acessulfame-K e sucralose?.

Em funcdo do maior nimero de edulcorantes
disponiveis no mercado brasileiro e do fato de o uso isolado
de cada um deles ndo proporcionar todas as caracterisiticas
desejaveis, a industria nacional tem utilizado em alimentos e
bebidas diferentes combinagdes de edulcorantes. Nos ultimos
anos, formulagdes envolvendo 2 ou 3 edulcorantes, como
por exemplo, sacarina, ciclamato e aspartame ou
acesssulfame-K e aspartame, tém sido encontradas em varias
formulagoes.

O ciclamato de sédio (Figura 1) é aproximadamente
30-60 vezes mais doce que a sacarose e € extremamente
estavel em uma ampla faixa de pH e temperatura, assim como
na presenca de luz e oxigénio. Tanto o &cido ciclamico quanto
seus sais apresentam alta solubilidade em agua e solubilidade
bastante limitada em 6leos, gorduras e solventes ndo polares,
como benzeno, cloroférmio e éter.

A legislagdo nacional especifica limites maximos para
0 uso do acido ciclamico e de seus sais em varias categorias
de alimentos e bebidas para fins especiais através da
Resolucdo-RDC n° 3, 20015, conforme apresentado na Tabela
1. Seu uso em adocgantes de mesa, entretanto, ndo é limitado,
uma vez que estes produtos podem conter e serem formulados
a base de edulcorantes naturais ou artificiais permitidos pela
legislacao®.

Os ciclamatos de sodio e de célcio, assim como seu
principal metabdlito ciclohexilamina (CHA), foram
previamente avaliados pelo JECFA (Joint Expert Committee
on Food Additives) em 1967, 1970, 1976, 1977 e 1980. Em

1980, foi atribuida, em carater temporario, uma Ingestdo
Diaria Aceitavel (IDA) de 0-4 mg/kg de peso corpéreo para
0 edulcorante e seus sais, tendo em vista os estudos
toxicologicos disponiveis na época. Esta IDA foi
posteriormente prorrogada, mediante requisicdo de novos
estudos de reproducdo e conversao. Em 1982, o carater
temporério foi retirado e o valor da IDA aumentado para 0-
11 mg/kg peso corporeo (para os sais de célcio e sodio,
expressos como acido ciclamico). Para o calculo deste valor
de IDA, o JECFA considerou 0 NOEL (No Observed Effect
Level) de 100 mg/ kg peso corpéreo, relativo ao efeito de
atrofia testicular em ratos, identificado paraa CHA, e assumiu
que 63% do ciclamato absorvidos estdo disponiveis para a
conversdo a este metabolito, com taxa média de converséo
de 30%2.

Ao longo de toda a sua historia de uso como aditivos
para alimentos, a sacarina e o ciclamato tém sido alvo de
controveérsias quanto a sua seguranga, uma vez que estudos
toxicolégicos efetuados no passado associaram estes
edulcorantes com a ocorréncia de tumores na bexiga urinaria
de roedores. Como conseqliéncia, existe uma preocupacao
publica constante com relagdo a ingestdo desse e de outros
edulcorantes, principalmente por grupos especificos da
populagdo como criangas, diabéticos e obesos.

Internacionalmente, recomenda-se que 0s paises
controlem a exposicdo de sua populacdo a estes aditivos,
através da realizagdo periddica de estimativas de ingestdo,
de forma a assegurar ingestdes dentro de valores considerados
seguros. O presente estudo foi conduzido com o objetivo de
analisar e quantificar os niveis de ciclamato em produtos
dietéticos disponiveis comercialmente como adogantes de
mesa liquido, adocantes em po, refrigerantes diet/light, chas
disponiveis comercialmente como adogantes de mesa liquido,
adogantes em pé, refrigerantes diet/light, néctares light,
preparado sélido para refresco light e iogurtes light, para
entdo estimar a contribuicdo destes produtos como fonte de
ciclamato na dieta.

PE{———SCéjlﬂaCj

Figura 1. Estrutura quimica do ciclamato de sodio.
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MATERIAL E METODOS

Amostras

Dois lotes de cada um dos diferentes produtos abaixo
relacionados foram adquiridos no comércio da cidade de
Campinas, SP, no decorrer dos anos de 2003 e 2004,
totalizando 58 amostras. Somente foram selecionados e
analisados aqueles produtos em cujo rétulo estava declarada
a presenca do ciclamato. Séo eles:
- adogante de mesa liquido (10 marcas);
- adogante em po6 (2 marcas);
- néctar de fruta light (manga e uva);
- preparado s6lido para refresco light (limao);
- refrigerante light (cola, laranja e guarana);
- refrigerante diet (guarana, tonica, limédo A e liméo B);
- ch& (mate lim&o light, mate diet e mate light)
- iogurte de morango light (4 marcas)

Metodologia

O método utilizado para a determinacéao de ciclamato
de sddio em diferentes matrizes foi aquele desenvolvido por
Sjoberg e Alanko’, como descrito a seguir:

Preparacdo das amostras

Pesou-se uma quantidade de amostra suficiente para
conter 1-20 mg de ciclamato de sédio e transferiu-se para
um funil de separagdo (A), adicionando-se a seguir 100 mL
de agua. No caso de refrigerantes, primeiramente a amostra
foi desgaseificada em banho de ultrassom por 15 minutos. A
solugdo (A) foi acidificada com 10 mL de H,SO, concentrado,
agitando-se e resfriando-se a mesma. Adicionaram-se 100
mL de acetato de etila, agitou-se a mistura por 2 minutos e
separou-se a fase orgénica da fase aquosa. Em seguida,
tomou-se uma aliquota de 80 mL da fase de acetato de etila e
transferiu-se para outro funil de separacdo (B). Extraiu-se
com trés porcOes de 30 mL de agua e as fases aquosas foram
combinadas em um outro funil de separagdo (C).
Adicionaram-se 2 mL de NaOH 10M e 10 mL de ciclohexano
e agitou-se o extrato por 1 minuto. A fase aquosa alcalina foi
transferida para um funil de separacéo (D).

Reacgdo de derivacdo e determinacdo

No funil de separacdo (D), adicionaram-se 5 mL de
H,SO,-H,0 (3:7, v/v), 10 mL de ciclohexano e 10 mL de
hipoclorito de sédio sucessivamente. Agitou-se a mistura por
2 minutos, escoando-se a fase aquosa e agitando-se a fase
organica com 50 mL de NaOH 0,5M por 1 minuto. Em
seguida, a fase aquosa alcalina foi escoada e a fase organica
foi lavada com 50 mL de agua, descartando-se a fase aquosa.
O espectro da fase orgénica foi medido em um
espectrofotdmetro Varian, Modelo Cary 50, a 314 nm usando
o ciclohexano como referéncia. Todas as amostras foram
analisadas em duplicata.

Quantificacdo e construgdo da curva de calibragao

A quantificacdo de ciclamato de sddio foi feita através
da curva de calibracdo, obtida a partir de uma solucdo estoque
do padrédo de ciclamato de sédio de 0,8 mg/ml. Para tanto,
pipetaram-se 2,0; 5,0; 10; 15; 20 e 25 mL da solu¢do mée
(contendo 1; 6; 4; 8; 12; 16 e 20 mg de ciclamato de sodio)
em um baldo volumétrico e completou-se com 100 mL de
agua. Cada uma dessas solucdes foi transferida para um funil
de separacdo e procedeu-se como descrito para as amostras
comecando-se na etapa “Acidificar a solugdo com 10 mL de
H,SO, concentrado.......”. As determinagdes foram feitas em
duplicata e foram lidas em um espectrofotdmetro UV a 314
nm. O limite de detec¢do (expresso como concentracdo) foi
determinado de acordo com Miller & Miller®.

Recuperacéo

Os testes de recuperacdo foram feitos adicionando-se
quantidades conhecidas de ciclamato de sédio, em trés
diferentes concentragfes (0,04, 0,08 e 0,12 mg/mL), em
amostras selecionadas dentre os grupos de produtos avaliados
(adogante de mesa liquido, néctar de uva light, refrigerante
de cola light, cha de limdo light e iogurte de morango light).
As analises das amostras fortificadas, assim como dos
controles (branco), foram feitas em duplicata. As
recuperagdes foram calculadas pela diferenca entre os valores
totais obtidos para o ciclamato de sodio nas amostras
fortificadas e ndo fortificadas. Os resultados analiticos

Tabela 1. Niveis de acido ciclamico e seus sais de calcio, potassio e sodio autorizados para uso em alimentos e bebidas no

Brasil®.

Alimento/bebida

Limite Maximo
9/100g ou g/100 mL

Alimentos e bebidas para controle de peso

Alimentos e bebidas para dietas com ingestéo controlada de agucares

Alimentos e bebidas para dietas com restri¢do de agucares

Alimentos e bebidas com informacdo nutricional complementar

Alimentos e bebidas com reduzido teor de agUcares

0,13
0,13
0,13
0,13
0,097

1. Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 3 de 2 de janeiro de 2001°.
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reportados ndo foram corrigidos em funcéo da porcentagem
de recuperacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a determinacdo de ciclamato de sédio nos
produtos selecionados utilizou-se o método descrito por
Sjoberg & Alanko’. De acordo com o procedimento original,
a determinacdo de ciclamato de soédio foi feita por
espectrofotometria de UV, ap6s sua derivacdo a N,N-
diclorociclohexilamina, uma vez que a molécula deste
edulcorante ndo possui cromoforo e, portanto, ndo absorve
na regido do UV/visivel. O derivado, quantitativamente
formado pela adi¢do de acetato de etila e hipoclorito de sédio
ao extrato acidificado contendo o ciclamato, é entdo
determinado espectrofotometricamente a 314 nm.

O procedimento de extragdo adotado mostrou-se
satisfatorio para a analise do ciclamato nas diferentes matrizes

selecionadas, ndo sendo necessario modificar qualquer etapa
do procedimento original. Os valores médios de recuperacao
obtidos (Tabela 2) se situaram na faixa de 84 a 101%, com
coeficiente de variagdo maximo de 7,4 %, dentro dos limites
aceitos para analise de aditivos em niveis de mg®. O limite
de deteccdo para o ciclamato foi de 0,02 mg/mL. Para
algumas matrizes, como foi o caso do iogurte, a estimativa
de desvio padrdo em torno da média foi maior, o que
representa uma maior variabilidade nos valores de
recuperagdo obtidos nos niveis de fortificacao utilizados.

Embora o método de Sjoberg & Alanko’ tenha sido
reprodutivel, o tempo necessario para sua execucdo €
relativamente longo, o que o torna invidvel para analises em
grande escala, sendo, no entanto, satisfatorio para ser
utilizado em analises de rotina em laboratdrios de controle
de qualidade.

As Tabelas 3, 4 e 5 apresentam os teores de ciclamato
de sodio nos alimentos estudados. A concentracdo deste
edulcorante nas diferentes amostras se situou na faixa de 64,9

Tabela 2. Recuperacdo do ciclamato em diferentes grupos de alimentos.

Produto Recuperacao! média (%) Recuperacao CV (%0)?
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

Adocante de mesa liquido 99 100 105 101 3,1

Néctar light sabor uva 95 98 99 98 2,0

Mate limao light 85 82 84 84 2,1

Refrigerante de cola light 89 91 96 92 4,1

logurte de morango light 72 83 76 77 7,4

1 Nivel 1: 0,04 mg/mL; Nivel 2; 0,08 mg/mL; Nivel 3: 0,12 mg/mL

2 CV: Coeficiente de Variacdo

Tabela 3. Niveis médios de ciclamato de s6dio em adogantes de mesa e adogantes em po.

Valor determinado (mg/mL)*

Valor nominal (mg/mL)

83,0

Valor determinado (mg/g)*

Valor nominal (mg/g)

Produto/marca
Adocantes de mesa liquido

A 78,4

B 78,5

C 64,9

D 95,0

E 82,4

F 89,3

G 70,9

H 80,2

I 91,6

J 85,2
Adocantes em po

K 94,37

L 79,00

I média de 2 determinac0es
-: ndo declarado
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Tabela 4. Niveis médios de ciclamato de s6dio em bebidas ndo alcodlicas.

Produto/marca Valor determinado Valor nominal (mg/100mL)
(mg/100mL)*
Refrigerantes Light
Cola 75,1 69,7
Laranja 73,5 64,0
Guarana 36,1 31,0
Refrigerantes Diet

Guarana 38,5 32,0
Tonica 69,0 55,0
Liméo A 101,1 107,0
Liméo B 60,5 69,7

Chés
Mate limdo light 29,4 23,0
Mate diet 54,0 50,0
Mate Light 22,7 25,0

Néctar de fruta light
Manga 105,0 96,0
Uva 83,6 96,0
Preparado solido para refresco light

Liméo 28,2 22,0

I média de 2 determinaces

Tabela 5. Niveis médios de ciclamato de sédio em iogurtes de morango light.

Produto/marca Valor determinado (mg/100mL)* Valor nominal (mg/100mL)
A 95,5 -
B 122,5 -
C 83,6 -
D 101,2 -

I média de 2 determinac0es
-: ndo declarado

a 95,0 mg/mL em adogantes de mesa liquido, 79,0 a 94,4
mg/g em adocantes em p6, 36,1 a 101,0 mg/100mL em
refrigerantes diet/light, 22,7 a 54,0 mg/100mL em chas diet/
light, 83,6 a 105,0 mg/100mL em néctares light e de 83,6 a
122,5 mg/100mL em iogurtes light de morango. Em uma
Unica marca de preparado s6lido para refresco light analisada,
a quantidade média encontrada para o edulcorante foi de 28,2
mg/100 mL.

Como pode ser observado, houve variagdo nas
quantidades de ciclamato de sédio entre amostras de
diferentes marcas para um mesmo produto. As diferencas
apresentadas se devem ao fato de que em funcdo do maior
nimero de edulcorantes disponiveis hoje no mercado
brasileiro, a inddstria nacional tem utilizado em alimentos e
bebidas diferentes combinacdes desses edulcorantes.

Em funcdo de alguns produtos declararem no rétulo a
quantidade de ciclamato adicionada, foi possivel
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correlacionar essas quantidades aquelas determinadas
analiticamente. Tal comparacdo permitiu observar que existe
uma boa correlagdo entre os dados analiticos e os valores
nominais das embalagens.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que a quantidade
de ciclamato presente nos alimentos e bebidas de baixa
caloria analisados atende ao limite maximo estabelecido
pela legislacdo vigente. Estas informagdes, juntamente com
o levantamento de dados de consumo dos alimentos em
questdo serdo utilizadas para estimar a ingestao de ciclamato
de sodio pela populacdo de Campinas, SP e avaliar a
contribuicao destes alimentos como fonte deste edulcorante
na dieta.
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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo realizar um diagndstico da qualidade da agua de pocos rasos em relagédo
aos parametros microbiolégico e fisico-quimico em 50 escolas da rede pablica do Municipio de Ibitina-SP.
Como objetivo secundario, fazer um levantamento dos fatores de risco ambiental de contaminacéo desta
agua, e propor medidas de intervencdo. Este estudo foi desenvolvido em trés etapas: levantamento de
fatores de risco, analise microbioldgica e fisico- quimica da agua. Os resultados revelaram elevada
contaminagao com niveis acima de 100 UFC (unidades formadoras de col6nias) para coliformes totais em
90%, e termotolerantes em 82% das amostras analisadas (p< 0,001). Quanto aos parametros fisico-quimicos,
foi identificada alteracdo de aspecto, cor, turbidez e ferro, em trés, quatro e uma das amostras analisadas,
respectivamente. Quanto aos fatores de risco, 0s mais representativos neste trabalho foram manutengéo
dos pogos, informacéo sobre a qualidade da agua e seu tratamento (p< 0,001).

Palavras-Chave. agua, escola, fatores de risco, coliformes, indicadores da qualidade da agua.

ABSTRACT

The aim of this study was to assess the quality of water from groundwater located in 50 public schools of
the Ibitna municipality, state of Sdo Paulo, regarding to microbiological and physicochemical parameters.
Secondly, the study aimed to investigate on risk factors for environmental contamination, and to propose
the intervention measures. This study was carried out in three stages: assessment of risk factors, water
microbiological and physicochemical analyses. High contamination with total coliforms at levels above
100 colony forming units(CFU) was revealed in 90% of water samples, and termotolerants in 82% of
analyzed specimens (p< 0.001). Regarding to physicochemical parameters, alterations in the aspect, color,
turbidity, and iron content were revealed in three, four, and one samples, respectively. Concerning the risk
factors, the most representative were of groundwater safe-keeping, information about water quality , and
your treatment (p<0.001).

Key Words. water, schools, risk factors, coliforms, water quality indicators.
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INTRODUCAO

Com o processo de urbanizagdo acelerada a partir da
segunda metade do século XX, a tal ponto que mais da metade
da populacdo mundial vive atualmente em aglomeragdes
urbanas, técnicas foram sendo desenvolvidas de modo que é
possivel o fornecimento de agua potavel em grandes volumes
para atender a milhdes de habitantes que se concentram nas
médias e grandes cidades espalhadas por todo o globo terrestre.
No entanto, a agua potavel ndo esta atualmente disponivel para
todas as pessoas em muitas sociedades. De fato, os paises do
mundo desenvolvido conseguem atender, na maioria das vezes
e de forma universal, as necessidades de suas popula¢Ges por
meio de sistemas coletivos de distribuicdo que caracterizam um
acesso adequado a agua potavel para todos. Ao contrario, 0s
demais paises apresentam parcelas significativas de suas
populagBes urbanas e rurais sem ter acesso ou com um acesso
precario a agua potavel®.

Agua potéavel pode ser definida como agua para consumo
humano cujos parametros microbioldgicos, fisico quimicos e
radioativos atendam ao padréo de potabilidade e que ndo ofereca
risco a saude?. A importancia desta definicdo reveste-se pelo
fato que a agua pode ser um importante veiculador de doengas
de causa infecciosa ou ndo, prejudicando direta e indiretamente
a qualidade de vida das pessoas®.

Os problemas decorrentes de tal situacdo se refletem na
persisténcia de doencas de veiculagdo hidrica que poderiam ser
evitadas, caso houvesse um suprimento de &gua potavel,
condigdo indispensavel para uma qualidade de vida razoavel.
Com efeito, por ser um bem de primeira necessidade, a agua é
utilizada, cotidianamente, para o preparo de alimentos, saciar a
sede, higiene e asseio corporal, limpeza de utensilios domésticos
e da habitagdo, banho e descarga de vasos sanitarios, dentre
outros usos importantes. A inexisténcia de agua potavel em
quantidade suficiente compromete seu uso cotidiano, podendo
expor as pessoas a riscos de doencas, como também, limitar a
qualidade de vida das pessoas®.

Indubitavelmente, esta situacéo gera problemas de satde
publica, como a elevacdo da mortalidade infantil em uma
determinada localidade e outros agravos relacionados a
qualidade microbiol6gica da agua como diarréias de origem
bacteriana, sendo a colibacilose provocada pela E. coli como
uma das mais importantes, a rotavirose e a hepatite provocada
por virus e principalmente as verminoses intestinais®. Somem-
se a este quadro, os parametros fisico-quimicos, muitas vezes
alterados e relacionados a fatores de risco como: presenca de
contaminantes, localizagdo e conservacdo inadequada dos
pogos*. As condicOes higiénico-sanitarias e conservacdo dos
reservatorios sao indispensaveis e assumem papel importante
na contaminagdo ou recontaminacao da agua®.

Orrisco de ocorréncia de surtos de doencas de veiculacio
hidrica no meio rural é elevado, no Municipio de Ibitna, mais de
50% dos casos de diarréias, hepatites e verminoses em criancas
estdo relacionados com a agua de poco®, principalmente em

funcéo da possibilidade de contaminagdo bacteriana de aguas
muitas vezes captadas em po¢os com longo tempo de uso,
inadequadamente vedados, construidos proximos de areas
contaminadas, como fossas e areas de pastagem’. O uso de
agua subterranea contaminada ndo tratada adequadamente foi
responsavel por 44% dos surtos de doencas de veiculagdo
hidrica nos Estados Unidos, entre 1981 e 1988°. No Brasil, Estado
de Sdo Paulo, segundo dados do Centro de Vigilancia
Epidemioldgica (CVE/ SP) no ano de 2003, quase 100.000 pessoas
estiveram envolvidas em 24 surtos de intoxicagdo alimentar em
que a agua contaminada foi a responsavel. Nestes, mais de 50%
dos surtos foi oriunda de agua de poco de escolas®. O Municipio
de Ibitna, localizado no Estado de S&o Paulo, enfrenta este tipo
de problema, com extensa area rural, onde a maioria da populagao
incluindo as criangas que freqlientam as escolas municipais
localizadas nestas regides, se abastecem de aguas de pocos
rasos. Aqualidade microbioldgica e fisico-quimica destas aguas
ndo tém sido avaliadas bem como a realizacdo do seu tratamento
com cloro e flior por 6rgaos oficiais. A auséncia deste
monitoramento, ndo desencadeia a¢des corretivas da qualidade
da &gua pelos 6rgéos oficiais, podendo ocorrer surtos de
intoxicacao alimentar de veiculagdo hidrica principalmente nas
criancas que consomem esta agua, prejudicando os indicadores
de satide do municipio como morbidade e mortalidade infantil.
Os objetivos do trabalho foram: realizar um diagndstico fisico
quimico para os parametros: aspecto, cor, odor, turbidez, pH,
dureza, nitratos, nitritos, ferro, fltor, cloretos e microbiol6gico
(quantificacédo de coliformes totais termotolerantes) da dgua de
pocos rasos em todas as escolas da rede publica do Municipio
de Ibitina, SP, que utilizam este sistema; avaliar e associar fatores
de risco de contaminacdo ambiental desta agua e com base nos
resultados obtidos, propor medidas de intervengéo e/ou correcao
amparadas em acOes de saneamento a serem desenvolvidas por
orgaos responsaveis pelo abastecimento da dgua do municipio,
como empresas pUblicas ou privadas que abastecem a populagéo,
além disso, indicar parametros capazes de definir e desenvolver
acOes educativas pela vigilancia sanitaria municipal amparadas
tecnicamente com os resultados laboratoriais obtidos.

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi realizada no periodo de 10 de janeiro a
10 de novembro de 2005, em 50 escolas da rede publica que
utilizam agua de pogo como sistema alternativo de
abastecimento, sendo dividida em:

Levantamento de fatores de risco de contaminagéo da agua dos
pocos

Teve como base o roteiro de inspe¢do da Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS) do Ministério da Saude®. Foram
analisados sete possiveis fatores de risco: (a) focos de
contaminac&o no entorno de 15 metros, como cria¢do de animais;
(b) tipo de protecdo do po¢o contra agentes contaminantes na
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sua entrada; (c) area de alagamento proxima ao poco; (d) nivel
de lencol freatico de trés metros da boca do poco; (€) necessidade
de manutencéo da estrutura de extracao de agua; (f) informacdes
sobre a qualidade da agua (fisico- quimica e microbiolégica); e
(g) tratamento da agua para deixa-la potavel. Estes dados foram
levantados através da aplicacdo de questionario com questdes
fechadas realizado pelo setor de engenharia da Prefeitura do
Municipio de Ibitna - SP em todas as escolas, sendo
entrevistadas 50 diretoras das escolas, bem como avalia¢do dos
fatores de risco realizado pelo entrevistador nos locais. O método
de validagdo das respostas do questionario foi realizado através
de analise de freqliéncia simples e apresentadas na forma de
proporcéo.

Coleta de amostras

Foram coletadas 100 amostras de agua em 50 escolas
publicas zona rural no Municipio de Ibitna, sendo 50 amostras
para analise microbioldgica e 50 para analise fisico-quimica. As
coletas foram efetuadas por técnicos da Vigilancia Sanitaria do
Municipio de Ibilna, em sacos plasticos estéreis de 200 ml para
0 ensaio microbiolégico e fisico-quimico, acondicionadas em
caixas isotérmicas com gelo e transportadas no mesmo dia para
o Instituto Adolfo Lutz de Sorocaba - SP.

Exame microbioldgico

Foi realizado segundo o método n°9222-B-9-54 da
Técnica de Filtragdo em Membrana, recomendado pelo
“Standard Methods for the Examination of Water and
Wasterwater”™t. O meio de cultura utilizado foi 0 M-Endo Agar,
incubado a 35 °C por 24 horas. As amostras positivas foram
confirmadas utilizando-se o Caldo Bile Verde Brilhante para
coliformes totais (35 °C por 48 horas) e 0 Caldo EC para coliformes
termotolerantes (44,5 °C por 24 horas). O resultado foi reportado
como uma contagem direta do nimero de col6nias/100 ml da
amostra no meio Endo.

Exame fisico quimico

Na analise fisico-quimica, foram pesquisados parametros
de aceitacdo para o consumo humano: cloreto, cor aparente,
dureza, ferro, sélidos totais dissolvidos e turbidez. Também
foram pesquisados parametros que representavam risco a sadde
como: fluoreto, nitrato e nitrito (como Nitrogénio). Ametodologia
utilizada foi a preconizada pelo Standard Methods*? e pelas
Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz®,

Analise dos dados

O tratamento dos resultados laboratoriais foi realizado
através de analise de freqiiéncia simples e apresentadas na forma
de proporgdo. Para a comparacdo das freqiiéncias relativas
complementares dos pardmetros analisados, foi utilizado o teste
binomial**, com o programa SPSS for Windows versao 13.0.

RESULTADOS

Os resultados das analises microbioldgicas, fisico-
quimica e das condigdes de fatores de risco, revelaram niveis
acima de 100 UFC (unidades formadoras de coldnias) para cada
100 ml de &gua, sendo coliformes totais em 90 %, termotolerantes
em 82% das amostras analisadas, com significancia e associa¢do
estatistica (p< 0,001) com os fatores de risco: tratamento e
informacéo da qualidade microbiolégica e fisico-quimica da agua,
conforme as Tabelas de 1 a 3. Na Tabela 2, sobre os pardmetros
fisico- quimicos analisados, destaque para o fltor, que esteve
em desacordo em 100% das amostras. Em nivel secundario para
outros pardmetros, como aspecto e a cor, em 6%, turbidez em
8%, e nivel de ferro de 2%, do total das amostras analisadas
estiveram em desacordo. Para os fatores de risco de
contaminagdo ambiental, apresentados na Tabela 3, os itens
manutencdo, informacdes sobre a qualidade da agua e seu
tratamento foram os mais importantes, com freqiiéncia de
amostras insatisfatorias de 40, 100 e 100% respectivamente.

DISCUSSAO

Com base nos resultados microbiolégicos obtidos,
detectou-se niveis acima de 100 UFC (unidades formadoras de
coldnias) da &gua para coliformes totais (90%), e termotolerantes
(82%), nos pocos analisados. Resultados iguais foram
encontrados também por Amaral e et. al*®, em amostras de aguas
de pocos de propriedades rurais da regido Nordeste do Estado
de Sao Paulo. Aguila et al*¢, avaliando também a qualidade
microbiolégica da agua de pogos do Municipio de Nova Iguacu,
Estado do Rio de Janeiro, encontraram um nivel de contaminacéao
por coliformes totais e fecais proximos a 100% nas amostras
processadas, onde fatores de risco ambientais como tratamento
da agua e manutengdo dos pogos, semelhantes a este estudo,
também estavam presentes e houve associagdo com a
contaminacao bacteriana das amostras processadas. Estes
ndmeros sdo preocupantes para a satde publica, e exigem uma

Tabela 1. Resultados obtidos na pesquisa de coliformes totais e termotolerantes e a analise estatistica realizada, em 50 amostras
de 4gua coletadas nas escolas municipais do Municipio de Ibiiina, SP, com amostragem no cavalete do pogo.

Pesquisa para coliformes N° de amostras Presenca de coliformes % de presenca p
Coliformes totais 50 45 D0 <0,001
Termotolerantes 50 x| 82 <0,001
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pronta intervencdo dos 6rgaos publicos. Acgdo esta que foi
iniciada apds os resultados laboratoriais, com a instalacéo de
sistemas alternativos de cloracdo, fluoretacdo e educacdo em
salde em todas as escolas pUblicas que participaram deste
estudo, para a eliminacdo dos fatores de risco ambientais.
Destaca-se nas intervencoes realizadas de desinfec¢do da agua
dos pogos, que o cloro residual e subprodutos da cloracéo
também podem ser prejudiciais & saude, de modo que a
preocupacao com a remocdo destes compostos por filtracdo em
filtros contendo carvéo ativo foi recomendada pela vigilancia
sanitaria municipal e realizada pela empresa executora. Estas
medidas foram acompanhadas pela vigilancia sanitaria municipal
que realizou exames laboratoriais para avaliagdo da potabilidade
da agua apds as intervencdes, a manutencdo dos pogos também
foi efetuada, eliminando-se assim, os trés fatores de risco mais
importantes neste estudo: manutenc&o, informac&o da qualidade

microbioldgica e fisico quimica e tratamento com cloro e flGor,
conferindo potabilidade & agua dos pogos das escolas. A agua
para consumo humano é um dos importantes veiculos de
doencas diarréicas de natureza infecciosa, principalmente
bactérias da espécie E. coli, o que torna primordial o seu
tratamento?’. Some-se a este quadro, que a E. coli constitui a
causa mais comum de infeccdo das vias urinarias, sendo
responsavel por cerca de 90% das primeiras infecgdes urinarias
em mulheres jovens'®. Nanan et. al*® relataram que houve uma
queda drastica de casos de diarréias em criancas no norte do
Paquistdo quando agdes de desinfeccdo da agua de consumo
foram implantadas naquele pais. O desenvolvimento sécio-
econdmico de um pais depende muito da qualidade da agua que
a populagdo consome?. Esta foi também a conclusdo de Gazzinelli
e et al?, que relacionou fonte de agua, condi¢des sanitarias e a
ocorréncia de doencas transmitidas pela agua.

Tabela 2. Resultados obtidos para parametros fisico-quimicos e a analise estatistica realizada em 50 amostras coletadas nas
escolas do Municipio de Ibitna, SP, com amostragem no cavalete do pogo.

Amostras de &gua / legislagdo vigente*

Parametros Insatisfatorias Satisfatérias p
analisados N % N %

Aspecto 3 6 47 A <0,001
Cor aparente 3 6 47 A <0,001
Odor 0 0 50 100 <0,001
Turbidez 4 8 46 R <0,001
pH 0 0 50 100 <0,001
Dureza 0 0 50 100 <0,001
Nitritos 0 0 50 100 <0,001
Nitratos 0 0 50 100 <0,001
Ferro 1 2 49 98 <0,001
Fldor 50 100 0 0 <0,001
Cloretos 0 0 50 100 <0,001

* Portaria 518 de 25/03/2004, Ministério da Saude, onde: N°- niumero, % porcentagem.

Tabela 3. Resultados obtidos na avalia¢do dos fatores de risco de contaminagdo da dgua e a andlise estatistica realizada em 50

escolas do Municipio de Ibitna, SP.

Legislacdo vigente*

Parametros Insatisfatorias Satisfatérias p
analisados N % N %
Focos de contaminagéo 48 9% 2 4 <0,001
Protecdo do pogo 47 A 3 6 <0,001
Area de alagamento 43 % 2 4 <0,001
Nivel de lencol de 4gua 47 A 3 6 <0,001
Manutencgéo 30 60 20 40 0,203
Informagdes sobre a qualidade 0 0 50 100 <0,001
microbioldgica e fisico quimica da dgua
Tratamento sanitario da dgua 0 0 50 100 <0,001

* Portaria 518 de 25/03/2004, Ministério da Saude
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Em relagdo aos parametros fisico-quimicos analisados,
100% das amostras ndo atenderam o padréo para o fltor?. Trés
amostras de agua (6%) apresentaram parametros alterados em
relacdo ao aspecto e cor aparente. Ocorréncia de turbidez também
foi detectada como fora do padrdo em quatro amostras (8%).

Em relagdo a andlise de nitritos e nitratos nas amostras
de agua, utilizados como indicadores de contaminagao antropica,
os resultados laboratoriais apresentaram apenas quatro amostras
com niveis de nitrato préximos ao limite maximo permitido pela
legislacdo?. Mesmo de acordo com a legislacéo, estes parametros
sdo dinamicos?, e exigem intervencdes, sendo esta uma limitagao
do estudo. Nitratos e nitritos estdo associados com presenca
de matéria organica no lencol freatico, principalmente originaria
de fossas sépticas e criacdes de animais. Em relacdo ao nitrato,
ha interesse na sadde publica preventiva em fazer o
monitoramento, pois ele € um dos mais freqiientes contaminantes
de aguas subterraneas em areas rurais. Quando presente em
niveis excessivos na agua para consumo humano, pode provocar
metahemoglobinemia, conhecida popularmente como a doenga
dos bebes azuis (cianose). Esta é uma enfermidade causada
pela excessiva conversdo da hemoglobina a metahemoglobina,
a qual é incapaz de transportar oxigénio. A metahemoglobina se
forma quando a molécula de hemoglobina oxida o Fe?* (estado
ferroso) da molécula heme a Fe** (estado férrico)?®. Niveis
elevados de nitrato também indicam a possivel presenga de
outros contaminantes procedentes de residéncias como detritos
de esgoto doméstico ou de residuos de agricultura como
defensivos agricolas ou fertilizantes. Quanto ao flGior, somente
uma amostra apresentou resultado acima do limite permitido
pela legislacdo?, que é 1,5 mg/L, e as demais apresentaram, niveis
préximos de zero. Esta informacdo desencadeia duas acOes
importantes a serem desenvolvidas: a primeira é a necessidade
de fluoretagdo no sistema alternativo de tratamento da agua
dos pocos, objetivo primario de prevencao da carie dentaria nas
criancas. Entretanto, ainda que sejam conhecidos os beneficios
da adicéo do fltor as aguas como medida de promocao a satde
e prevencdo da cérie dental, muitas sdo as cidades brasileiras
que nao dispGem desse processo ou ndo possuem uma politica
de vigilancia sanitéria que controle de forma satisfatoria a sua
execucdo?. A segunda agdo importante refere-se ao excesso
deste elemento em apenas uma amostra, mostrando que o fldor,
pode ocorrer em lencois freaticos em niveis elevados. Visto que
o principal objetivo da utilizacdo do fltor é exercer o maior
impacto possivel na prevencgdo e controle de céries, sem,
contudo, aumentar a prevaléncia de fluorose dental®. A criacao
de mecanismos visando controlar a concentracdo de fltor é
fundamental para a melhoria da qualidade da agua a ser fornecida
a populagdo, sendo, portanto, indispensavel a acdo correta do
seu tratamento e fluoretagdo.?®?"?¢ Cabe as empresas publicas e
ou privadas de abastecimento de agua nos municipios, o seu
suprimento com niveis adequados de flGor, seja pela rede publica,
atingindo os bairros da zona rural ou por sistemas alternativos
de cloracéo e fluoretagcdo monitorados pela vigilancia sanitaria,
medida esta desenvolvida nas escolas publicas da zona rural do
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Municipio de Ibitna.

Em relagdo aos niveis de ferro, em apenas uma amostra
este elemento foi encontrado na concentragdo de 1,71 mg/L,
valor este, acima do limite maximo permitido pela legislacao?,
indicando a necessidade de corre¢cdo. Ha de se considerar
também que em mais quatro amostras, 0s niveis aceitaveis de
ferro estavam muito proximos ao limite permitido que é de 0,3mg/
L. Estes resultados reforgam a necessidade do monitoramento
laboratorial, assim como dos demais pardmetros analisados,
pois niveis elevados de alguns elementos quimicos na agua
podem desencadear quadros de intoxicacdo e doencas
degenerativas, comprometendo a salde da populacdo®. Esta
foi também a conclusdo de Soto e et al®, em um trabalho sobre a
qualidade microbiolégica da agua conduzido no Municipio de
Ibitina-SP em 2004, onde mostrou a necessidade do constante
monitoramento microbioldgico tanto de aguas de sistema de
abastecimento alternativo como de rede publica, que muitas
vezes ndo atendem a legislacéo?.

Outros pardmetros analisados, como odor, pH, dureza e
cloretos, na sua totalidade, estiveram dentro dos niveis
aceitaveis pela legislagao?.

Com relacéo aos fatores de riscos estudados e analisados,
destacaram-se os itens manutencéo dos pogos, onde 40% destes
apresentaram-se insatisfatorios por ter contaminacao bacteriana,
niveis de nitrato proximos ao limite maximo permitido?, informagao
da qualidade microbiolégica e fisico quimica da agua e seu controle
de qualidade que estiveram associados com a contaminacao
bacteriana analisada (p<0,001). Informagdes constantes tornam-
se necessarias e fundamentais neste processo, assim como agdes
voltadas principalmente para a educagdo em salde. Ha
necessidade de um trabalho interativo de educacédo sanitaria e
ambiental, aliado a divulgacdo de medidas basicas de higiene
pessoal, doméstica e comunitaria que contribuam para redugéo e
prevencdo de doengas por intervencdes de saneamento®. Este
deve fazer parte de um programa constante de monitoramento da
qualidade da agua de pocos das escolas, realizado pela vigilancia
sanitaria municipal integrado com outros setores da prefeitura
como o do meio ambiente, obras, desenvolvimento urbano e rural,
com analises laboratoriais periddicas completas, acompanhamento
de medidas de saneamento, educacdo em salde de forma
continuada, e avaliacdo dos resultados obtidos para a salde da
populacéo atendida.

A Tabela 3 relaciona outros fatores de risco presentes
nas escolas como: focos de contaminacao, prote¢édo da boca do
poco, area de alagamento e nivel de lencol freatico, que estiveram
também associados aos principais responsaveis pela ocorréncia
de coliformes totais e termotolerantes (p< 0,001) e teores de
nitrato proximos ao limite méaximo permitido.

CONCLUSOES

Houve contaminacdo com niveis acima de 100 UFC
(unidades formadoras de coldnias) da agua para coliformes totais
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(90%), e termotolerantes (82%), nos 50 pocos das escolas
analisados;

Em relagdo aos parametros fisico-quimicos analisados,
quase a totalidade das amostras estiveram dentro dos limites
permitidos pela legislacéo vigente, com excecéo do fluor;

Sobre os fatores de riscos ambientais estudados e
analisados, os mais importantes foram: informacéo sobre a
qualidade microbiolodgica e fisico-quimica da agua e seu
tratamento para deixa-la potavel associado estatisticamente com
presenca de coliformes totais e termotolerantes (p< 0,001);

O diagndstico microbioldgico, fisico quimico e de fatores
de risco ambientais (p< 0,001) permitiu a pronta intervencdo por
parte dos 6rgéos publicos, com agdes de cloracao e fluoretacao
da agua, educacdo em saulde de forma continuada com toda a
populacéo, e eliminacdo dos fatores de risco encontrados, que
foi realizada ap6s os resultados obtidos neste trabalho.

Todas as agdes que envolvem saneamento da agua de
pogos devem ser ampliadas para todo o Municipio de Ibitna,
principalmente na zona rural, onde 0 acesso & agua potavel pela
populacdo ocorre com maior dificuldade, e ¢ um desafio para as
administrag@es publicas.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos colaboragdo dos engenheiros: Celso
Tinen, Celso Duarte dos Santos e Kengi Yoshida; aos técnicos
do laboratério de microbiologia e bromatologia do Instituto
Adolfo Lutz Sorocaba-SP e aos funcionarios do Centro de
Vigilancia Sanitaria e Controle de Zoonoses “Tereza Rodrigues
de Camargo”- Ibiina- SP.

REFERENCIAS

1. Pontes CAA, Schramm FR. Bioética da protecdo e papel do Estado:
problemas morais no acesso desigual a dgua potavel. Cad Satde
Publica,2004;20:5,1319-27.

2. Portaria 518 de 25/03/2004, Ministério da Saude.

3. Riedal G, Controle Sanitario dos Alimentos. 2 ed. S&o Paulo: Atheneu,
1992

4. Pedley HG, Barrett S, Nalubega M, Johalk MK. Risk factors contributing
to microbiological contamination of shallow groundwater in Kampala,
Uganda. Water Res, 2003 Aug. 37(14): 3421-9.

5. Soto FRMS, Fonseca YSK, Antunes DV, Risseto, MR, Amaku M, Arini,
MLB. Avaliagdo microbiolégica da agua de abastecimento pdblico em
escolas no municipio de Ibitna - SP: estudo comparativo da qualidade
da agua no cavalete e pos-cavalete. Rev Inst Adolfo Lutz. 2005,
64(1):128-31.

6. Vigilancia Epidemiolégica Municipal, Ibiina, SP, Estatisticas, 2006.

7. Stukel TA, Greenberg ER, Dain BJ, Reed FC, Jacobs NJ. A longitudinal
study of rainfall and coliform contamination in small community
drinking water supplies.Environ Sci Technol. 1990;24:571-5.

8. Craun GF. Causes of waterborne diseases in the United States. Water
Sci Technol. 1991; 24:17-20.

9. Centro de Vigilancia Epidemioldgica, CVE, SP, Estatisticas de doengas
e surtos de veiculacdo hidrica no ano de 2003, 2006.

10. Roteiro de Inspecdo em Vigilancia Sanitéaria, Secretaria de Vigilancia
em Salde- SVS, Ministério da Saude

11. American Public Health Association- Apha. Standard Methods for the
Examination of Water and Wasterwater. 20U ed. 1998.

12. American Public Health Association (APHA) Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater, 19", Ed. Washington, 1995.

13. Instituto Adolfo Lutz, Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz:
Métodos Quimicos e Fisicos para Anélise de Alimentos, 3% ed S&o
Paulo,1985.

14.Zar JH, Bistatistical analysis. 4. ed. Upper Saddle River: Prentice Hall,
1999, 663 p.

15. Amaral LA, Filho AN, Rossi Janior OD, Ferreira FLA, Barros LSSB.
Agua de consumo humano como fator de risco & salide em propriedades
rurais. Ver Salde Publica. 2003;37:4.

16. Aguila, PS, Roque OCC, Miranda CAS, Ferreira AP. Avaliagdo da
qualidade de &gua para abastecimento publico do Municipio de Nova
Iguagu. Cad Salde Publica. 2000; 16:(3):791-98.

17.lsaac- Marquez AP, Lesava Davila CM, Kupech RP, Tamay Segovia P.
Calidad sanitaria de los seministros de agua para consumo humano em
Campeche, Salud Publica Méx.1994; 36:655-61.

18. Brooks GF, Butel JS, Morse AS. Microbiologia médica. 20% ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan; 1998. 175-84.

19.Nanan D, White F, Azam |, Afsar H, Hozhabri S. Evaluation of
water, sanitation, and hygiene education intervention on diarrhoea
in northern Pakistan. Bull World Health Organization.
2003;81:160-5.

20. Adriaens P, Goovaerts P, Skerlos S, Edwards E, Egli T. Intelligent
infrastructure for sustainable potable water: a round for emerging
transnational research and technology development needs. Biotechnol
Adv.2003; 22:119-34.

21.Gazzinelli, A. Souza MCC, Nascimento, |. Utilizacdo doméstica de
agua em comunidade rural de Minas Gerais e sua relacdo com fatores
socio econdmicos. Cad. Salde Publica.1998; 14(2):265-77.

22.Spalding RF, Exner, ME. Occurrence of Nitrate in Groundwater-A
Review Journal of Environmental Quality JEVQAA, 1993, 22:3, 392-
402.

23.Midio AF, Martins DI. Toxicologia de Alimentos, Varela Editora e
Livraria Ltda, Sdo Paulo 2000, p. 49.

24. Calvo MCM, 1996. Situagdo da Fluoretagio de Aguas de Abastecimento
Pdblico no Estado de S&o Paulo — Brasil. Sdo Paulo. Dissertagdo de
Mestrado, Sdo Paulo: Departamento de Pratica de Saude Publica,
Universidade de S&o Paulo.

25.Clarkson JJ, Barmes D, Hardwick K, Richardson LM. International
Collaborative Research on Fluoride. J Dental Res. 2000; 79:893-
904.

26.Maia LC, Valenca AM, Soares EL. et al. Controle operacional da
fluoretagdo da agua de Niteroi, Rio de Janeiro, Brasil. Cad Saude Publica.
2003; 19(1):61-7.

27.Cury JA. Fluoretacdo da agua: Beneficios, riscos e sugestdes. Revista
de Odontologia do Brasil Central. 1992; 2:32-3.

28.Narvai, PC. 2001. Vigilancia Sanitaria da Fluoretacio das Aguas de
Abastecimento Pablico no Municipio de Sao Paulo, Brasil, no Periodo
1990-1999. Tese de Livre Docéncia. Sdo Paulo: Faculdade de Saude
Publica, Universidade de S&o Paulo.

29.S4, LLC. Jesus IM. Santos ECO et. al. Qualidade microbiolégica da
4gua para consumo humano em duas areas contempladas com
intervengdes de saneamento- Belém do Para, Brasil. Epidemiologia e
Servicos de Saude, 2005; 14(3): 171-180.

111



ARTIGO ORIGINAL/ORIGINALARTICLE

Susceptibilidade antimicrobiana de cepas de Staphylococcus aureus
e Salmonella spp. isoladas de alimentos envolvidos em surtos de
doencas bacterianas transmitidas por alimentos, ocorridos na regiao
noroeste do Estado de Sdo Paulo, no periodo de abril de 1990 a
dezembro de 2003

Antimicrobial susceptibility of Staphylococcus aureus and Salmonella
spp. strains isolated from foods involved in foodborne bacterial disease
outbreaks in the north-western region of the State of S&o Paulo, Brazil,
during the period from April 1990 to December 2003

RIALAG/1074

Jacqueline Tanury Macruz PERESI*?*, lvete Aparecida Zago Castanheira de ALMEIDA!, Elisabete Alves
CARDIGA!, Denise Fusco MARQUES?, Fatima Aparecida CARNICEL?, Fernando Leite HOFFMANN?

* Endereco para correspondéncia: Rua Alberto Sufredine Bertoni n°. 2325, S&o José do Rio Preto, S&o Paulo, CEP 15060
- 020.

: Instituto Adolfo Lutz, Laboratério Regional de Sdo José do Rio Preto, SP.

, Universidade Estadual Paulista, UNESP, Sdo José do Rio Preto, SP.
Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos - Universidade Estadual Paulista,- UNESP, So José do Rio
Preto - SP.
Recebido: 06/04/2006 — Aceito para publicacdo: 31/08/2006

RESUMO

Na década de 1990, a resisténcia aos antimicrobianos emergiu em nivel mundial como um dos temas de
maior interesse em salde publica. Ciente do fato, este estudo teve como objetivo avaliar a susceptibilidade
antimicrobiana de cepas de Staphylococcus aureus e Salmonella spp. isoladas de alimentos incriminados
em surtos de doencas de origem alimentar, ocorridos na regido noroeste do Estado de So Paulo, no
periodo de abril de 1990 a dezembro de 2003. Foram analisadas, segundo o método de difuséo com disco
em agar, 25 (67,6%) das 37 cepas de S. aureus envolvidas nos surtos, a partir de 1992 e 31 (96,9%) das 32
cepas de Salmonella, a partir de 1990. Das cepas de S. aureus, 8 (32,0%) foram sensiveis a todos o0s
antimicrobianos, quatro (16,0%) resistentes a um antimicrobiano; 10 (40,0%) a dois; dois (8,0%) a trés e um
(4,0%) a quatro. Os maiores percentuais de resisténcia foram frente a penicilina (56,0%), seguido de
azitromicina e tetraciclina (20,0%), oxacilina (16,0%) e cloranfenicol (12,0%). Das cepas de S. Enteritidis, 12
(48,0%) apresentaram perfil de resisténcia intermediaria a tetraciclina. Em relagéo aos demais sorotipos de
Salmonella, foi observada a presenca de resisténcia em duas (33,3%) das 6 cepas analisadas, ambas S.
Typhimurium, sendo uma resistente & ampicilina e outra a tetraciclina. A vigilancia da resisténcia
antimicrobiana é um dos passos essenciais para o desenvolvimento de estratégias de controle visando a
eficiéncia da terapia antimicrobiana e minimizac&o dos riscos em satde publica.

Palavras-Chave. resisténcia aos antimicrobianos, Staphylococcus aureus, Salmonella spp., surtos de
doencas transmitidas por alimentos, alimentos.

ABSTRACT

Antimicrobial resistance worldwide emerged in the nineties as one of the topics of most concern in public
health. On account of this, the objective of this study was to evaluate the antimicrobial susceptibility of
Staphylococcus aureus and Salmonella strains, isolated from foods involved in foodborne disease
outbreaks (FBDO) in the north - western region of Sdo Paulo State, Brazil, during the period from April 1990
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to December 2003. Using agar disk diffusion technique, 25 (67.6%) of 37 S. aureus strains involved in
FBDO as from 1992, and 31 (96.9%) of 32 Salmonella strains involved as from 1990 were analysed. Eight
(32.0%) of S. aureus strains were sensitive to all of tested antimicrobial compounds, 4 (16.0%) were
resistant to one antibiotic agent; 10 (40.0%) to two; two (8.0%) to three, and one (4.0%) to four drugs. The
resistance was mostly frequent to penicillin (56.0%), followed by azitromycin and tetracycline (20.0%),
oxacillin (16.0%), and chloramphenicol (12.0%). None of 25 tested S. Enteritidis isolates presented resistance,
but intermediate resistance to tetracycline was observed in 12 (48.0%) strains. Among the remaining
Salmonella serotypes, two (33.3%) of them, both S. Typhimurium, were resistant to ampicillin and to
tetracycline, respectively. Antimicrobial resistance surveillance is one of the key steps essential for
developing strategies to safeguard the efficiency of antibiotic therapy and to minimize public health risks.
Key Words. antimicrobial resistance, Staphylococcus aureus, Salmonella, foodborne disease outbreaks,

foods.

INTRODUCAO

Na década de 1990, a resisténcia aos
antimicrobianos emergiu em nivel mundial como um dos
temas de maior interesse em saude publica, tendo em vista
suas conseqliéncias relativas a diminuicdo da efetividade
de antibioticos, demandando o uso daqueles mais
onerosos e ainda, deparando com a dificuldade da escolha
terapéutical?

A resisténcia antimicrobiana resulta em aumento de
morbidade, mortalidade e custos, sendo consenso global
que o uso irracional e abusivo de antibiéticos, terapéutica
ou profilaticamente, contribuiu para a ascensdo desta
resisténcia®®. Além disso, estudos sugerem que diferengas
nas condig¢des socio-econdmicas e sanitarias, assim como
0 padrdo de drogas usadas, desempenham papel importante
no aumento da resisténcia®.

Segundo Wenzel e Edmond’ nos Estados Unidos sdo
160 milhdes de prescrigdes de antibidticos/ano, das quais
50,0% para uso em pacientes e 50,0% para uso em animais,
agricultura e aquacultura. Acrescentam que metade destas
tem uso improprio, como no caso de infecgdes virais das
vias aéreas superiores, bronquites e faringites.

O surgimento de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos tem como uma das principais causas o
aumento, nos ultimos anos, do uso indiscriminado de
antibioticos nas ragdes animais 8%,

Tratamento de animais destinados & alimentagéo com
agentes antimicrobianos que sdo importantes na terapia
humana pode representar um risco em saude publica pela
transferéncia de resisténcia de patégenos zoondticos ou
genes resistentes de animais para humanos, via consumo
de alimentos contaminados?.

Ciente dos fatos, este estudo teve como objetivo
avaliar a susceptibilidade aos agentes antimicrobianos das
cepas de Staphylococcus aureus e Salmonella spp.
isoladas de alimentos incriminados em surtos de doencas
de origem alimentar, ocorridos na regido noroeste do
Estado de Sdo Paulo, no periodo de abril de 1990 a
dezembro de 2003.

MATERIAIS E METODOS

Cepas de S. aureus e Salmonella spp., isoladas de
alimentos envolvidos nos surtos de doencas de origem alimentar
ocorridos na regido noroeste do Estado de Séo Paulo no periodo
de abril de 1990 a dezembro de 2003, mantidas no Laboratério de
Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz-Laboratorio
Regional de S&o José do Rio Preto-SP, foram submetidas ao
teste de susceptibilidade a antimicrobianos, segundo o método
de difusdo com disco em &gar, descrito por Bauer et al.*2.

Os testes foram realizados em 25 (67,6%) das 37 cepas de
S. aureus envolvidas nos surtos de doencas transmitidas por
alimentos (DTA), ocorridos a partir de 1992. Quanto a
Salmonella, os testes foram realizados com 31 (96,9%) das 32
cepas envolvidas a partir de 1990. Dessas, 25 eram Salmonella
Enteritidis (SE) e 6 pertenciam a outros sorotipos (2 S.
Typhimurium, 1 S. Mbandaka, 1 S. Ohio, 1S. Emek e 1 S. Newport).
As demais cepas ndo puderam ser analisadas.

Para o controle de qualidade dos testes foram utilizadas
as seguintes cepas padrdo ATCC (American Type Culture
Collection): Escherichia coli ATCC 25922 (para os testes de
Salmonella) e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (para 0s
testes de S. aureus). Cada cepa a ser testada, bem como as
cepas padrdo ATCC foram inoculadas em tubos contendo 5 mL
de solugdo salina a 0,85%, com o uso de alca de platina,
previamente flambada, em quantidade suficiente para a obtencéo
da turvagdo padrao 0,5 da escala de Mc Farland. Com o auxilio
de “swab” estéril, a cultura foi semeada em placas de Petri
contendo agar Miller-Hinton até a obtencdo de um esfregaco
uniforme. Apo6s a secagem do esfregaco aplicou-se na superficie
do meio de cultura discos com antibiéticos (Cecon), escolhidos
de acordo com a recomendacgdo da “National Committee for
Clinical Laboratory Standard™®,

As leituras foram realizadas ap6s 18-24 horas por meio
da medi¢do dos halos de inibicdo, comparando-as
posteriormente aos valores da tabela padréo para a classificacéo
quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos testados
(sensivel, resistente ou resisténcia intermediria).

As cepas de S. aureus foram testadas com os seguintes
antimicrobianos: oxacilina (1 pg), penicilina G (10 Unidades
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Internacionais-Ul), azitromicina (15 pg), clindamicina (2 pg),
sulfazotrim (25 pg), vancomicina (30 pg), cloranfenicol (30 pg),
ciprofloxacina (5 pug), gentamicina (10 pg), rifampicina (30 ug) e
tetraciclina (30 pg).

Os isolados de Salmonella foram testados em relagéo
ao cloranfenicol (30 pg), gentamicina (10 pg), fosfomicina (200
Kg), amicacina (30 pug), sulfazotrim (25 pg), cefazolina (30 pg),
imipenem (10 pg), ampicilina (10 pg), tobramicina (10 pg),
ofloxacina (5 ug), ciprofloxacina (5 pg), ceftazidima (5 pg),
cefalotina (30 pg), ceftriaxona (30 pg) e tetraciclina (30 pg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados dos testes de
susceptibilidade aos antimicrobianos obtidos em relacdo as cepas
de S. aureus isoladas de alimentos envolvidos nos surtos de DTA.

De acordo com a Tabela 1, das 25 cepas testadas 8
(32,09%) foram sensiveis a todos os antimicrobianos, 4 (16,0%)
resistentes a 1 agente; 10 (40,0%) a 2 (sendo 2 a oxacilina e
penicilina, 2 & azitromicina e tetraciclina, 2 ao cloranfenicol e
penicilina, 1 aazitromicina e penicilina, 1 & penicilina e tetraciclina,
1 a azitromicina e cloranfenicol e o Gltimo a gentamicina e
penicilina); 2 (8,0%) a 3 (1 a azitromicina/penicilina/tetraciclina
e 1aoxacilina/penicilina/tetraciclina) e 1 (4,0%) a4 (gentamicina/
oxacilina/penicilina/rifampicina). Estas cepas revelaram maiores
percentuais de resisténcia frente a penicilina (56,0%), sequido
da azitromicina e tetraciclina (20,0%), oxacilina (16,0%) e
cloranfenicol (12,0%). Os menores indices de resisténcia foram
apresentados em relagdo a gentamicina e a rifampicina,
correspondendo a 8,0 e 4,0%, respectivamente.

A presenca de resisténcia entre as cepas de S. aureus
foi constante em todo o periodo avaliado em relacdo aos
seguintes agentes: azitromicina, penicilina e tetraciclina (a partir

de 1992), a oxacilina (a partir de 1994). Quanto a gentamicina e
ao cloranfenicol, a resisténcia foi observada apenas nas cepas
isoladas a partir de 1997 e 1998, respectivamente.

Isolados de S. aureus resistentes a penicilina foram
observados quase concomitantemente a sua introducéo no uso
clinico devido a producdo de pB-lactamases ou penicilases,
enzimas que hidrolizam o anel B-lactamico das penicilinas,
inativando-as 31416,

A resisténcia a penicilina das cepas de S. aureus isoladas
de alimentos também foi observada por outros autores. Ombui,
Kimotho, Nduhiu®’, em estudo de 96 isolados de amostras de
carne e de leite no Quénia, observaram alto percentual de
resisténcia, correspondendo a 66,7%. Gelli et al.’, em avaliacéo
de cepas isoladas de surtos de DTA ocorridos em alguns
municipios do Estado de S&o Paulo, relataram a freqtiéncia de
80,0%. Os percentuais de resisténcia observados nesses dois
estudos foram superiores ao por nds obtido. Oliveira et al.*?,
em estudo de S. aureus isolados de amostras de queijo tipo
“Minas Frescal” comercializados no Rio de Janeiro detectaram
resisténcia em 25,0% das cepas testadas, indice menor ao
encontrado no presente estudo. Peresi et al.? relataram o
percentual de 54,5% de resisténcia a este antimicrobiano em
relacdo as 22 cepas isoladas de queijos tipo “Minas Frescal”
comercializados no municipio de Séo José do Rio Preto-SP.

Em relagdo a tetraciclina, o estudo de Peresi et al?.
revelou o percentual de resisténcia de 9,0% em relagdo a
totalidade dos isolados testados e Gelli et al.*® detectaram o de
10,0%, indices menores quando comparados ao resultado
verificado neste estudo. Costa, Lima, Rabelo®, em estudo de 20
isolados de Staphylococcus coagulase positiva oriundos de
amostras de queijo “tipo Coalho” na Universidade Estadual do
Maranh&o observaram que 60,0% deles foram resistentes a este
agente, mostrando um percentual de resisténcia muito superior
ao encontrado no presente estudo.

Tabela 1. Susceptibilidade aos antimicrobianos observada para cepas de S. aureus isoladas de alimentos incriminados em surtos
de origem alimentar, ocorridos na regido noroeste do Estado de Sao Paulo, no periodo de abril de 1990 a dezembro de 2003.

Antimicrobianos

Cepas

Sensiveis Resisténcia intermediaria Resistentes

No. % [\ % Ne. %
Azitromicina 18 72,0 02 8,0 03] 20,0
Ciprofloxacina 23 92,0 02 8,0 - -
Clindamicina i) 100,0 - - - -
Cloranfenicol 2 88,0 - - 03 12,0
Gentamicina VA] 92,0 - - 02 8,0
Oxacilina 19 76,0 02 8,0 o7} 16,0
Penicilina 1 440 - - 14 56,0
Rifampicina 24 96,0 - - 01 40
Sulfazotrim 25 100,0 - - - -
Tetraciclina 2 80,0 - - 03] 20,0
Vancomicina i) 100,0 - - - -

Legenda: (-) auséncia
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A importéncia de S. aureus meticilina ou oxacilina
resistente aumentou a partir da década de 80, sendo
considerado, atualmente, o maior problema clinico e
epidemioldgico em infecgdes hospitalares. Esses
microrganismos sdo designados por diferentes siglas em inglés
ou portugués: ORSA (oxacilino-resistentes Staphylococcus
aureus); MRSA (Methicilin resistant Staphylococcus aureus)
ou SAMR (Staphylococcus aureus meticilina resistente)?.
Considerado um patégeno tradicionalmente hospitalar, seu
reservatdrio, modo de transmisséo, fatores de risco e perfil de
resisténcia aos antimicrobianos sdo bem conhecidos, com
estabelecimento de medidas de prevencdo baseadas nestes
dados. A aquisicdo de MRSA na comunidade também é
observada, envolvendo, principalmente, pessoas sob risco para
esta aquisi¢cdo?>%24, No entanto, na Ultima década, observa-se
aumento na preocupacao em relacdo a extenséo pela qual estes
microrganismos estdo sendo disseminados para fora do
ambiente hospitalar e, sobretudo envolvendo pessoas sem
fatores de risco, surgindo a questdo se estariam ocorrendo
mudangcas na epidemiologia do MRSA2%,

Considerando que os estudos de rastreamento
epidemioldgico da intoxicagdo estafilococica apontam o
manipulador de alimentos como elemento incisivo no processo
de disseminacdo do microrganismo, existe a possibilidade dos
isolados de MRSA em alimentos terem sido oriundos de
pessoas infectadas. Neste estudo, uma cepa MRSA foi isolada
de alimento produzido em confeitaria, outro em padaria, ndo
sendo obtidos dados dos 6rgaos de vigilancia referentes as
outras duas. Embora néo seja possivel afirmar a origem deste
agente, tal fato vem confirmar a disseminagao desses patégenos
em ambientes ndo hospitalares, colocando os manipuladores
de alimentos como possiveis disseminadores de
Staphylococcus MRSA na comunidade, representando um risco
para a salde publica.

Neste estudo, todos os isolados testados mostraram-se
sensiveis a clindamicina, sulfazotrim e vancomicina. Peresi et
al.?® também relataram sensibilidade aos mesmos
antimicrobianos em 100,0% das cepas testadas, porém
evidenciaram esta caracteristica também em relacéo a oxacilina,
rifampicina, cloranfenicol e gentamicina, cujos testes efetuados

neste estudo apresentaram-se parcialmente resistentes.

Nos estudos realizados por Oliveira et al.’®, Bernardi et
al.?6 e Gelli et al.’® a sensibilidade das cepas avaliadas foi
coincidente apenas em relagdo a vancomicina, porém neste
altimo relato foi verificada ainda, a sensibilidade do total das
cepas testadas em relacdo ao cloranfenicol, gentamicina e
rifampicina e no de Bernardi et al.? em relagdo a gentamicina,
que neste estudo apresentaram resisténcia.

Os resultados obtidos em relacdo as cepas de S.
Enteritidis demonstraram que dos 25 isolamentos testados ndo
houve nenhuma resisténcia, apenas a presenca de 12 (48,0%)
cepas com perfil de resisténcia intermediaria a tetraciclina
(Tabela 2).

Na década de 80, S. Enteritidis aparece, simultaneamente,
em varios paises do mundo. Tauxe? observou a partir dessa
década, um aumento de sua resisténcia a varios antimicrobianos,
determinando que os modelos de salde publica incluissem
estudos de utilizagdo de antimicrobianos na agricultura, tanto
quanto os de uso humano.

Tavechio et al.* avaliaram no Instituto Adolfo Lutz-
Laboratorio Central-Sao Paulo o perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos de 131 cepas de SE (92 de origem humana e 39
de ndo humana), verificando a ocorréncia de isolados multi-
resistentes em SE de origem humana e ndo humana. Dos
isolamentos de origem ndo humana, 23,1% foram resistentes a
uma droga, 2,6% a duas e 2,6% a quatro, representando um
grande problema de salde publica, visto o curto periodo de
tempo que esse sorotipo prevalecia no Estado de Séo Paulo.

Téo et al.?®, em estudo referente aos isolamentos de
Salmonella oriundos de alimentos e de pacientes envolvidos
em 26 surtos de DTA, ocorridos no Estado do Parana, no periodo
de janeiro de 1999 e junho de 2001, revelaram que SE foi
prevalente entre as cepas isoladas de pacientes (97,7%) e de
alimentos (89,3%). A resisténcia antimicrobiana a pelo menos
um dos antibiéticos testados foi 50,0 e 13,9% para as cepas dos
alimentos e dos pacientes, respectivamente. O total de 46,4%
das cepas de alimentos e 23,3% das humanas apresentou perfil
de resisténcia intermediaria. Foi ainda relatada resisténcia a
gentamicina frente a 25,0% dos isolados, fatos ndo observados
neste estudo.

Tabela 2. Perfil de resisténcia/resisténcia intermediaria das cepas de diferentes sorotipos de Salmonella isoladas de alimentos
incriminados em surtos de origem alimentar, ocorridos na regido Noroeste do Estado de S&o Paulo, no periodo de abril de 1990 a

dezembro de 2003.

Antimicrobianos

Sorotipos/NUmero de cepas analisadas

S. Enteritidis S. Typhimurium S. Mbandaka S. Ohio S.Emek
(n=25) (n=2) (n=1) (n=1) (n=1)
Perfil de Resisténcia
Ampicilina - 01 (50,0%) - - -
Tetraciclina - 01 (50,0%) - - -
Perfil de resisténcia intermediaria
Tetraciclina 12 (48,0%) 01 (50,0%) 01(100,0%) 01 (100,0%) 01 (100,0%)
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Estudo realizado por Vaz et al.?, referente a 65 cepas de
SE isoladas de produtos avicolas na regido Sul do Brasil, revelou
resisténcia aos seguintes antimicrobianos: tetraciclina (20,0%),
sulfazotrim (93,8%), ampicilina (3,1%) e gentamicina (3,1%). No
presente estudo, ndo foi detectada resisténcia a esses
antimicrobianos. Os antimicrobianos testados em comum que
também apresentaram 100,0% de sensibilidade foram a
ciprofloxacina e o cloranfenicol.

Os mesmos indices de sensibilidade a alguns
antibiéticos foram também observados por outros autores.
Aradjo et al.*, em estudo de isolados de SE de origem humana
e de alimentos oriundos de 4 surtos de DTA, observaram 100%
de sensibilidade a amicacina, tobramicina, gentamicina,
cloranfenicol, ceftriaxona e sulfazotrim.

Dentre os outros sorotipos de Salmonella testados,
apenas S. Newport apresentou perfil de sensibilidade a todos
0s antimicrobianos testados. A Tabela 2 ainda revela os
resultados dos diferentes sorotipos isolados de alimentos
envolvidos nos surtos de DTA que apresentaram resisténcia e
resisténcia intermediaria em relagdo aos agentes avaliados.

Embora a maioria das cepas tenha apresentado
sensibilidade aos antimicrobianos testados, a resisténcia a
tetraciclina, amplamente utilizada como promotor de crescimento
em ragdo animal, sugere que o uso indiscriminado pode
selecionar cepas resistentes®.

O monitoramento da resisténcia antimicrobiana em
bactérias de origem animal na Franca, efetuado pela Agéncia
Francesa de Seguranca Alimentar em 1998, revelou S.
Typhimurium como um dos sorotipos de Salmonella mais
resistentes, apresentando indice de 87,5%%. Foi relatado ainda,
no periodo de julho a setembro de 2000, o0 acometimento de
individuos de cinco paises europeus infectados por uma
linhagem de Salmonella Typhimurium DT204b multi-resistente
a drogas antimicrobianas®,

Threlfall et al.®* avaliaram a resisténcia aos
antimicrobianos de cepas de S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.
Hadar e S. Virchow isoladas de humanos e de alimentos de
origem animal. Os resultados revelaram que a resisténcia foi
mais comum em rela¢do a S. Typhimurium, particularmente as
pertencentes ao fagotipo 104.

Embora existam variacdes entre 0s autores em relacdo
aos antimicrobianos testados, varios relatos também revelaram
as resisténcias observadas neste estudo. Antunes et al.*, em
avaliagdo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de
36 cepas de Salmonella oriundas de produtos derivados de
aves, encontraram 36,0% delas resistentes a tetraciclina. Além
disso, dentre os antimicrobianos testados em comum, foi
observada resisténcia as drogas, por nos reveladas sensiveis,
como o cloranfenicol (3,0%) e o sulfazotrim (3,0%).

Peresi et al.®, em analise de carcagas de frango, isolaram
87 cepas de Salmonella, sendo 1,1% resistente a tetraciclina.
Ainda dentre os isolados séo citados 3 (3,4%) resistentes a
fosfomicina, 1 (1,1%) a gentamicina/sulfonamidas e 1 (1,1%)
multirresistente & cefalotina/cefoxitina/cefuroxioma/tetraciclina.
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Chung, Kim, Chang?®*® avaliaram 41 isolados de
Salmonella oriundos de 29 alimentos, amplamente consumidos
na Coréia, no periodo de 1993 a 2001. Os resultados revelaram
que elevado nimero dos isolados mostraram-se resistentes ou
com resisténcia intermediaria a tetraciclina e a ampicilina.

Sena et al.’% em estudo referente a 8 cepas de
Salmonella isoladas a partir de queijo “tipo Coalho”
comercializadas no periodo de janeiro a maio de 1997 em
Recife-PE, encontraram também 12,5% delas resistentes a
ampicilina e 25,0% a tetraciclina. Além destas, foram também
relatadas 12,5% de resisténcia frente ao sulfazotrim e 12,5%
aamicacina.

Os resultados obtidos por Biddia et al.*! em relagdo ao
estudo do perfil de susceptibilidade a 29 isolados de
Salmonella (18 de alimentos e 11 de matéria prima para ragao
animal) revelaram 22 (75,9%) resistentes a tetraciclina e 1 (3,4%)
aos 3 antibioticos: gentamicina/tobramicina/tetraciclina, sendo
esta oriunda de amostra de maionese envolvida em surto de
DTA. Um total de 13,8% das cepas apresentou resisténcia
intermedidria a tetraciclina.

Peresi et al.?% ndo evidenciaram perfil de resisténcia a
nenhum antimicrobiano testado frente as cepas de Salmonella
isoladas de queijos tipo “Minas Frescal”. Em relagdo aos
antibiodticos testados em comum a este estudo, foram as
seguintes drogas que apresentaram o mesmo padrdo de
sensibilidade, ou seja, de 100,0%: ciprofloxacina, cloranfenicol,
gentamicina, sulfazotrim, amicacina, imipenem, cefalotina,
tobramicina e ceftazidima. Os mesmos indices de sensibilidade
a alguns antibidticos foram também observados em outros
estudos. Peresi et al.® citaram a ciprofloxacina, cloranfenicol,
ceftazidima e sulfazotrim. Sena et al.!® a ciprofloxacina,
tobramicina, ceftazidima, gentamicina, cloranfenicol, amicacina
e a ofloxacina e Antunes et al.* relataram a cefalotina,
ceftazidima, gentamicina, tobramicina, ciprofloxacina e
ofloxacina.

O desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana em
bactérias zoondticas como Salmonella constitui um risco a
salde publica e animal, podendo comprometer o tratamento
com antimicrobianos, no que se refere a dificuldade da escolha
terapéutica em certas infecgdes, bem como a necessidade do
uso de drogas mais onerosas. Portanto as observacGes de
resisténcia enfatizam a necessidade de um uso prudente e critico
dos mesmos buscando a prevencdo da emergéncia e da
disseminacdo de microrganismos resistentes.
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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram comparar os métodos in vivo e in vitro na avaliagdo da toxicidade
dérmica e estimar a qualidade microbioldgica de 60 amostras de produtos de higiene descartaveis
comercializados na cidade de S&o Paulo. Nos testes de toxicidade in vivo foram utilizados o “Método de
Draize” e 0 “Método Modificado por Magnusson e Kligman” e nos testes in vitro o Método de “difusdo
em agar”, empregando as linhagens celulares, NCTC clone 929 (ATCC- CCL1) e SIRC (ATCC-CCL-
60). A analise microbiolégica foi realizada de acordo com o “Bacteriological Analytical Manual On
Line”, 2001. Os produtos analisados ndo apresentaram irritacdo dérmica primaria, cumulativa e
sensibilizagdo cutanea, mas nos testes in vitro, foi observada em 18 amostras toxicidade leve a severa,
com indice de zona (1Z) variando de 2,0 - 4,0 nas duas linhagens celulares testadas. A analise
microbioldgica apresentou nimero elevado de bactérias aerdbias mesofilas, resultados positivos para
bolores, presenca de Enterobacter sp, Enterobacter agglomerans e Enterobacter cloacae. De acordo
com os resultados obtidos e para garantir a seguranca da satde do usuario recomenda-se que, além dos
testes ja mencionados pela legislacdo vigente, seja também preconizado teste de citotoxicidade in vitro,
para os produtos de uso interno e externo. A realizacéo prévia deste teste pode se constituir em mecanismo
de triagem.

Palavras Chave. dermatite das fraldas, citotoxicidade, eritema, qualidade microbiologica.

ABSTRACT

The purpose of this study was to compare both in vivo and in vitro methods evaluating toxicity and
microbiological quality of 60 disposable hygienic products samples commercialized in the city of S&o
Paulo. For in vivo toxicity testing, both “Draize”, and modified Magnusson-Kligman Method” were
carried out, and “agar diffusion” was used for in vitro testing, employing NCTC clone 929 (ATCC-
CCL1) and SIRC (ATCC-CCL-60) cell lines. Microbiological analysis was performed according to
“Bacteriological Analytical Manual On Line”, 2001. The analyzed products neither caused primary
skin rash, nor cumulative dermal rash, nor cutaneous sensitization, though on in vitro test, slight to
severe toxicities were observed in 18 samples on both cell lines, with zone index (ZI) of 2.0 — 4.0.
Microbiological analysis revealed high number of mesophilic aerobic microorganisms counting, positive
results for molds, and presence of Enterobacter sp, Enterobacter agglomerans and Enterobacter cloacae.
Based on the observed data in order to guarantee the consumer - health safety it should be stated the use
of in vitro cytotoxicity test for both  products of internal and external use, in addition to the tests
referred by effective Brazilian laws. The preceding accomplishment of this test might be established as
screening test.

Key Words. diaper dermatitis, cytotoxicity, eritema, microbiological quality.
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INTRODUCAO

Com o desenvolvimento tecnoldgico na area industrial,
os produtos descartaveis para higiene pessoal adquiriram ampla
aceitacdo pelo mercado consumidor. Entre estes produtos, 0s
mais utilizados sao fraldas descartaveis infantis e geriatricas,
absorventes femininos de uso externo e interno, absorventes
de leite materno, algoddo hidrdfilo e lengos umedecidos. Essa
classe de produtos esta dispensada de registro junto a ANVISA
do Ministério da Saude, porém sujeita ao regime de Vigilancia
Sanitaria, sendo que o fabricante, importador ou distribuidor
sdo responsaveis pelo seu controle.

A legislacdo brasileira® da Secretaria Nacional de
Vigilancia Sanitaria exige somente os testes de irritagdo dérmica
priméaria, cumulativa, sensibilizacdo cutanea e anélise
microbiolégica para os produtos acabados de uso externo e
interno, e para as matérias primas de produtos de uso interno
incluem também o teste de citotoxicidade in vitro. A avaliacdo
in vitro vem apresentando crescente importancia nos testes para
deteccdo da toxicidade de biomateriais que entram em contato
direto ou indiretamente com o ser humano, sendo que as
culturas celulares indicam maior sensibilidade,
reprodutibilidade, rapidez e menor custo em relacéo aos testes
em animais 23,

Como estes produtos podem gerar problemas de satde
publica, foi realizado um estudo para avaliar a sua qualidade
sanitaria. Além dos testes preconizados pela legislagao vigente,
foi incluido o teste de citotoxicidade in vitro para os produtos
acabados de uso externo e interno, em razdo dos freqlientes
relatos na literatura?, de dermatites em criancas e adultos,
irritacdo ocasionada pelo “latex” das fraldas e de outros
componentes utilizados no processo de fabricagéo.

A dermatite, popularmente, chamada de assadura,
stricto sensu é ocasionada por contato com um irritante
primario na regido da fralda, afetando mais de 50% dos infantes
entre o sétimo e décimo segundo més de vida. Habitualmente,
manifesta-se com quadro de leve intensidade como uma erupc¢ao
eritematosa tipica podendo também se apresentar de forma
atipica, mais grave e com elementos eruptivos de outras
dermatoses. A dermatite de “Jacquet” é uma forma clinica
incomum e grave da dermatite de fralda*. Na maioria das vezes,
este quadro dermatoldgico é decorrente da acdo irritante do
material constituinte da fralda combinada com a dos materiais
biologicos (urina, suor, fezes e de outras secrecdes), também
conhecida como dermatite amoniacal®®’. Uma vez instalada, a
possibilidade de invasdo local por germes existentes
normalmente na pele ou veiculados pelos detritos aumenta
consideravelmente, podendo um eritema ser transformado
numa lesdo mais grave, infectada por leveduras ou bactérias®.
O fator isolado mais importante da dermatite de fraldas é a
producdo de amoénia a partir da uréia, por atividade de certas
bactérias. O pH da urina, ap6s decomposicdo por bactérias
urease-positivas, torna-se fortemente alcalino e irritante para
a superficie cutanea que é normalmente acida®%®°, A friccdo e

a maceracdo sdo fatores predisponentes frequentemente
necessarios para o desenvolvimento dessa afecgdo. As fezes
sdo consideradas o elemento principal envolvido na génese da
doenga, em que as enzimas lipoliticas e proteoliticas fecais
agem como fatores desencadeantes®5°.

Os objetivos deste trabalho foram comparar os métodos
referentes aos testes de irritagdo dérmica primaria e
citotoxicidade para viabilizar a substituigdo do método in vivo
pelo in vitro, possibilitando a diminuicdo do uso de animais
em testes laboratoriais. Assim como avaliar a qualidade
sanitaria dos produtos higiénicos descartaveis disponiveis no
comércio na cidade de Sdo Paulo, quanto a qualidade
microbioldgica.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 60 amostras de produtos de higiene,
de diversas marcas, tais como fraldas descartaveis, absorventes
higiénicos femininos de uso externo e interno, absorventes de
leite materno, algoddo hidrdéfilo e lengos umedecidos.

As avaliacBes in vivo foram feitas pelos ensaios de
irritagdo dérmica priméria e cumulativa, utilizando 6 coelhos
albinos da raca Nova Zelandia, pesando de 2 a 2,5 Kg, sendo
a irritagdo dérmica priméria realizada com uma Unica aplicacéo
e no ensaio de irritagdo dérmica cumulativa foram feitas 10
aplicagdes consecutivas. Os indices de irritagdo foram obtidos
de acordo com 0 método de Draize*%,

O ensaio de sensibilizacdo cutanea foi realizado pelo
método Modificado de Magnusson e Kligman 2131415 ytilizando
20 cobaias albinas de raga Swiss, pesando em torno de 300
gramas. Os resultados sdo considerados negativos quando
nenhum dos animais apresenta reagdo macroscoépica.

Para avaliacdo in vitro, foi realizado teste de
citotoxicidade pelo método de difusdo em agart231617 utilizando
linhagens celulares certificadas provenientes da American
Type Culture Collection (ATCC).

As linhagens celulares NCTC clone 929 (ATCC-CCL-
1), de tecido conjuntivo de camundongo e a SIRC (ATCC-
CCL-60) de cornea de coelho foram semeadas em placas de
Petri de 60 x 15 mm, na concentracéo de 3,0 x 10° células/mL
de meio minimo de Eagle (MEM) com 10% de soro fetal bovino
(SBF) sem antibidtico e incubadas durante 48 horas a 37 °C,
em estufa com ambiente de 5% de CO,. Apos a formagdo da
monocamada celular, o meio liquido foi descartado e adicionado
volume de 5 mL do meio sélido composto de partes iguais de
MEM (duas vezes concentrado) e agar (Bacto- Difco)a 1,8 %
com 0,01% de vermelho neutro como corante vital.

As leituras das placas foram feitas macroscopicamente
e microscopicamente, observando-se a presenca do halo claro
ao redor do material toxico correspondente as células mortas,
que ndo incorporaram o corante vital. Quando aplicavel, os
didmetros dos halos resultantes do efeito citotoxico foram
cuidadosamente medidos usando paquimetro calibrado e
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classificados em indices de zona (1Z) de acordo com a
Farmacopéia Americana®’.

Todas as amostras foram testadas em triplicata e, como
controle negativo e positivo, foram utilizados respectivamente
disco de papel de filtro atoxico com 0,5 cm de didmetro e
fragmentos com 0,5 cm x 0,5 cm de latex toxico.

Na analise microbiolégica, uma peca inteira da amostra
foi pesada em involucro de plastico estéril e acrescentada agua
peptonada tamponada a 1% (APT 1%) em volume
proporcional ao peso, para resultar na dilui¢do de 10 ou 102
Em seguida, as dilui¢cbes foram semeadas para as seguintes
determinagfes de acordo com Bacteriological Analytical
Manual On Line: contagem em placas de bactérias aerébias
mesofilas, pesquisa de coliformes totais, contagem de clostridio
sulfito redutor e contagem de bolores e leveduras. Apos a
semeadura, o invélucro plastico contendo a amostra e 0
diluente (APT 1%) foi incubado a 35 °C por 48 horas para
enriquecimento e foram realizados os ensaios de pesquisa de
coliformes totais, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus.

RESULTADOS E DISCUSSAO

In vivo

Os resultados obtidos foram todos negativos para 0s
testes de irritacdo dérmica primaria, cumulativa e
sensibilizacdo cutanea.

In vitro

No teste de citotoxicidade in vitro foi observada
toxicidade variando de leve a severa, com indice de zona entre
(2,0 — 4,0), nas duas linhagens celulares NCTC clone 929 e
SIRC, em dez fraldas na regido de elastico, uma fralda na regido
do adesivo, dois absorventes maternos na regido externa e cinco
amostras de lencos umedecidos, conforme mostra a Tabela 1.

Nas fraldas, observou-se que a regido que mais
apresentou toxicidade foi a do elastico, cuja matéria prima era
o “latex”. Atualmente, as empresas de grande porte
substituiram este material por “lycra”, porém existem pessoas
com intuito de aumentar a renda, fabricam fraldas descartaveis
em casa e desconhecem tal fato, comprometendo a qualidade
de seus produtos.

No adesivo das fraldas, absorvente de leite materno e
lencos umedecidos, supBe-se que a toxicidade apresentada possa
estar relacionada a qualidade da cola, do material utilizado e a
presenca de fragrancias.

In vivo X in vitro

Na Farmacopéia Americana'’ o indice de toxicidade
aceitavel para os produtos hospitalares é até 1Z=2 (leve
toxicidade), e comparando os valores obtidos nos testes de
irritagdo dérmica priméria e teste de citotoxicidade, observou-
se que 30% das amostras apresentaram efeito toxico no teste
de citotoxicidade in vitro nas duas linhagens celulares e 70%
foram negativos tanto nos ensaios in vitro como in vivo,
conforme mostram a Figura 1 e a Figura 2.

Tabela 1. Média dos didmetros dos halos de toxicidade (cm) e sua classificacdo em indice de zona (1Z) obtidos nas diferentes
amostras de produtos descartaveis para as linhagens celulares NCTC clone 929 e SIRC.

Amostras NCTC clone 929 SIRC
Meédia (cm) 1z Meédia (cm) 1z
Fraldas 1 0,68 3,0 0,63 3,0
2 0,63 3,0 0,53 3,0
3 0,57 3,0 0,67 3,0
4 0,78 3,0 0,60 3,0
5 0,43 2,0 0,10 2,0
6 0,82 3,0 0,70 3,0
7 0,80 3,0 0,80 3,0
8 1,25 4,0 1,17 4,0
9 0,85 3,0 0,80 3,0
10 0,78 3,0 0,67 3,0
11 0,78 3,0 0,67 3,0
Absorventes maternos 1 0,27 2,0 0,25 2,0
2 0,27 2,0 0,25 2,0
Lencos umedecidos 1 0,13 2,0 0,13 2,0
2 0,13 2,0 0,10 2,0
3 0,27 2,0 0,00 2,0
4 0,28 2,0 0,00 2,0
5 0,13 2,0 0,10 2,0
Papel de Filtro Controle - 0,00 0,0 0,00 0,0
Latex Controle + 0,70 3,0 0,70 3,0
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1 -2 placas das linhagens celulares SIRC e NCTC clone 929 mostrando o efeito citotdoxico como um
halo claro formado por células mortas.

3-4 — Fotomicrografias de linhagens celulares SIRC E NCTC clone 929 mostrando o efeito
citotoxico representado por células mortas sem o corante vital.

Figura 1. Método de citotoxicidade in vitro

O Reacéo positiva "in vitro"

Reagéo negativa "in vivo" e "in vitro"

Figura 2. Porcentagem de amostras positivas no teste de toxicidade in vitro.

Analise microbioldgica

A andlise microbiol6gica apresentou resultados
positivos para bolores em quatro fraldas descartaveis
industrializadas, contagens variando de 1,1 x 10°a 3,3 X 108
UFC/g e a presenga de Enterobacter sp em algod&o ortopédico,
Enterobacter agglomerans em uma fralda de origem caseira
e Enterobacter cloacae em algoddo hidréfilo. Estas

contaminagdes podem ter ocorrido, provavelmente, durante o
armazenamento e/ou devido & origem da matéria prima
utilizada. O isolamento das bactérias Enterobacter sp,
Enterobacter agglomerans e Enterobacter cloacae foi obtido
apos o enriquecimento em agua peptonada tamponada a 1%,
a partir do qual foi realizada a inoculagdo em caldo lauril
sulfato, plaqueamento em agar eosina azul de metileno,
segundo Levine!®, isolamento no meio IAL e posterior
identificagdo bioquimica neste Instituto. Duas amostras de
algoddo ortopédico apresentaram contagem de bactérias
aerébias mesofilas (3,9 x 10%e 4,2 x 10* UFC/g), acima do
limite tolerado pela legislagdo em vigor!. Todas as amostras
apresentaram pesquisa negativa para E. coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, clostridio sulfito redutor e
leveduras.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos observou-se que
além dos testes preconizados pela legislagdo brasileira vigente,
o teste de citotoxicidade in vitro também deve ser recomendado
para os produtos acabados de uso externo e interno, sendo
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uma técnica rapida de baixo custo e alta sensibilidade, podendo
ser usado como ensaio de triagem. Além disso, podera evitar
problemas de Salde Publica garantindo maior seguranca a
satde do usuario, pois os produtos de higiene sdo utilizados
por tempo prolongado em criancas e adultos, podendo causar
dermatites de contato e infecges.
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RESUMO

O controle higiénico-sanitario dos alimentos é fundamental para o sucesso de qualquer empresa no
ramo alimenticio. O objetivo deste trabalho foi avaliar a contaminagdo microbioldgica de amostras de
erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.). As amostras foram do tipo cancheada folha verde e folha
tostada. As analises foram realizadas de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude e a Resolugdo
ANVISA/MS (RDC N°. 12/2001): contagem de bolores e leveduras (UFC/g), contagem de bactérias
mesofilas (UFC/g), contagem de coliformes a 35° C (NMP/g), determinagdo do Nimero Mais Provavel
de coliformes a 45° C (Escherichia coli) (NMP/g) e pesquisa de Salmonella spp/25g. Como complemento
foi determinada a atividade de agua nas amostras. Os resultados de atividade de agua revelaram valores
entre 0,639 e 0,713g/100g. As amostras analisadas obtiveram resultados em conformidade a legislacao
vigente, demonstrando boas praticas de fabricacao e qualidade da erva-mate ao consumidor.
Palavras-Chave. erva-mate, microbiologia, atividade de agua.

ABSTRACT

Food sanitary-hygienic control is fundamental for any food company having success. The present work
aimed at analyzing yerba -mate (llex paraguariensis St. Hil.) for assessing the occurrence of
microbiological contamination. The analyzed samples were of two types green leaf and toasted leaf. The
analyses were performed according to the World Health Organization and the Brazilian Resolution
(ANVISA/MS, RDC N°. 12/2001) guidelines: the yeast and molds counting (UFC/g), the mesophylic
aerobic bacteria counting (UFC/g), the most probable number of total and fecal coliforms/E. coli (NMP/
g), besides Salmonella spp/25g survey. Also, water activity was analyzed on yerba-maté samples. The
results obtained from these analyses were in conformity to the effective legislation, showing the use of
good product manufacturing practices, and the quality of maté available to consumers.

Key Words. yerba-maté, microbiology, activity of water.

INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) é um dos
produtos agroindustriais de grande importancia econémica no
sul do Brasil, sendo produzida nos Estados do Rio Grande do
Sul, Parana e Santa Catarina. Segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), na safra de 2003,
0 maior produtor de erva-mate foi o Rio Grande do Sul, seguido
pelo Parana e Santa Catarina®3.

A producéo e comercializacdo do produto no pais é
regulamentada pelo Ministério da Salde, Divisdo de Alimentos
(Portaria 464/97) e os critérios de qualidade encontram-se
fixados na Resolucdo n° 302, de 07 de novembro de 2002, do
Ministério da Saude*®.

Segundo a Resolugdo n. 302, de 07 de novembro de
2002, do Ministério da Saude, erva-mate é o produto constituido
exclusivamente pelas folhas e ramos, das variedades de llex
paraguariensis, na forma inteira ou moida obtidos através de
tecnologia apropriada®.

Os aspectos fundamentais da qualidade da erva-mate
sdo: a identidade do produto, qualidade microbioldgica,
toxicologia, composicdo fisico-quimica adequada e
caracteristicas sensoriais®’.

O desenvolvimento microbiano nos alimentos é
condicionado por diversos fatores ambientais, como
temperatura e umidade relativa, denominados extrinsecos e
por fatores intrinsecos, sendo os principais a Aa, pH, potencial
redox e a composicdo quimica do alimento®.
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A Aa é uma forma de expressar a quantidade de agua
em um alimento que se encontra disponivel para reagdes
metabolicas e o desenvolvimento de microrganismos. A Aa é
uma andlise importante na estocagem de alimentos
desidratados®. Segundo Maltini et al.*t, a Aa é um determinante
para o desenvolvimento de microrganismos e para a maioria
das reacOes de degradacdo dos alimentos de natureza quimica,
fisica e enzimatica.

De acordo com Mathlouthi®, para inibir a multiplicacao
de microrganismos € necessario que o alimento apresente baixa
Aa.

A Aa determina os limites minimos de agua disponivel
para o desenvolvimento microbiano. A maioria das bactérias e
fungos néo se desenvolve em Aa menor que 0,91 e 0,80,
respectivamente. Em geral, a Aa minima para a producéo de
toxinas é freqlientemente maior que a Aa necessaria para 0
desenvolvimento de microrganismos*?2,

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade
microbioldgica de amostras de erva-mate verde e tostada e a
atividade de agua dessas amostras, provenientes da regiao de
S&o Mateus do Sul no Parana.

MATERIAL E METODOS

A matéria-prima utilizada para a realizacdo deste
trabalho foi a erva-mate tipo cancheada industrial folha verde
e folha tostada, proveniente da regido de Sdo Mateus do Sul-
PR. As amostras foram coletadas no periodo de novembro de
2003 a margo de 2004 e dezembro de 2004, processadas na
unidade de S&o Mateus do Sul da Empresa Baldo S. A,
Comeércio, IndUstria e Exportacéo, e codificadas como: (ECN)
erva-mate cancheada nova, (ECNT) erva-mate cancheada nova
tostada, (ECD) erva-mate cancheada descansada estocada por
seis meses, (ECDT) erva-mate cancheada descansada tostada
estocada por seis meses, (ECSFT) erva-mate cancheada safrinha

tostada processada em trocador de placas e (ECFT) erva-mate
cancheada safrinha tostada processada no sistema tradicional,
em secador de esteiras.

Foi utilizado o delineamento de blocos ao acaso com
seis tratamentos e trés repeticdes, para as seis amostras de erva-
mate estudadas. A anélise estatistica foi realizada com o
programa MSTATC (versdo 2.10) da Michigan State University,
submetendo os resultados a analise de variancia (ANOVA) e
ao teste de Tukey, no nivel de 5% de probabilidade.

As amostras foram peneiradas para retirar a goma e o
p6 fino e na sequiéncia homogeneizadas e acondicionadas em
filmes plasticos fechados hermeticamente em temperatura
ambiente, ao abrigo da luz, e avaliadas, em triplicata, quanto a
contagem de bolores e leveduras (UFC/g), contagem de
bactérias mesofilas (UFC/g), contagem de coliformes a 35° C
(NMP/g), determinacdo do NUmero Mais Provavel de
coliformes a 45° C (Escherichia coli) (NMP/g) e pesquisa de
Salmonella spp/25g, de acordo com o Beuchat et al**, Morton®®,
Kornacki et al*®, Andrews, et al’.

Como complemento a andlise, determinou-se a atividade
de agua nas amostras, em triplicata, utilizando-se o higrometro
Decagon, da marca Aqua Lab, modelo CX2, cddigo CFR 110,
calibrado a 21° C e seguindo o método regulamentado pelo
Departamento de Boas Praticas de Fabricacdo da Food and
Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos?®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos parametros microbiologicos das
amostras de erva-mate analisadas sdo apresentados na Tabela
1.

A Resolugdo-RDC n. 12, de 2 de janeiro de 2001, da
Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)Y, do
Ministério da Salde, estabelece para cha e produtos similares,
obtidos por processamento térmico (torragdo e processos

Tabela 1. Média dos parametros microbioldgicos das amostras de erva-mate.

DETERMINACAO ECN ECNT ECD ECDT ECSFT ECFT
Contagem de bactérias 5,0 x 10? 2,0 x 10t 1,0 x 10t <10 4,5 x 10? <10
mesdfilas (UFC/g)

Contagem de coliformes <3 <3 <3 <3 <3 <3

a 35° C (NMP/qg)

Contagem de coliformes a <3 <3 <3 <3 <3 <3
45° C (Escherichia coli) (NMP/g)

Contagem de bolores e 1,0 x 102 5,0 x 10t < 10? <102 5,0 x10? <102
leveduras (UFC/g)

Pesquisa de Samonella spp/25g Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia

NOTA: ECN = erva-mate cancheada nova; ECNT = erva-mate cancheada nova tostada; ECD = erva-mate cancheada
descansada; ECDT = erva-mate cancheada descansada tostada; ECSFT = erva-mate cancheada safrinha tostada (secagem
em trocador de placas); ECFT = erva-mate cancheada safrinha tostada (secagem em secador de esteiras)
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similares), consumidos ap0s tratamento térmico (infusdo e
decocgdo), com ou sem adicédo de agUcar e outros ingredientes,
auséncia de Salmonella spp. em 25g de amostra e limite
maximo de 5 x 10° NMP/g para coliformes a 45° C.

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS)® estabelece
para chas consumidos na forma de infusdo ou decocto as
contagens de bactérias mesdéfilas com limite maximo de 107
UFC/g, e de bolores e leveduras com limite maximo de 10*
UFC/g.

Verificou-se que todos os parametros microbiologicos
atenderam tanto a legislacao brasileira vigente'®, como também
ao estabelecido pela OMS?, revelando Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF).

Burgardt?! determinou as caracteristicas microbiologicas
para erva-mate cancheada verde e encontrou populagéo inferior
a trés NMP/g, para coliformes fecais e populacéo de 6,0 x 102
UFC/g para bolores e leveduras e Salmonella spp néo foi
detectada em 25g do produto.

Hermes e Hanefeld? avaliaram nove amostras de erva-
mate ao longo de seis meses e encontraram, em média, 5,0 x
10% UFC/g de bolores e leveduras, e auséncia de coliformes
totais, coliformes fecais e Salmonella spp.

Nietsche’ determinou os parametros microbioldgicos na
erva-mate cancheada e encontrou para a contagem de
coliformes a 45° C o valor de <3 NMP/g, a contagem de bolores
variou de < 10% a 4,8 x 10°® UFC/g e auséncia de Salmonella
spp.

Borges et al.?® avaliaram a contagem de fungos no controle
de qualidade da erva-mate comercializada em Curitiba-PR e
detectaram bolores e leveduras acima do permitido pela
Resolucdo-RDC n.12 (ANVISA)®, em duas das cinco
amostras analisadas.

Bordenave et al.?* determinaram a qualidade
microbioldgica de 50 amostras de erva-mate cancheada de
diferentes induUstrias ervateiras e encontraram na contagem
de bactérias mesofilas uma variagdo na ordem de < 10% a 10°
UFC/g, para contagem de bolores e leveduras os valores
oscilaram entre 2 x 10 e 4 x 10* UFC/g, para coliformes
totais os valores ficaram entre < 3 e 12 x 10° NMP/g e nao
foram detectados coliformes termotolerantes.

Santos?® avaliou a estabilidade da erva-mate em
embalagens plasticas de polietilieno tereftalato (PET), durante
180 dias e encontrou os seguintes resultados: bactérias
mesofilas uma variacdo de 3,8 x 10° e 1,1 x 102UFC/g, bolores
e leveduras uma variagdo de 6,0 x 10%? e < 10?2 UFC/g,
coliformes a 35° C ficaram entre 23 e < 3 NMP/qg,
determinacgdo do NUmero Mais Provavel de coliformes a 45°
C foi <3 NMP/g e auséncia de Salmonella spp.

Com relacdo a Aa, que é a medida mais acurada para
se determinar a habilidade de multiplicagdo microbiana,
observou-se que os valores variaram de 0,639 a 0,713 (Tabela
2). Estes dados sdo inferiores aos valores criticos minimos
para o desenvolvimento microbiano e provavelmente, refletem
boas condi¢fes de armazenamento.

Tabela 2. Teor médio de atividade de agua de amostras de
erva-mate cancheada.

Amostras Aa(g/100 g) Erro padrdo
ECN 0,639° 0,01
ECNT 0,642 0,01
ECD 0,667 0,01
ECDT 0,679 0,01
ECSFT 0,713 0,01
ECFT 0,7102 0,01

NOTA: ECN = erva-mate cancheada nova; ECNT = erva-mate cancheada
nova tostada; ECD = erva-mate cancheada descansada; ECDT = erva-mate
cancheada descansada tostada; ECSFT = erva-mate cancheada safrinha tostada
(secagem em trocador de placas); ECFT = erva-mate cancheada safrinha tostada
(secagem em secador de esteiras); Letras mindsculas diferentes para cada amostra
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

De acordo com os dados microbioldgicos e de Aa
obtidos neste trabalho, observou-se que a baixa Aa influiu
diretamente na qualidade microbiol6gica, e que todos 0s
parametros microbioldgicos ficaram abaixo dos limites
estabelecidos pela legislagdo vigente.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo
conclui-se que as amostras analisadas apresentaram-se dentro dos
parametros estabelecidos pela legislacdo vigente e revelaram
procedimentos adequados nas diversas etapas da cadeia produtiva:
nacolheita, durante o transporte, processamento e armazenamento,
mantendo a qualidade do produto para o consumidor.
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RESUMO

O V. cholerae sorogrupo O1 é o agente etioldgico da colera pandémica, sendo considerado dentre os
vibrios patogénicos ao homem, o mais importante. Os sintomas das infecces por esta bactéria variam
de diarréia branda a doenga grave podendo até levar a 6bito. Dentre os alimentos marinhos, as ostras
representam uma das principais vias na transmisséo de colera. Os métodos convencionais para detec¢éo
do V. cholerae O1 sao laboriosos e demorados havendo, portando, a necessidade de implantar métodos
rapidos, sensiveis, especificos, simples e de baixo custo. O objetivo deste estudo foi avaliar a técnica de
aglutinacdo de particulas de latex sensibilizadas com anticorpo monoclonal (AcMo) na detecgdo de
V. cholerae O1 em ostras, contaminadas laboratorialmente. A técnica de aglutinacdo com latex
sensibilizado detectou 1,2x10? UFC da bactéria (diluicdo 1/32). As amostras de ostras utilizadas para
contaminagdo originalmente ndo continham V. cholerae, mas outras bactérias foram detectadas, tais
como: Proteus mirabilis, Pseudomonas spp. e outros vibrios. O presente estudo demonstrou que a deteccao
de V. cholerae em alimentos foi reduzida para 18 horas, considerando que pela metodologia convencional
a analise é finalizada, em média, em 7 dias. O AcMo produzido apresentou uma sensibilidade e
especificidade de 100% para V. cholerae.

Palavras-Chave. V. cholerae, anticorpo monoclonal, ostras, ensaio diagnostico, reacdo de aglutinacdo

ABSTRACT

V. cholerae serovar O1 is the etiologic agent responsible for pandemic cholera, and it is considered the
most important human pathogenic Vibrio. The symptoms presented by patients affected by this bacterium
vary from mild diarrhea to severe disease, and may even lead to death. Among the diverse types of
seafood, the oysters pose as an important means for cholera transmission. Traditional methods used to
detect V. cholerae are laborious and time-consuming, and there is an urgent need to establish a rapid,
sensitive, specific, simple, and low-cost testing . The objective of this trial was, therefore, to assess the
performance of a slide agglutination test using latex particles sensitized with specific monoclonal
antibodies (MAb) for detecting V. cholerae O1 in experimentally-contaminated oysters. The slide
agglutination test based on sensitized latex detected 1.2X102 CFU of bacteria (dilution 1:32). Oyster
samples used in the present study, for being experimentally contaminated, were originally free of
V. cholerae, but other bacteria were found, such as: Proteus mirabilis, Pseudomonas spp, and other
vibrios. The present study demonstrated that the period of time needed to verify the food contamination
with V. cholerae is 18 hours, taking in consideration that traditional methods require an average of 7-
day period for getting the final results. The produced MAb presented 100% of specificity to V. cholerae
0L

Key Words. V. cholerae, monoclonal antibodies, oysters.
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INTRODUCAO

O V. cholerae sorogrupo O1 é o agente etioldgico da
colera pandémica, sendo considerado dentre os vibrios
patogénicos ao homem, o mais importante e debilitante. Sete
pandemias de colera foram descritas desde 1817. A sétima
pandemia iniciou em 1961 na Indonésia, disseminou-se pela
Asia e Africa atingindo a América Latina em 19911,

A classificagdo do V. cholerae é baseada nos anticorpos
somaticos (antigenos O) e sdo conhecidos pelo menos 206
sorogrupos?®. O sorogrupo O1 é dividido em dois bi6tipos, o
Cléassico e o El Tor. Fatores antigénicos permitem a
diferenciacdo desses dois bidtipos em trés sorotipos, Ogawa,
Inaba e Hikojima, sendo este Ultimo raro. Em 1993, durante os
surtos de colera em Bangladesh, na Baia de Bengal e india
detectou-se a presenca de V. cholerae ndo O1* mais tarde
identificado como pertencente a um novo sorogrupo, o 0139,
chamado Bengal, como referéncia ao local da sua origem®.

Apesar do V. cholerae ser considerado parte da biota normal
de areas estuarinas e rios®’, a natureza da sobrevivéncia e
persisténcia de V. cholerae O1 toxigénico e 0139 em ecossistemas
aquaticos e os fatores relacionados com sua patogenicidade nestes
ambientes ndo estao claros®. A sobrevivéncia pode ser decorrente
da influéncia de fatores bidticos e abidticos, tais como: pH,
temperatura, salinidade da agua e associacdo especifica da bactéria
com plantas e animais aquaticos®.

A éagua constitui o principal veiculo da colera em areas
onde a doenca é endémica®, entretanto, os alimentos marinhos,
principalmente as ostras, representam uma importante via de
transmissao de V. cholerae'®!. O primeiro relato na literatura
de transmisséo de V. cholerae O1 biotipo El Tor por ingestdo
de ostras cruas foi descrito em 1986, na Fldrida, EUA™. Surtos
de colera tém sido descritos mundialmente, assim como seu
reaparecimento em regides que ja estavam livres®*415, No
Brasil, de 1991 a 2001, foram descritos 168.598 casos e 2.036
6bitos. Em 2002 e 2003, ndo foram detectados casos
confirmados de colera. Entretanto, em Pernambuco foram
confirmados 21 casos em 2004 e cinco em 2005%,

Os sintomas causados pela ingestéo de V. cholerae O1
variam de diarréia branda a doenca grave. A forma mais comum
(cholera gravis) é causada pelas cepas do sorogrupo O1
produtoras de uma enterotoxina denominada toxina colérica
(CT). Cepas ndo toxigénicas também podem causar a doenga,
porém de forma mais branda®.

Adetec¢do de microrganismos patogénicos, em amostras
de alimentos e agua, é fundamental para minimizar e/ou evitar
a ocorréncia de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAS).
Os métodos tradicionais de cultura normalmente sdo demorados
havendo, portanto, a necessidade de implantar métodos rapidos,
sensiveis, especificos, simples e de baixo custo. Métodos
rapidos, como a aglutinagdo com particulas de latex
sensibilizadas com anticorpos monoclonais (AcMo), podem
ser Uteis para os Laboratorios de Salde Publica na investigacéo,
diagnostico e prevencéo de surtos de DTAS.
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A primeira técnica para obtencdo de AcMo de
especificidade definida foi descrita por Kohler & Milstein
(1975)®. Esta técnica, amplamente utilizada, baseia-se no fato
de que cada linfocito B produz anticorpo de especificidade Gnica.
Consiste na fusao de células secretoras de anticorpo, isoladas de
um animal imune, com células de mieloma, um tipo de tumor
de linfocito B, ndo secretor de anticorpo, no qual foram induzidas
falhas na via de sintese de nucleotideos, tornando-os deficientes
nas enzimas hipoxantina guanina fosforibosil transferase ou
timidina quinase, o que faz com que ndo sobrevivam em meio
seletivo contendo hipoxantina, aminopterina e timidina (HAT).
Desta forma, somente os hibridos ou hibridomas sobrevivem,
pois os linfécitos B morrem apds uma a duas semanas em
cultura®. As imunoglobulinas oriundas de um Unico clone
possuem especificidade Unica.

O objetivo deste estudo foi avaliar a técnica de
aglutinacdo com particulas de latex sensibilizadas com AcMo
na deteccdo de V. cholerae O1 em ostras, contaminadas
laboratorialmente.

MATERIAL E METODOS

Cepa

AcepaV. cholerae O1, ndo toxigénico, CETESB 16457,
IAL 1965 foi obtida na Secdo de Colecdo de Culturas do
Instituto Adolfo Lutz.

Animais

Camundongos da linhagem BALB/C foram imunizados
pela via subplantar com 1x10? células inteiras de V. cholerae,
inativadas com formalina 0,5% no volume de 10uL,
previamente emulsificadas na mesma propor¢do em adjuvante
completo de Freund (Sigma). Apés 20 dias, 0s animais
receberam uma dose refor¢o pela mesma via e a mesma
quantidade de antigeno, embora a emulséo tenha sido feita em
adjuvante incompleto de Freund (Sigma). Os camundongos
foram sangrados pelo plexo oftalmico para analise, por meio
do ensaio imunoenzimatico (ELISA), da quantidade dos
anticorpos produzidos antes da fusdo. Utilizamos o protocolo
técnico baseado em estudos para obtencdo de AcMo em nosso
laborat6rio?®>?4, com algumas modificagdes®. O trabalho foi
aprovado pelo Comité de ética e pesquisa do Instituto Adolfo
Lutz CTC/BM 44/99.

Obtencéo de células de linfonodos popliteos

Foi utilizado um camundongo para a fuséo celular. Trés
dias antes da fusao celular, que corresponde dois dias ap0s ter
sido realizada a Gltima coleta da amostra de sangue, foi dado
reforco contendo 1x10? células integras de V. cholerae em
solucdo salina. Os linfonodos popliteos do camundongo
imunizado foram retirados assepticamente e macerados com
I&aminas de microscopia com um dos lados do vidro esmerilhada
em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco), suplementado com
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L-glutamina (Gibco) a 1%, piruvato de sédio (Gibco) a 2%,
meio nédo essencial MEM a 1%, gentamicina (Gibco) a 0,1% e
HEPES (Gibco) a 1,5%. As células assim obtidas foram
reservadas para a técnica de fusédo celular.

O cultivo das células de mieloma P3X63-Ag8.653 foi
realizado até atingirem a fase logaritmica de crescimento um dia
antes da fuséo (acertando a concentracdo para 5x10* células/mL).
Um dia antes da fusdo foi obtido o feeder layer de macrdfagos,
injetando 5 mL de RPMI com SFB (soro fetal bovino) no peritnio
de um camundongo. O lavado peritoneal foi diluido em 45 mL de
meio e distribuido em placa de cultura de 96 orificios. As placas
foram incubadas a 37°C em estufa de CO, a 5%.

Obtencao dos hibridomas (Fuséo celular)

Os linfdcitos e as células mielomatosas foram lavados
separadamente utilizando o meio RPMI e centrifugados
durante 5 minutos a 800xg. Os sobrenadantes foram
descartados e foram adicionados 10 mL do meio, tanto no
pellet de linfécitos como naquele das células de mieloma. Foi
realizada contagem das células diluidas a 1:2 em tryplan blue
(Gibco) a 0,1%. As células foram misturadas na proporcéao
1:1 (células de linfonodo/mieloma) e apds centrifugacao, foi
realizada a fusdo celular com o sedimento utilizando uma
solucdo, previamente autoclavada, de 0,5 g de polietilenglicol
3500 (MERCK) diluidaem 0,7 mL de PBS (pH 7,4), contendo
50 uL de dimetilsulféxido (Sigma), gota a gota, por 1 min. a
37°C. Na seqiiéncia, as células foram mantidas em repouso
por 1,5 min a 37°C, foi adicionado 1 mL de RPMI com SFB,
gota a gota por 1 min. a 37°C, e mais 20 mL de RPMI, gota a
gota por 4 min. a 37°C. As células foram mantidas em repouso
por 4 min. a 37°C. Em seguida foram centrifugadas em meio
RPMI com SFB, contendo HAT a 3% (Gibco) na propor¢do
de 1x108 células por mL de meio. Apds duas horas de incubagao
a 37°C, as células foram distribuidas em volume de 100 uL
por orificio em placas contendo feeder layers de macréfagos
e mantidas a 37°C com 5% de CO,,.

A primeira troca de meio foi realizada ap6s 3 dias, as
subseqientes a cada 2 dias, e apés uma semana o HAT foi
substituido por hipoxantina e timidina (HT) (Gibco) a 2% e
mantido por mais duas semanas, quando se passou a utilizar
RPMI-SFB. A selecdo dos clones por ELISA foi iniciada 10
dias ap6s a fusao celular, quando os hibridomas ja se
apresentavam com bom crescimento (ocupando 1/3 do pogo).
O ELISA paraaselegdo dos clones foi feito com células intregas
de V. cholerae. Para a selegdo foi utilizado conjugado anti-
IgG de camundongo pelo interesse em obter AcMo do is6tipo
IgG. Os clones que apresentaram maior reatividade por ELISA
foram submetidos a diluicdo limitante. As células selecionadas
na reclonagem (2x) foram isotipadas e expandidas in vitro e
in vivo. Os is6tipos dos AcMo foram determinados por meio
de ELISA. As placas foram sensibilizadas com 100 uL de Acs
anti-lgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3 de camundongos diluidos a
1:1000 em tampéo carbonato/bicarbonato pH 9,6 e incubados
durante 16 h a 4°C. Na sequéncia, as placas foram lavadas

com solucdo PBS-Tween 0,05% e bloqueadas por 1h com 200
uL de leite 5%. Repetidas as lavagens, foram incubadas com
100 uL de sobrenadante de cultura de células. Apds 1h a 37°C
foram feitas novas lavagens e adicionados 100 uL do conjugado
de anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase na
diluigdo 1:2000 em leite desnatado (Gloria-Brasil) 1%. Apos
a incubacdo de mais uma hora 37°C, novas lavagens foram
feitas, e a reagdo foi revelada com o substrato preparado com
10 uL de agua oxigenada e 9 mL de uma solucédo de tampéo
(citrato-fosfato) contendo cromoégeno 3,3°,5,5°-
Tetramethylbenzidine (TMB). A leitura foi feita apos 15
minutos a 450 nm.

Determinacao do indice de avidez dos anticorpos anti-
bactérias integras de V. cholerae

O indice de avidez (I1A) do anticorpo 1E21B3 [IgG2a]
para células integras de V. cholerae foi realizado basicamente
com o mesmo procedimento utilizado para técnica de ELISA,
sendo que os monoclonais foram incubados na auséncia e na
presenca de tiocianato de potassio (KSCN) 1.5M em PBS
(Sigma). O indice de avidez foi expresso como a razéo entre
as médias das absorbancias na presenca de KSCN e na auséncia
de KSCN (com PBS)%.

Especificidade do AcMo anti - V. cholerae

A especificidade dos AcMo anti - V. cholerae foi
avaliada por immunoblot?’. As preparacdes antigénicas, de
células V. cholerae integras, em uma concentracdo de 1x108
foram submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE?, com
uma concentragdo de acrilamida de 13%, corado pelo método
da prata, Comassie blue (Pharmacia). Para a andlise por
immunoblot os antigenos foram transferidos para uma
membrana de nitrocelulose (BioRad). O anticorpo monoclonal
selecionado foi diluido a 1:1000 e o conjugado anti-IgG
(Sigma) diluido a 1:5000. Foi utilizado 3-Amino-9-ethyl
carbazole (AEC) 0,4% PIERCE como substrato.

Protocolo utilizado para a sensibilizagdo de particulas de
Latex com AcMolE21B3

Uma aliquota de 0,75 mL de uma suspenséo a 2,5%
de particulas de latex (1um de didmetro) diluidas em PBS
estéril foi centrifugada durante 6 min. a 7200xg em uma
microcentrifuga. O sobrenadante foi removido e descartado.
Em seguida foi acrescentado 0,75 mL de PBS e agitado
(vortex) até o pellet se desprender completamente, sendo
acrescentado mais 0,75 mL de PBS estéril. A solugéo foi
centrifugada por mais 6 min. na mesma velocidade e o
sobrenadante descartado. A seguir o pellet foi ressuspendido
em uma solucdo de glutaraldeido 8% diluida em PBS. A
suspensdo foi agitada por 4h. Depois deste periodo foi
acrescentado 0,75 mL de PBS, seguido de centrifugagdo a
7200xg/10min e o sobrenadante descartado. O pellet foi
ressuspendido em 1 mL de PBS e adicionado 0,2 mL de
anticorpo monoclonal, na concentragdo de 1mg/mL,
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purificado em coluna de Sepharose 4B-proteina A. A mistura
foi agitada overnight, lentamente, a temperatura ambiente.
O tubo foi completado com 0,5 mL de PBS, centrifugado
7200xg/10min e o sobrenadante descartado. ApGs este
procedimento o sedimento foi ressuspendido em 1,5 mL de
uma solucdo a 0.2M de etanolamina, seguido de agitacdo a
temperatura ambiente por 30 min. Essa fase é importante
para bloquear os sitios das microparticulas de latex que nédo
se ligaram o AcMo. A mistura foi centrifugada por 6 min. na
mesma velocidade e o sobrenadante descartado. O pellet foi
ressuspendido em 1,5 mL de albumina de soro bovino (BSA)
e agitado 30 minutos a temperatura ambiente, para o bloqueio
de sitios ativos remanescentes na particula. A mistura foi
submetida a nova centrifugacdo por 6 min. a 7.200xg e 0
sobrenadante descartado. No final do procedimento a amostra
foi completada para 2,5 mL de tampdo de estocagem. Os
procedimentos utilizados estdo de acordo com as instrugdes
do fabricante (Polyscience - USA).

Amostras analisadas

As amostras de ostras foram provenientes do litoral norte
do Estado de S&o Paulo (S&o Sebastido). Antes da realizagdo
dos testes, foi realizada a pesquisa de V. cholerae O1 nas ostras
por metodologia convencional, segundo FDAZ,

Contaminacdo das ostras

As ostras foram abertas assepticamente com auxilio
de abridor de ostras em ago inox, previamente desinfetado.
A parte comestivel (tecido mole e intervalvar) foi retirada
da concha e homogeneizada. Deste homogeneizado, foram
pesados 25¢ e adicionado 225 mL de agua peptonada alcalina
(APA); esta aliquota foi dividida em dois frascos. Em um
dos frascos foi adicionado 50 uL da cultura de V. cholerae
(controle positivo) e o outro, sem a adi¢do da bactéria, foi
utilizado como controle negativo; ambos foram incubados a
35°C/18h.

Teste de aglutinagdo em latex sensibilizado com AcMo

A partir dos frascos (controle positivo e negativo) foram
realizadas as seguintes diluigdes: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 e 1/32. O
teste de aglutinacdo foi realizado em uma placa por meio da
adicdo de 20 pL de cada diluicdo e 20 uL de particulas de
latex sensibilizadas. Ap6s agitacdo (movimentos circulares),
verificava-se a presenca de aglutinacéo.

A quantificacdo de V. cholerae em cada diluicéo
utilizada no ensaio foi realizada por semeadura em superficie
no 4gar tiossulfato-citrato-sais-biliares-sacarose (TCBS).

RESULTADOS
O clone 1E21B3

O clone 1E21B3 foi selecionado e o sobrenadante de
cultura de células foi precipitado com sulfato de aménio a
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50%. O AcMo obtido ap6s precipitacdo com sulfato de
amonio foi purificado em coluna de Sepharose-4B-Proteina
A%,

Andlise de diferentes lotes do AcMo 1E21B3

Por meio de ELISA podemos observar boa
reprodutibilidade da quantidade de anticorpos 1gG2a
produzidos para o clone 1E21B3 selecionado, produtor de
AcMo para células integras de V. cholerae obtidas de diferentes
partidas. Ascite foi produzida em camundongos?, a analise
por meio de ELISA (Figura 1) mostra a reprodutibilidade dos
lotes obtidos.

Especificidade e caracterizacdo imunoquimica por SDS-
PAGE e Immunoblot do AcMo produzido

O perfil eletroforético de peptideos de V. cholerae foi
demonstrado utilizando o método de coloragdo por prata
(Figura 2. 1.A). O AcMo 1E21B3 utilizado em nosso estudo
reconheceu o antigeno de massa molecular de 4 kDa
aproximadante (Figura 2. 1.B). Na Figura 2. 2. podemos
observar o perfil de antigenos de células integras de V. cholerae
apo6s separacdo eletroforética e coradas por Commasie blue
R (Pharmacie). Antigenos na faixa de 2 a 180 kDa foram
analisados.

indice de avidez
O clone selecionado do is6tipo 1gG2a, apresentou um
indice de avidez de 96%.

Analise do teste de aglutinacdo em latex sensibilizado com
AcMo

A contagem de cada dilui¢do de V. cholerae O1 foi de:
2,0x10° UFC, 1,0x10°UFC, 5,0x102 UFC, 2,5x10% UFC,
1,2x10% UFC para as dilui¢bes 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 e 1/32
respectivamente. O resultado foi positivo até a diluicdo de
1/32 (Figura 3. A). Importante salientar que na amostra

2,00 -

1,80 - £ 1/500

1,60 - £11/1000
g 140 A 7 1/2000.
S 120 & 1/4000.
5 100 1g 41/8000.
g 080 B1/16000
< 0,60

040 £ 1/32000

0,20

0,00

lote1 lote2 lote3 lote4

Figura 1. Analise de sobrenadante de cultura de células dos lotes (1 a 4) do AcMo
1E21B3 do is6tipo 1gG selecionado por meio de ELISA utilizando células inte-
gras de V. cholerae. Os resultados mostram a média de trés ensaios independen-
tes.
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utilizada antes da contaminac¢do ndo havia V. cholerae, mas
foi detectada a presenca de outras bactérias, tais como: Proteus
mirabilis, Pseudomonas spp e outros vibrios. A especificidade
da reacdo de aglutinagdo foi de 100%.

DISCUSSAO

No amplo quadro da investigacéo cientifica na area da
salde observam-se inimeras aplicacdes para 0os AcMo, pois
estes anticorpos possuem especificidade Ginica'®, como também
observado em estudos realizados em nosso laboratorio21:3233,
Dentre estas destacam-se a identificacdo de tumores, de
estruturas protéicas, em testes de identificacdo de antigenos de
histocompatibilidade, técnicas de purificacdo de moléculas por
cromatografia de afinidade, de marcadores fenotipicos Unicos

Figura2.1.a) SDS-PAGE de células integras de V. cholerae ap6s coloragao por
meio da prata. 1.b) Immunoblot- Reatividade do AcMo 1E21B3. 2. SDS-PAGE
de células integras de V. cholerae apds coloragéo por Comassie .

Figure 3. A) Reacdo de latex para V. cholerae : 20 pL da amostra (positiva)
diluida (1) 1/2, (2)1/4, (3) 1/8, (4) 1/16 e (5) 1/32. B) amostra (negativa) diluida
(1)1/2, (2)1/4,(3) 1/16 e (5) 1/32, adicionadas de 20uL de particulas de latex
- AcMo para V. cholerae

para determinados tipos celulares e para analise funcional de
moléculas secretadas ou de superficie celular®,

O local de administracdo de um antigeno determinara
o local em que células séo ativadas. A vantagem do método
para a produgdo de anticorpo monoclonal utilizando linfonodos
popliteos permitiu a producdo de um anticorpo monoclonal
estavel em um curto periodo de tempo para V. cholerae.

O emprego de AcMo se justifica por se tratar de
imunoglobulina com especificidade Unica e como tal representa
um excelente instrumento na identificagdo de estruturas. A
utilizaclo de misturas de anticorpos diferentes, muitas vezes
limita sua aplicacdo, devido a multipla especificidade para
diferentes epitopos antigénicos e heterogeneidade da resposta
imune humoral®.

O isolamento e a identificacdo de microrganismos
patogénicos ao homem visam, principalmente, o
monitoramento das espécies circulantes no meio ambiente e
em alimentos, bem como o controle e prevenc¢do destes
microrganismos, para a caracterizacdo dos perigos
bacterioldgicos nos alimentos, bem como seu controle®. No
caso especifico da clera, dados internacionais tém demonstrado
que sua introducao em um pais dificilmente pode ser evitada.
Entretanto, a disseminag&o pode ser controlada, quando a infra-
estrutura de saneamento basico é adequada e existe um sistema
de vigilancia epidemiologica das diarréias e monitoramento
ambiental que permitam sua deteccéo precoce.

As reacGes de aglutinacdo utilizam particulas de latex
que sao sensibilizadas com antigenos ou anticorpos. Como toda
prova de aglutinacao, baseia-se no principio de que as particulas
sensibilizadas se aglutinam na presen¢a de antigenos ou
anticorpos. Pode ser utilizada como método de triagem,
principalmente em estudos epidemioldgicos, valendo salientar
a especificidade do método.

O latex reativo utilizado é uma suspensao de particulas
de tamanho uniforme sensibilizadas com AcMo especifico para
V. cholerae. As particulas de latex reagem prontamente
formando a reacdo antigeno — anticorpo, perdendo o aspecto
uniforme, iniciando a formagdo de uma malha.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que
foi possivel detectar nimeros de células de V. cholerae abaixo
da dose infectante, que em individuos sadios é relativamente
alta, em média, 108 UFC/g do alimento. Além disso, a deteccdo
deste patogeno foi realizada em 18 horas.

Na metodologia convencional a detec¢édo de V. cholerae
em alimentos, leva em média de 7 a 10 dias. Portanto, a
liberacdo do resultado demanda tempo. A Secdo de
Microbiologia Alimentar, do Instituto Adolfo Lutz Central,
realiza monitoramento de V. cholerae O1 em amostras do litoral
de Séo Paulo, desta forma a introdug&o de novas técnicas, como
a de latex, ird diminuir o tempo e facilitar o trabalho.

A reducgdo no tempo de diagnostico deste patégeno
permitira que medidas de controle possam ser tomadas de forma
rapida pelos 6rgdos competentes, prevenindo a disseminacdo
da doenca e surgimento de novos casos.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi conhecer a soroprevaléncia de HIV, hepatites B e C e sifilis, em mulheres do
Centro de Ressocializagdo Feminino de Rio Claro, SP. Foram analisados os resultados laboratoriais de 225
amostras de soro encaminhadas ao IAL - Rio Claro, entre marco de 2003 e junho de 2004. Os marcadores
sorologicos para as hepatites (HBsAg, anti HBsAg, anti HBc e anti HCV) e os anticorpos anti-HIV foram
detectados por ELISA. Amostras positivas e/ou indeterminadas para HIV, foram submetidas as técnicas de
Imunofluorescéncia Indireta e Western Blot. No imunodiagnostico de sifilis foram utilizados os testes de
VDRL e de TPHA . Foram detectadas as seguintes soropositividades: HIV - 3,6%; VDRL/TPHA - 3,0%; anti
HCV-7,5%; HBSAg - 1,3%; anti -HBsA(g - 20,1%; anti-HBc - 8,5%. Cerca de 63 % das amostras positivas
para HIV apresentaram soropositividades concomitantes para: sifilis (01); anti HCV (02); HBsAg (01) e
HBsAg/anti HCV (01). As amostras analisadas foram de mulheres de 18 a 61 anos de idade, sendo 70,2%
pertencentes a faixa etaria de 21 a 40 anos. O presente estudo reforca a importancia do diagnostico precoce
das DST/aids em mulheres ingressantes nas instituic@es, minimizando a disseminacéo das doengas dentro
e fora do sistema prisional.

Palavras-Chave. soroprevaléncia, HIV, sifilis, hepatites B e C, mulheres encarceradas (reeducandas)

ABSTRACT

This study presents the seroprevalence rates of HIV, syphilis and hepatitis B and C viruses among female
individuals confined at Centro de Ressocializacdo Feminino of Rio Claro (CRF-RC), Séo Paulo State. A
total of 225 serum samples sent from CRF-RC, during the period from March 2003 to June 2004, were
analysed at Rio Claro Regional Laboratory of Instituto Adolfo Lutz. For determining hepatitis B and C
markers, and for HIV screening testing commercially available ELISA reagents kits were employed. HIV
positive and indeterminate samples were tested by IFI and/or Western Blot. Syphilis laboratory markers
were detected by means of VDRL and TPHA assays. The prevalence value found for HIV and syphilis
were 3.6% and 3.0%, respectively , and for hepatitis B and C markers were: 1.3%(HbsAg) ; 20.1%(anti-
HBsAQ); 8.5 %(anti-HBc) , and 7.5 %(anti-HCV). About 63 % of HIV positive samples also showed
positivity for hepatitis B and C markers and/or syphilis. This study emphasizes the relevance in performing
serological testing for STD among individuals confined in prisons or jails in order to avoid or to minimize
the STD transmission to other persons who live in or outside of a penal system.

Key Word. female inmate, seroprevalences of, HIV, syphilis, hepatitis B and C.
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INTRODUCAO

Varios estudos tém apresentado evidéncias
significativas de que populagdes confinadas em presidios,
centros de ressocializagdo e outros, estdo mais expostas a
contrairem doengas infecto-contagiosas (DST/Aids; Hepatites,
Sifilis e outras), em relacdo a populacdo em geral, devido ao
acimulo dos fatores de risco: envolvimento com drogas
injetaveis, superpopulagéo e promiscuidade. A alta rotatividade
(transferéncia) dos individuos entre as unidades prisionais
funciona como fator de disseminagdo e propagacdo das
doencas. Além disto os individuos pertencem, de uma maneira
geral, a grupos populacionais desfavorecidos e expostos a
riscos maltiplos, carentes de programas de salde, sociais e
educacionais, e que muitas vezes ingressam no sistema em
condicGes precarias de saidel®.

O controle da disseminacdo de doencas infecto-
contagiosas envolvendo tais individuos apresenta muitas
dificuldades, pois estes ndo se encontram isolados da
sociedade mantendo vinculos com a populagdo interna e
externa, decorrente do tipo de pena, permissdo de visitas
intimas, término da sentenga, reincidéncia, transferéncia de
unidade prisional e outros®.

A Organizacdo Mundial da Satude (OMS)*® recomenda
a realizacdo destes estudos, em particular nas populactes
carcerarias, para que o poder publico possa formular/
implementar politicas de salide, relacionadas com a prevengdo
e o tratamento, minimizando a disseminacdo das DST e do
HIVES,

No Sistema Penitenciario Brasileiro existem cerca de
230.000 pessoas cumprindo penas, sendo que mulheres
representam, aproximadamente, 3,7% do total de detentos no
pais. A populagdo feminina confinada constitui um grupo
particularmente vulneravel as DSTs, pois geralmente apresenta
comportamento relacionado com tréafico e uso de drogas ilicitas,
alcool e prostituicao®.

O Estado de Séo Paulo mantém cerca de 40 % (~ 131.000)
do total de presos do pais, possuindo 134 unidades prisionais,
21 centros de ressocializagdo masculinos (CR) e 4 centros de
ressocializagdo femininos (CRF)’.

O Centro de Ressocializa¢do Feminino de Rio Claro
(CRF- RC) foi inaugurado em 27 de julho de 2002, possuindo
120 vagas distribuidas nos diferentes tipos de regime (regime
fechado, aberto e semi-aberto). O objetivo da unidade é criar
condicdes para a reabsorcdo das reeducandas pela sociedade
desenvolvendo atividades educacionais e de alfabetizacéo,
oficinas de trabalhos manuais (tricd, croché, artesanatos),
teatro, danca e saldo de beleza, apoio psicologico e outras,
em parceria com a Organizacdo ndo Governamental (ONG/
PARCY'".

O objetivo do presente estudo foi conhecer a
soroprevaléncia de HIV, marcadores de hepatites B e C e sifilis,
em mulheres do Centro de Ressocializagdo Feminino de Rio
Claro - SP.
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MATERIAL E METODOS

Material

Foram analisados os resultados dos testes soroldgicos
para diagnostico de HIV, sifilis, hepatite B e C, realizados pelo
Instituto Adolfo Lutz - Laboratério Regional de Rio Claro, no
periodo de marco de 2003 a junho de 2004, em 225 amostras de
soro de mulheres do Centro de Ressocializa¢do Feminino de Rio
Claro.

Meétodos

Os exames laboratoriais foram realizados utilizando as
seguintes metodologias:

AIDS / HIV — A sorologia para triagem de anticorpos
anti -HIV foi realizada por dois ensaios de ELISA (Enzyme Linked
imunosorbent Assay) distintos, em paralelo, de procedéncia,
principios metodolégicos e/ou antigenos virais diferentes®:
ABBOTT-MUREX (Murex HIV -1.2.0. — Central Road Temple
Hill Dartford Kent — Inglaterra) e ORGANON-TECNIKA
(Virinostika HIV Uniform 11 plus O —Boxtel — Holanda), registrados
no Ministério da Salde. As amostras cujos resultados foram
positivos ou indeterminados foram retestadas e submetidas aos
testes confirmatorios, utilizando-se a reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta -1FI (Bio-Manguinhos / Fio Cruz -
Rio de Janeiro—RJ) e Western-Blot (Genelabs-Diagnéstics (HIV
Blot 2.2 Singapor — Singapura).

Sifilis

Foram aplicados dois testes distintos para o
diagnostico de sifilis: VDRL (Veneral Disease Research
Laboratories Tests) - RPR BRAS — Laborclin, Pinhais-Pr, Br,
para pesquisa de anticorpos anti-treponémicos. Amostras
que apresentaram reacfes com aspecto grumoso ou
granulagdo grosseira foram submetidas a titulagdo com
diluicbes seriadas. Amostras, cujos resultados foram
positivos ou indeterminados para VDRL, foram submetidas
ao teste TPHA, teste treponémico de hemaglutinagéo
passiva (Syphagem TPHA - Biokit, Barcelona-Espanha), para
a deteccdo de anticorpos especificos, em soros diluidos 1/
20. Foram consideradas amostras positivas as que
apresentaram resultados reagentes para VDRL, em titulos
maiores ou iguais a 1/8 e TPHA reagente, em soros diluidos
1/20. Resultados TPHA reagentes para titulos menores ou
iguais 1/4 foram excluidos deste estudo por necessitarem
de coleta de novas amostras para definicao do diagnéstico,
pois podem representar infec¢do recente ou cicatriz
sorolégica +°1°,

Hepatite B

Foram aplicados testes laboratoriais para 03 marcadores
distintos: Anti —-HBsAg - (DiaSorin, ETI-AB-AUK-3, Saluggia
—Vercelli- Italia); Anti-HBc total — (DiaSorin, ETI-AB-COREK-
2, Saluggia-Vercelli- Italia) e HBsAg — (DiaSorin ETI -MAK-3 -
Saluggia-Vercelli - Italia).
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Hepatite C

O diagnostico de hepatite C foi realizado através da
deteccdo de anticorpos contra antigeno HCV-anti-HCV total —
(DiaSorin ETI - AB -HCVK -3 -Madri- Espanha).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos exames laboratoriais para os
diferentes marcadores soroldgicos encontram-se apresentados
na Tabela 1.

Embora ndo possam ser generalizados, os resultados
obtidos podem ser inferidos como sendo parte do perfil de
mulheres que estdo cumprindo pena de reclusdo no Estado de
Sao Paulo. Em relacéo a populacéo analisada: a idade variou
entre 18 e 61 anos; 70,2 % pertenciam a faixa etaria de 21 a 40
anos; 31,0 % tinham o ensino fundamental completo; 95,0 %
cumpriam pena por crimes relacionados ao uso e trafico de drogas;
89,0 % cumpriam pena em regime fechado e 8,0 % em regime
semi-aberto.

A prevaléncia encontrada para HIV foi de 3,6 %, valor
bastante superior ao estimado pelo Ministério da Salide para a
populagdo brasileira de 0,5 %" e inferior ao relatado em estudos
realizados em individuos do Sistema Penitenciario do Estado do
Rio de Janeiro®, na Penitenciaria Feminina do Carandiru - SP e
na Penitenciaria Feminina do Butanta — SP®, os quais detectaram
prevaléncias de 7,5 %, 14,5 % e 13,9 %, respectivamente. Setenta
e cinco por cento (75,0 %) das amostras soropositivas para HIV
pertenciam & mulheres com idade entre 31 a 40 anos.

A prevaléncia de sifilis determinada foi 3,0%. Entre
populacBes encarceradas investigagdes mostram resultados
bastante diversos: Penitenciaria Feminina do Carandiru -SP? (5,7
9%); Sistema Prisional Brasileiro® (18,1 %).

A prevaléncia do marcador de hepatite C (anti HCV) entre
as reeducandas (7,6 %) foi superior ao indice da regido Sudeste
(1,43 %) e do Estado de Sao Paulo (1,42 %)*? e para doadores de
sangue do Hemocentro de Ribeirdo Preto® (1,15 %); bastante
inferior ao detectado no Sistema Prisional Brasileiro® (34,1 %) e
em pacientes de hemodialise (52,0 %)

Os resultados dos testes realizados para 0os marcadores
de hepatite B revelaram prevaléncia de 23,5 % para pelo menos
um dos 3 marcadores testados. A prevaléncia dos marcadores
HBsAg, anti-HBsAg e anti-HBc, isoladamente, foi de: 0,9 %;
13,8 % e 2,2 %. A prevaléncia relatada em individuos submetidos
a exames de sangue nas unidades de saude de Ribeirdo Preto 1
foi de 0,3 %,15,0 % e 2,0 %, respectivamente. Entre doadores de
sangue do Estado de Santa Catarina foram detectadas
prevaléncias de 0,64 % para HBsAg e 5,35 % para anti — HBc?®.

A prevalénciaisolada do marcador anti-HBsAg (13,8 %)
entre as reeducandas foi superior a encontrada entre os
trabalhadores do Hospital Universitario de Natal'’ (5,2 %),
enquanto que a presenca isolada de anti - HBc (2,2 %) entre as
reeducandas, foi inferior & encontrada entre os trabalhadores
do Hospital Universitario de Natal (8,1 %) e entre os profissionais
de hemodialise de Goiania'® (3,3 %).

Em 6,2 % das amostras foi detectada a prevaléncia
concomitante de anti-HBc e anti — HBsAg, marcadores estes
que demonstram evidéncias soroldgicas de infecgdo prévia pelo
HBV.

A prevaléncia do marcador HBsAg (1,3 %), encontrada
no presente estudo, indica baixo nivel de circulagdo do virus da
hepatite B entre as reeducandas; valor proximo aos detectados
no Estado de Sao Paulo (1,04 %)*2 e na regido Sudeste do Brasil
(0,8%)* e inferior ao indice de 2,9 % encontrado em trabalhadores
do hospital universitario de Natal *’. As variages encontradas
na literatura indicam que a prevaléncia do virus pode variar de
acordo com a regido do pais, atividade profissional e modo de
vida da populacéo.

Entre as 8 reeducandas soropositivas para HIV foram
detectadas as seguintes concomitancias de marcadores: HIV/
HBsAg - 01 amostra; HIV/sifilis — 01 amostra; HIV/anti HCV —
02 amostras ; HIV/HBsAg/anti HCV — 01 amostra; nenhum
marcador — 03 amostras. Os valores de prevaléncias
concomitantes (37,5 %) detectados para HIV/anti HCV e HIV/
HBsAg foram superiores aos encontrados em pacientes HIV
positivos tratados na Divisdo de Doencas infecciosas, da
Universidade de S&o Paulo®, de 17,7 % e 5,7 %, respectivamente.
Em outro estudo realizado com pacientes soropositivos para

Tabela 1. Resultados obtidos nos testes soroldgicos aplicados em 225 amostras provenientes do Centro de Ressocializa¢do

Feminino de Rio Claro, Sdo Paulo.

Marcadores Reagente Indeterminado Negativo
N° % N° % N° %

HIV 08 36 1 04 216 96,0
VDRL * 07 30 - - 218 97,0
TPHA 12 53 - - 213 94,7
Anti — HBsAg 46 20,1 2 09 178 79,0
Anti—HBc 19 85 - - 206 915
HBsAg 3 13 1 04 21 983
Anti—HCV 17 75 1 05 207 92,0

* As amostras reagentes para VDRL (titulos > 1/8) apresentaram os resultados de TPHA reagentes (diluicdo 1/20)
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HIV no Hospital das Clinicas de Ribeiréo Preto® a prevaléncia
do marcador HBsAg encontrada foi 8,5 %.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo podem colaborar na
avaliacdo de questdes de salde no sistema prisional e para a
saude publica, mostrando a necessidade da implementagdo de
politicas publicas de assisténcia a satide voltadas ao diagndstico
e tratamento precoce das doencas, em particular as DSTs e Aids,
minimizando a transmissao dentro e fora das unidades do sistema
prisional do estado.
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RESUMO

Com objetivo de avaliar a distribuicdo dos gendtipos do HCV em pacientes de Botucatu, Bauru, Assis e
regides, foram analisadas 1.018 amostras assim distribuidas: Botucatu (508), Bauru (415) e Assis (95)
com sorologia anti-HCV reagente pela técnica ELISA (Enzyme - linked immunosorbent assay) e detectadas
por Biologia Molecular RT-PCR (reverse transcription Polymerase Chain Reaction - Roche ®). Genétipos
foram determinados pela tecnologia LiPA (Line probe assay - Bayer) que permite deteccao de 6 genotipos
e subtipos mais comuns. Distribui¢do dos gendtipos na regido: gen6tipo 1 (62,9%) , genétipo 3 (34,5%),
gendtipo 2 presente nas regides de Botucatu e Bauru (2,1%), gen6tipo 5 em Botucatu (0,2%). Distribuicéo
dos subtipos: Regido de Botucatu - subtipos: la (25,0%), 1b (29,3%), 1a/lb (3,5%), 2b (0,6%), 3a
(35,0%), 5a (0,2%). Regifo de Bauru - subtipos: 1a (31,1%), 1b (27,2%),1a /1b (2,4%), 2 b (1,9%), 2 a/
2¢ (0,2%), 3a (32,3%). Regido de Assis - subtipos: 1a (26,3%), 1b (26,3%), 1a /1b (2,1%), 3a (41,1%).
Atécnica utilizada ndo permitiu a diferenciacdo dos subtipos em 5,1% das amostras. A distribuicdo dos
genotipos nestas regides foi similar as outras regides do Brasil e do mundo ocidental (Europa Ocidental
e Américas) apresentando algumas diferencas regionais relativas aos subtipos, como presenga de genotipo
africano (5) na regido de Botucatu.

Palavras - Chave. HCV, Gendtipos, Subtipos.

ABSTRACT

Hepatitis C is an infectious disease with variable clinical evolution, generally slow and progressive ,
caused by a RNA virus termed HCV (hepatitis C virus). This virus presents a structure composed by an
external envelop, protein core, and a single strand RNA with approximately 9,5 Kb. RNA virus usually
present a high mutation level resulting in diverse genomic sequences , and owing to these various
genotypes and subtypes are evolved. HCV genotypes 1, 2 and 3 have been worldwide disseminated,
being types 4 and 5 specially in Africa, and type 6 has been found in Asia. In Brazil the mostly frequent
genotypes are 1, 2, and 3. The present study evaluated 1.018 plasma samples anti-HCV positive on
ELISA assay, and HCV RNA positive by means of RT-PCR (Roche®). These plasma samples were sent
from following cities of S&o Paulo state: Botucatu (N=508), Bauru (N= 415), and Assis (N= 95).
Genotyping was performed by means of LiPA (Line probe assay - Bayer) which allows to analyze six
HCV genotypes, and the most common subtypes. HCV genotypes regional distribution was 62.9% of
genotype 1 ,and 34.5% of genotype 3. Genotype 2 was found in Botucatu and Bauru regions only in a
frequency of 2.1%, and genotype 5 was shown in Botucatu (0.2%) only . HCV subtypes distribution was
as follow: in Botucatu region — subtype 1a (25%), 1b (29.3%), 1a/1b (3.5%), 2b (0.6%), 3a (35.0%), 5a
(0.2%); in Bauru region — subtypes 1a (31.1%), 1b (27.2%), 1a /1b (2.4%), 2 b (1.9%), 2 a/2c (0.2%), 3a
(32.3%); in Assis region — subtypes la (26.3%), 1b (26.3%), 1a /1b (2.1%), 3a (41.1%). The used
genotyping technique did not allow to perform the subtypes characterization in 4.1% of samples. The
HCV genotypes distribution in these S&o Paulo state regions was similar to those observed in other
Brazilian and world sites, although some regional differences on HCV subtypes were observed , such as
the occurrence of African genotypes (5 and 5a) in Botucatu region.

Key Words. HCV, Genotype, subtype.
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INTRODUCAO

A Hepatite C é uma doenca infecciosa, com evolugao
variavel, geralmente lenta e progressiva, que acomete o figado,
lesando-o de maneira irreversivel evoluindo de hepatite cronica,
para cirrose hepatica e hepatocarcinoma. O intervalo médio
entre a infecgdo e o desenvolvimento de hepatite C cronica é
de aproximadamente 10 anos, com praticamente a mesma
média para as evolucoes seguintest.

Considerada uma das maiores epidemias do século XXI,
sua prevaléncia mundial é estimada em 3% , sendo no Brasil
1,23% entre doadores de sangue?®.

O agente etioldgico da Hepatite C (HCV - Hepatitis C
virus) é um virus RNA, do Género Hepacivirus, Familia
Flaviviridae (National Center Brotechnology Information)*
com didmetro de 55 a 65 nm, identificado por Biologia
Molecular em 198955,

A estrutura gendmica do HCV estd bem caracterizada e
é composta de um envelope externo (membrana celular
contendo proteinas virais E1 e E2), um core viral (p 21) e uma
fita simples e linear da molécula de RNA, contendo
aproximadamente 9.500 nucleotideos. Esta fita contém uma
Unica e longa fase aberta de leitura (ORF — Open Reading
Frame) que codifica uma proteina com cerca de 3.000
aminoéacidos. Essa proteina é clivada por proteases virais e do
hospedeiro em pelo menos 10 proteinas estruturais e ndo
estruturais®”8°.

O reservatorio natural e fonte de infecgdo é 0 homem doente
(clinica ou subclinicamente) ou o portador assintomatico .

A principal via de transmissdo € a parenteral (transfusdo
de sangue e hemoderivados), embora transmissdo sexual,
vertical, percutanea direta (usuarios de drogas injetaveis,
aplicagdo de tatuagens, acidentes pérfuro-cortantes) em
profissionais da salde possam ocorrer,

A hepatite C é a hepatite viral mais comumente
transmitida por sangue. Os grupos de maiores riscos s&o pessoas
que recebem sangue em transfusdo, pacientes em dialise e
toxicomanos. O advento de testes sorolégicos de 22 e 3% geracdo
na selecdo de doadores de sangue reduziu de maneira significativa
o risco de transmissdo por unidade de sangue transfundido. No
Brasil a obrigatoriedade de triagem de doadores de sangue para
hepatite C data de 1993, porém no Estado de Sao Paulo essa
triagem € obrigatéria desde 1992, Portaria CVS-10, 1992.

Como na maioria dos virus, a auséncia da atividade de
reparo da enzima conduz a uma alta taxa de mutacdo espontanea,
caracterizando diferentes sequéncias gendmicas levando a
descricdo de varios tipos (gendtipos) e diferentes subtipos. Alguns
gendtipos tém distribuicdo geografica caracteristica, e podem
ser associados a determinadas vias de transmisséo™.

Os testes de genotipagem mais utilizados detectam os
seis (6) tipos mais frequientes e os diversos subtipos. Os genétipos
1, 2 e 3 tém distribuicdo mundial, os tipos 4 e 5 sdo encontrados
principalmente na Africa e o tipo 6 é normalmente detectado
na Asia'213, De acordo com Consenso proposto em 2005 sobre o
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sistema de nomenclatura dos gendtipos do HCV?*4, os gendtipos
considerados anteriormente como 7, 8, 9 e 11 foram classificados
como subtipos do genétipo 6, enquanto o genotipo 10 foi
classificado como subtipo do genétipo 3, sendo mais
comumente encontrados na Tailandia, Vietna, e Indonésia®. No
Brasil os genotipos mais freqlientes sdo 1, 2 e 3 31213,

Indmeros estudos em todo mundo tém como objetivo a
cura da hepatite C. Atualmente dois tipos de tratamento vém
sendo utilizados, o interferon convencional ou peguilado
associado ou ndo a ribavirina®!®. A utilizagdo de um ou outro
tratamento foi normatizado no Brasil pelo programa de Hepatites
Virais do Ministério da Salude na Portaria n°® 863/022, que
estabeleceu o tratamento com interferon convencional e/ou
ribavirina para portadores de gendtipos 2, 3, enquanto portadores
do gendtipo 1 devem ser tratados com interferon peguilado e/ou
ribavirina. Neste contexto, a determinacéo laboratorial do
genétipo do HCV no paciente infectado é essencial para auxiliar
o clinico na escolha da terapia a ser instituida®.

O objetivo deste trabalho foi determinar a freqiiéncia e
distribuicdo dos gendtipos / subtipos do HCV em pacientes
com hepatite C cronica nas regides de Botucatu, Bauru e Assis,
atendidos pelo Hemocentro de Botucatu.

MATERIAL E METODOS

Casuistica

Foram incluidos neste estudo 1018 pacientes, com
sorologia anti-HCV positiva, acompanhados nas diferentes
Unidades de Saude das regides de Botucatu (508), Bauru (415)
e Assis (95), integrantes do Programa Estadual de Hepatites
Virais, da Secretaria de Estado da Salude de S&o Paulo, no
periodo de agosto de 2002 a maio de 2005. Todos os pacientes
apresentaram solicitacdo médica para a realizagdo da Reacdo
em Cadeia pela Polimerase (PCR) e genotipagem para o HCV.

Metodologia

A deteccdo do RNA viral foi realizada por RT - PCR
utilizando Kit Cobas Amplicor® HCV Monitor Test, v.2.0 -
Roche Diagnostica enquanto a determinacao do gendtipo foi
realizada analisando a regido ndo traduzida ultra conservada
5 UTR com o Kit Versant™ HCV Genotyping Assay (LiPA -
Line Probe Assay) — Bayer Corporation, que permite a
determinacdo de 6 diferentes genotipos e subtipos mais
comuns.

Em ambas as técnicas foram seguidas as orientagGes
preconizadas pelos fabricantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando a distribuicdo dos gendtipos na populagao
estudada observamos a predominancia do genétipo 1 (62,9%),
seguida pelo gendtipo 3 (34,5%) e uma freqiiéncia menor do
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genotipo 2 (2,1%) presente apenas nas regides de Botucatu e
Bauru. Ja 0 genotipo 5 (0,2%) esteve presente apenas ha regido
de Botucatu, enquanto que gendtipos mistos (1 e 3) foram
encontrados em 0,4% da populacdo estudada, correspondente
a regido de Bauru (Tabela 1).

O resultado observado para o gendtipo 1 (62,9%) na
regido estudada, mostra-se concordante com a frequiéncia deste
genotipo no Estado de Séo Paulo. Jardim et al.* encontraram
uma frequiéncia de 64,7% na regido de Sao José do Rio Preto,
enquanto Bassit et al.'” observaram uma freqiiéncia de 62,9%
na cidade de Séo Paulo.

O gendétipo 3 aparece com uma freqliéncia mais elevada
na regido de Assis (41,1%) enquanto que nas regides de
Botucatu e Bauru é de 35,0% e 32,3%, respectivamente. Estes
dados apontam uma variagéo regional deste genétipo pois
Jardim et al.'® encontraram 26,5% em S&o José do Rio Preto
enquanto Bassit et al.’® encontraram valores semelhantes
(31,3%) aos das regides de Botucatu e Bauru. Ja para o
genotipo 2 (2,1%) este estudo revelou uma freqliéncia inferior
a que tem sido encontrada no Estado de Sdo Paulo: Jardim et
al'® encontraram 8,8% em S&o José do Rio Preto, enquanto
Bassit et al.'” encontraram 4,3% na cidade de S&o Paulo.

Embora o genotipo 4 esteja presente no Estado de Sdo Paulo®
este ndo foi encontrado na populacdo estudada. O presente
estudo revela a presenca do genétipo 5 apenas na regido de
Botucatu, embora este ja tenha sido encontrado em outras
regides do Estado de Séo Paulo®.

De modo geral, os gen6tipos nas regides estudadas
seguem o mesmo padrdo do Estado de Sdo Paulo®® e outros
estados brasileiros'”120:2122 oy seja, uma maior freqiiéncia do
gendtipo 1 seguido pelo 3 e 2, observando-se a presenca dos
gendtipos 4 e 5 de prevaléncia africana, nos estados do Rio de
Janeiro e S&o Paulo'"18%,

A freqiiéncia de gendtipos nas regides de Botucatu,
Bauru e Assis assemelha-se as mais comumente encontradas
no mundo ocidental®, levando a crer que o grande movimento
imigratorio no século passado seja responsavel pela diversidade
de genotipos observados. Nos estados de Sdo Paulo e Rio de
Janeiro observa-se a presenga dos genotipos 4 e 5, oriundos
provavelmente das regides sul e central da Africa’3Y’.

Neste estudo observamos que a distribuicdo geral dos
subtipos do HCV das regiGes estudadas apresenta
predominéncia dos subtipos la (27,6%), 1b (28,2%) e 3a
(34,5%) (Tabela 2).

Tabela 1. Distribuicdo dos genotipos do HCV em pacientes portadores cronicos pertencentes as regides de Botucatu, Bauru e

Assis, no periodo de 08/2002 a 05/2005.

Genotipos Regides Total
Botucatu Bauru Assis

N° % Ne % N° % Ne %

1 319 62,8 265 63,9 56 59,0 640 62,9

2 9 1,8 12 2,9 0 0,0 21 2,1

3 178 35,0 134 32,3 39 41,1 351 34,5

5 2 0,4 0 0,0 0 0,0 2 0,2

Misto (1 e 3) 0 0 4 1,0 0 0,0 4 0,4
Total 508 100,0 415 100,0 95 100,0 1018 100,0

Tabela 2. Distribuicdo dos subtipos do HCV em pacientes portadores cronicos pertencentes as regides de Botucatu, Bauru e

Assis, no periodo de 08/2002 a 05/2005.

Subtipos Regides Total
Botucatu Bauru Assis
Ne % N° % Ne % Ne %
1 25 49 13 3,1 4 4,2 42 4.1
la 127 25,0 129 31,1 25 26,3 281 27,6
1b 149 29,3 113 27,2 25 26,3 287 28,2
la/lb 18 3,5 10 2,4 2 2,1 30 3,0
2 6 1,2 3 0,7 0 0,0 9 0,9
2b 3 0,6 8 1,9 0 0,0 11 11
2al2c 0 0,0 1 0,2 0 0,0 1 0,1
3a 178 35,0 134 32,3 39 41,0 351 34,5
5 1 0,2 0 0,0 0 0,0 1 0,1
5a 1 0,2 0 0,0 0 0,0 1 0,1
Misto (1e3) 0 0,0 4 1,0 0 0,0 4 0,4
Total 508 100,0 415 100,0 95 100,0 1.018 100,0
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O subtipo 1a é mais freqliente na regido de Bauru
(31,1%), 1b na regido de Botucatu (29,3%), enquanto o subtipo
3a apresenta uma freqiiéncia maior na regido de Assis (41,1%),
sendo esta Ultima superior as médias normalmente encontradas
nos estados brasileiros 172128

A classificacdo em subtipos pode ocasionalmente ser
limitada pela falta de variagOes das seqliéncias especificas de
subtipos na 5’UTR, podendo ocorrer padrdes nédo
identificaveis?*. Assim a metodologia utilizada ndo permitiu a
diferenciacdo dos subtipos em 5,1% dos pacientes, sendo
identificado apenas os gen6tipos 1 (4,1%), 2 (0,9%) e 5 (0,1%).
Observamos também a presencga de gendtipos mistos (1 e 3)
em 0,4% dos pacientes.

As variacdes genéticas, subtipos e quasispécies do HCV
sdo responsaveis ndo apenas pelo escape do sistema
imunoldgico®?, mas também podem estar relacionadas a
suscetibidade ao tratamento®®. Assim, a determinacdo dos
subtipos e quasispécies sdo extremamente Uteis para orientacao
na escolha do tratamento adequado. Neste contexto, os dados
obtidos com este trabalho poderdo compor um banco de dados
com informag@es sobre subtipos regionais do HCV.
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ABSTRACT

The objective of this study was to identify the distribution of cytological diagnosis by means of Pap test
on pre-neoplastic and neoplastic lesions from women at different age group in the period of 20 years.
Retrospective survey of cytological cervicovaginal diagnoses was done to achieve this goal. Diagnoses
results from 1,020,853 cytological samplings on Pap test, were studied according to age groups. In the
period of 20 years from 1984 to 2003 the distribution of cervicovaginal cytological diagnoses according to
age was analyzed four intervals of 5 year - (four quinquennia). Of analyzed cytological samples 27,314
(2.68%) were unsatisfactory, 980,985 (96.09%) were negative, and 12,554 (1.23%) resulted in squamous
intraepithelial lesions and cancer. LSIL peak was observed within the four quinquennia and in the 20-24
age group, HSIL was most frequent in the 30-34 year age group, and SCC/ADENO Ca were present in
women above 50 years old. In women of 15-19 years of age, a clear-increase in LSIL frequency was
observed in four quinquennia, of 66 (9.19%) in the first quinquennium, 109 (9.83%) in the second, 441
(17.46%) in the third, and 467 (15.97%) in the last one. The outcome of the uterine cervix cancer prevention
programs can be measured by the high frequency of LSIL type lesions in the past five years, and the data
disclosed in the present study are in accordance with the data reported by the others from another
continuous uterine cervix cancer prevention programs.

Key Words. screening, cervix cytology, Pap smear, age group.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi identificar a distribuicdo dos diagnosticos citologicos pelo método de
Papanicolaou das lesdes pré neoplasicas e neoplasicas nos diferentes grupos etarios no periodo de 20
anos. Foram utilizados dados retrospectivos dos diagnosticos citoldgicos cérvico-vaginais realizados no
periodo de 1984 a 2003 no Setor de Citologia Oncética. A distribuicdo dos diagnésticos de 1.020.853
amostras citoldgicas foi analisada por faixa etaria em quatro intervalos de 5 anos (4 quinqiiénios). Das
amostras analisadas, 27.314 (2,68%) casos foram inadequados, 980.985 (96,09%) foram negativos e 12.554
(1,23%) lesBes intraepiteliais e cancer. Neste periodo, o pico de LSIL foi observado entre a faixa etaria dos
20-24 de idade, HSIL foi mais frequente no intervalo entre 30-34 anos de idade, e SCC/ADENO Ca foram
acima dos 50 anos de idade. Nas mulheres entre 15-19 anos de idade foi observado acentuado aumento na
freqiiéncia de LSIL nos quatro qliinqliénios, de 66 (9,19%) no primeiro, 109 (9,83%) no segundo, 441
(17,46%) no terceiro e 467 (15,97%) no Gltimo. A qualidade dos programas de prevencao de cancer de colo
uterino pode ser medido pela frequéncia das lesdes do tipo LSIL. Os resultados do presente estudo séo
concordantes com os de outros programas continuos e importantes para evitar a mortalidade em virtude
dessas lesdes.

Palavras-Chave. rastreamento, citologia cervical, Método de Papanicolaou, faixa etaria.
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INTRODUCTION

Systematic examination of uterine cervical using the Pap
test smears has been recognized as the most efficient method to
detect neoplastic lesions and to identify neoplastic conditions;
the Pap test, to date, seems to be the most reliable test to be
applied in large populations. Continuous efforts in education to
optimize the index levels of sensitivity and specificity have been
made around the world, focusing strategies in diagnostic
assurance quality control. Discussions on morphologic
parameter evaluation have also helped to improve such quality
strategies®?®. The results show more significant protection
factors in the women correlated to the number of tests performed*.

Many of the assurance and control strategies involve
studies based on data observed in routine conditions which
means that many subjects of cytological studies arose from the
large data results®. Retrospectively, such data show frequencies
of diagnosis distributed by age group that may reflect
epidemiological conditions of geographic area; and also reveals
atendency of Cytology Laboratories as being more conservative
or not discriminative of lesions in low or high-grade classification.

The objective of this study was to verify the distribution
of cytological diagnoses of Pap tests in cancer and pre cancerous
lesions in different age groups over 20 years, and to discuss the
importance of such data as being strategic to cancer prevention
prognosis in S&o Paulo, Brazil.

MATERIAL AND METHODS

The samples were examined at the Division of Pathology
of Instituto Adolfo Lutz over a period of 20 years (1984 to 2003).
The slides were fixed on Carbowax or absolute alcohol and
stained with Papanicolaou method in samples collected with
Ayres’ spatula and/or cytobrush. Atotal of 1,020,853 cases were
examined during the past 20 years. The diagnoses were compiled
in intervals of 5 years, and analyzed in 4 groups: 177,975 through
1984-1988; 318,751 through 1989-1993; 294,673 through 1994-
1998 and 229,454 through 1999-2003. During the period of the

study, diagnoses were made according to the WHO
classification 1984° and the Health Ministry in Brazil 1993".
Presently, the results were re-classified according to Bethesda
System 20018,

For the statistical analyses we used the Chi-Square test
and test for likelihood ratios. Diagnoses of normal and
inflammatory conditions were classified as negative. All
inconclusive samplings and cases without age data were
excluded from these analyses.

RESULTS

Atotal of 1,020,853 cases were examined over 20 years.
The diagnostic classification used during this period at the
Instituto Adolfo Lutz - Cytology Laboratory has not considered
the analysis of the causes of inadequate samplings (2.68%);
however, the selective criteria were similar to that used by the
Bethesda System which recommends the internal quality control
to be in accordance with at least two observers.

We reported 27,314 (2.68%) unsatisfactory samples;
980,985 (96.09%) negative (normal and inflammatory); 2,518
(0.25%) ASC/IAGC; 7,277 (0.71%) LSIL; 2,429 (0.24%) HSIL and
330 (0.03%) squamous cell carcinoma (SCC) and adenocarcinoma
(adenoca) (Table 1). From 1,020,853 the distribution of the
diagnoses was grouped according to age, except 12,554 (1.23%)
that lacked this information. From the cases classified as
“unsatisfactory sample” age frequency was predominant in the
50-plus-age group. The age of the negative (normal and
inflammatory) cases ranged from 20 to 35 years.

Considering the period September 98 to August 99 we
have the following information, in 66,212 cases, 4.39% were
inadequate samplings having as main causes: 55.43% poor fixing,
16.43% poor fixing and purulence, 20.72% purulence, 5.15%
hemorrhagic, 1.5% scarce material e 0.76% thick material®. Still
within this period, cases of ASC/AGC were undervalued because
such were included in the inflammatory cytology group requiring
the test to be repeated within a 6-month period or, they were
reported as inconclusive atypical cells (Table 2).

Table 1. Distribution of 1,020,853 cytological diagnoses during the period 1984-2003 (4 quinquennia) realized at Instituto

Adolfo Lutz.
84-88 89-93 94-98 99-03 TOTAL
DIAGNOSES n % n % n % n % n %
Unsatisfactory 3,780 212 8,233 258 4579 155 10,722 467 27314 2.68
Negative 172987 9720 308822 9689 286729 9730 212447 9259 980,985  96.09
ASC/AGC - - 4 0.001 215 0.07 2,299 10 2,518 0.25
LSIL 718 041 1,109 0.35 2,526 0.87 2,924 128 7277 0.71
HSIL 431 0.24 455 0.14 572 0.19 971 042 2,429 0.24
SCC/AdenoCa 59 003 128 004 52 0.02 a1 004 330 0.03
TOTAL 177,975 100 318,751 100 294,673 100 229,454 100 1,020,853 100

(p= 0,001 Chi Square Test)
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The group with the largest number of LSIL was from 20
to 24 years (Table 3), corresponding to 21.85% of 7,277 cases;
HSIL frequency was larger in the 30-34 year age group, which
means 17.62% from 2,429 HSIL cases (Table 4). And finally the
smear SCC/ADENO Ca was predominant in the 50-plus-age
group or 48.79% of the 330 cases diagnosed (Table 5).

LSIL lesions showed a frequency enhanced in the teen-
age group (15-19 years), arising from 9.19% and 9.83 t0 17.46%
and 15.97% in 5-year groups respectively. Statistically we
reported a significant association between age and ASC/AGC
(p=0,001) and LSIL (p=0,001). We found a significant difference
of HSIL (p=0,066) during the year, but not in SCC/ADENO Ca
group (p=0,333).

DISCUSSION

Throughout the past 20 years many programs were
undertaken against cervical cancer mortality. It’s worth pointing

out that the Public Health System offers cervical cancer control
procedures to women from 20 to 30 years with much more
frequency, as there is spontaneous demand for family planning
or even prenatal follow-up care, making this age group to be of
the largest concentration. On the other hand, Nascimento et al*®
observed in Sdo Paulo City - Brazil through distribution analyses
as per economic and demographic characteristics, that only 36%
of the women between 15 and 24 years old acknowledged having
done the Pap test.

In 2000 the Brazilian Health Ministry implemented the
SISCOLO program in our laboratory. In 2004 and 2005, 2.57%
and 3.00% respectively ASC and AGC cases were detected as
per data from the annual report of the Division of Pathology.

The literature shows that the concentration of
approximately 90% of the LSIL and HSIL cases is found in the
age group of 15 to 39, thus occurring before 35 years of age and
in women of 50 or older, the LSIL frequency decreases and the
occurrence of cervical cancer increases with age***2. We have
observed in our study that, from the total of 1,020,853 samplings

Table 2. Distribution of 2,518 cytological diagnoses of ASC/AGC by age group in the period 1989 - 2003 (3 quinquenia).

89-93 94-98 99-03 TOTAL

Age n % n n % n %
<14 - - 6 2.79 10 044 16 0.64
15-19 - - 17 791 235 10.22 252 10.01
20-24 - - 20 9.30 380 16.53 400 15.88
25-29 1 25 35 16.28 329 1431 365 1450
30-34 - - 26 12.09 283 1231 309 12.27
35-39 - - 27 12.56 261 11.35 288 1144
40-44 2 0 18 8.37 231 10.05 251 9.97
45-49 - - 20 9.30 209 9.09 229 9.09
>50 1 5 46 2140 361 15.70 408 16.20
TOTAL 4 100 215 100 2,299 100 2,518 100

(p= 0,001 Chi Square Test)

Table 3. Distribution of 7,277 cytological diagnoses of LSIL by age group in the period 1984 - 2003 (4 quinquenia).

84-88 89-93 94-98 99-03 TOTAL

Age n % n % n % n % n %
<14 6 084 8 0.72 2 0.83 2 0.99 64 0.88
15-19 66 9.19 109 9.83 a1 17.46 467 15.97 1,083 14.88
20-24 128 17.83 236 21.28 584 2312 642 21.96 1,590 21.85
25-29 152 2117 239 2155 430 17.02 500 17.10 1321 18.15
30-34 135 18.80 189 17.04 337 1334 405 13.85 1,066 14.65
35-39 79 110 14 12.09 240 9.50 316 10.81 769 10.57
40-44 59 822 68 6.13 196 7.76 216 7.39 539 741
45-49 A 473 57 5.14 125 495 146 499 362 497
>50 59 822 69 6.22 152 6.02 203 6.94 483 6.64
TOTAL 718 100 1,109 100 2,526 100 2,924 100 7,277 100

(p= 0,001 Chi Square Test)
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Table 4. Distribution of 2,428 cytological diagnoses of HSIL by age group in the period 1984 - 2003 (4 quinquenia).

84-88 89-93 94-98 99-03 TOTAL

Age n % n % n % n % n %
<14 1 023 - - 3 0.52 2 021 6 0.25
15-19 2 2.78 16 352 0 525 0 3.09 88 3.62
20-24 64 14.85 44 9.67 69 12.06 110 11.33 287 1181
2529 84 1949 76 16.70 9% 16.61 153 15.76 408 16.80
30-34 7 17.87 88 19.34 97 16.96 166 17.10 428 17.62
35-39 69 16.01 64 14.07 9 1591 146 15.03 370 1523
40-44 45 1044 5 12.09 62 10.84 102 10.50 264 10.87
45-49 38 8.82 42 9.23 46 8.04 104 10.71 230 947
>50 41 951 70 15.38 9 1381 158 16.27 348 14.33
TOTAL 431 100 455 100 572 100 971 100 2,429 100

(p=0,066 Chi Square Test)

Table 5. Distribution of 330 cytological diagnoses of SCC/ADENO Ca by age group in the period 1984-2003 (4 quinquenia).

84-88 89-93 94-98 99-03 TOTAL

Age n % n % n % n % n %

<14 - - - - - - - - - -

15-19 - - - - - - - - - -
20-24 1 170 1 0.78 - - 1 110 3 091
25-29 4 6.78 5 391 3 5.77 1 110 13 394
30-34 7 11.86 10 781 1 192 3 3.30 2 6.36
35-39 6 10.17 13 10.16 9 17.31 13 14.28 4 12.42
40-44 5 848 13 10.16 9 17.31 12 13.19 39 11.82
45-49 13 2203 18 14.06 6 1154 15 16.48 52 15.76
>50 23 38.98 68 53.12 24 46.15 46 50.55 161 48.79
TOTAL 59 100 128 100 52 100 91 100 330 100

(p= 0,333 Chi Square Test)

analyzed, 12,554 (1.23%) represent the distribution of pre-
neoplastic and neoplastic lesions (Table 1: p=0,001), being that,
in the 15-19 age group the distribution of the LSIL frequency
presented a clear increase from 9.19% (1984-1988) and 9.83%
(1989-1993) t0 17.46% (1994-1998) and 15.97% as well as a gradual
increase in the 20-24 year age group (17.83%, t0 23.12 and 21.96%)
(Table 3: p=0,001). In posterior age groups besides those
considered of larger frequency, decrease was observed in LSIL
from 25 years of age or above, as well as in HSIL from 30 or
above as shown in Table 4: p=0,066; this same tendency was
observed in invasive carcinoma (Table 5: p=0,333), where a clear
increase was seen in the age group of 50 or higher, in agreement
with the literature*?®.

Rates of incidence and mortality in Brazilian women by such
neoplasia are the highest concerning malignant tumors*. Taking
into consideration the long detectable pre-clinical period, the temporal
mortality tendency suggests that the covering of preventive tests
on the feminine population has been low in the past®.

Our results are in accordance with other reports from
cervical cancer long-term prevention programs. If detected early
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through the Pap test, pre-neoplastic and neoplastic lesions of
the uterine cervical are qualified for prevention and cure, and
chiefly to avoid mortality by such lesions. Fender et al** found
amongst all tests completed, 1.94% pathologic test through (LSIL,
HSIL and Ca) cytology. Our data relate to 0.98% (Table 1) and,
1.12% for others®. The identification of CIN lesions largely
depends on quality of the sampling (presence or not of cells
representative of squamocolumnar junction - JEC), Shirata et
al.*® observed that the frequency of CIN detection on the smear
with JEC representation was 10 times more frequent in those
than in smears with no JEC, thus demonstrating the importance
of an adequate collection.

Among adolescents, early sexual activity and multiple
sexual partners, two of the major risk factors for cervical cancer
are facts that involve social, cultural and educational factors. A
well-conducted sexual education program for adolescent
students may be an important way to prevent increase in HPV
infections and SIL lesions among the young population®’8, \We
came to the conclusion that these data reinforce the importance
of implementing early cervical Pap smear screening in the sexually
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active population due to the progressive and high frequency of
LSIL lesions during the last ten years. Additionally, we are able
to suggest screening programs with priority for the women within
the age group of 25 to 40 due to the high frequency of HSIL
observed; and also due to the gradually increase cases of
invasive carcinomas in this group.
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