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RESUMO

A defumacio é um processo rotineiramente empregado nos alimentos como técnica de conservagio,
e uma maneira de proporcionar as caracteristicas sensoriais especificas. Entretanto, o processo pode
levar a formacio de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), que sdo compostos com dois
ou mais anéis aromaticos condensados, alguns deles considerados carcinogénicos, mutagénicos
e teratogénicos. Estudos em diversos paises indicam que a contaminagdo de produtos cérneos
defumados por diferentes HPAs ¢ elevada e frequente, e desta maneira pode apresentar risco a satde
humana. O Brasil tem sido um dos maiores consumidores de carne no mundo, com tendéncia de
aumentar o consumo de alimentos processados, e ndo é conhecida a real exposicdo da populagio
aos HPAs pela ingestao de produtos carneos defumados. Nao ha dados nacionais recentes quanto a
contaminagio destes alimentos com estes produtos. Considerando este panorama, o presente trabalho
tem como objetivo realizar a revisdo das principais metodologias analiticas, dos aspectos regulatdrios
e dos niveis de HPAs detectados em produtos carneos defumados. Ademais, sdo apresentadas as
maneiras de reduzir a contaminagio dos alimentos por estes compostos.

Palavras-chave. hidrocarbonetos policiclicos aromadticos, contaminantes, defumagido, produtos
carneos, métodos de andlise.

ABSTRACT

Smoking is a common process employed in food as a conservation technique, as well as to provide
the specific sensory characteristics. However, the process can lead to the formation of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs), which are composed of two or more fused aromatic rings, and
some of them are considered carcinogenic, mutagenic and teratogenic. Studies conducted in
several countries indicate that contamination of smoked meat products by different PAHs is high
and frequent, and it may cause a risk to human health. Although Brazil has been one of the largest
consumers of meat in the world, with a trend to increase the consumption of processed foods, it has
not known the real population exposure to PAHs by consuming the smoked meat products. There
is no recent national data on the contamination of these foods. Considering this scenario, this study
aimed at reviewing the main analytical methodologies, the regulatory aspects and the levels of PAHs
found in the smoked meat products. In addition, the forms to reduce the contamination by these
compounds are presented.

Keywords. polycyclic aromatic hydrocarbons, contaminants, smoking, meat products, methods of
analysis.
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Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) sao substancias formadas apenas por
carbono e hidrogénio, que possuem na estrutura
dois ou mais anéis aromadticos condensados'. Tais
substancias sdo formadas a partir da combustio
incompleta de matéria organica e podem ser
originadas de fontes naturais ou antropogénicas,
sendo a ultima a principal fonte de contaminagio
do ambiente e dos alimentos®. Muitos deles
ja foram determinados em alimentos e sdo
reconhecidos por organizagdes internacionais,
como a International Agency for Research on Cancer
(IARC) da Organizagdo Mundial da Saude, devido
a alta toxicidade, sendo alguns classificados como
carcinogénicos ou provavelmente carcinogénicos
para humanos e animais®*. Estudos epidemioldgicos
com humanos e com animais de laboratério
indicam que a exposi¢cao aos HPAs é um dos fatores
responsaveis pelo aumento de cancer ao qual a
populagdo estd exposta®.

Os alimentos podem ser contaminados a partir
da poluicao ambiental ou de diferentes processos
aos quais podem ser submetidos, especialmente a
defumacio. A contamina¢ao pode estar relacionada
ao contato do alimento com a fumaga produzida da
queima incompleta da madeira, ou pela utilizagdao
do aroma de fumaca, usado com a intencido de
dar caracteristicas organolépticas especificas
ao alimento defumado. Em produtos carneos,
a principal fonte de contaminagdo por HPAs
tem sido relacionada a defumacgido, e alimentos
como bacon, frango e linguica apresentam maior
quantidade desses compostos carcinogénicos’.

O Brasil esta no ranking entre os maiores
fabricantes de carnes no mundo, sendo o 2° maior
produtor de carne bovina (10 milhoes de toneladas)
e 0 4° de carne suina (3,7 milhdes de toneladas)?.
Além disso, segundo a Pesquisa de Orcamentos
Familiares (POF), o consumo alimentar médio
per capita da carne bovina é de 63,2 g/dia, para carne
suina de 8,5 g/dia, e o consumo médio de produtos
carneos embutidos (como linguica, salsicha,
mortadela e presunto) é de 7,9 g/dia, com pesquisas
indicando uma tendéncia de aumento no consumo
de alimentos processados e ultraprocessados®®.
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Muitos estudos no exterior tém relatado
quantidades elevadas de HPAs em varios
produtos defumados. Portanto, este trabalho
teve como objetivo realizar uma revisio de
artigos publicados entre 2007 e 2017 sobre HPAs
em carnes defumadas e derivados, abordando
diferentes metodologias analiticas aplicadas
para quantifica-los, avaliacdo da ocorréncia
desses contaminantes em alimentos analisados
em diversos paises e maneiras de reduzir a
contaminag¢do por esses compostos.

Para realizar a revisao, foram utilizadas as
seguintes bases de dados: ScienceDirect, SibiUSP,
PubMed, Biblioteca Virtual em Saude (BVS), Food
Science and Technology Abstracts (FSTA), Scielo,
entre outras, usando os seguintes descritores e
associagdes: “meat’, “sausage’, “smoked”, “polycyclic
aromatic hydrocarbons” e “benzo(a)pyrene”. Foram
selecionados artigos publicados entre 2007 e 2017.
As publicagdes descritas neste trabalho com mais
de 10 anos foram selecionadas considerando a
relevincia do artigo nesta area.

HPA: formacao e propriedades fisico-quimicas

A Tabela 1 apresenta os dados gerais (nome,
abreviagdo, formula quimica, CAS number, massa
molecular, estrutura e presenca em lista das
principais organiza¢bes internacionais) de alguns
HPAs. Verifica-se que os HPAs sdo substancias
constituidas por anéis aromaticos condensados
em arranjos lineares ou angulares, com duplas
ligagbes conjugadas e, devido a esta caracteristica,
sdo persistentes no meio ambiente, de facil
disseminagdo e apresentam elevada toxicidade,
na qual a lipofilicidade e toxicidade aumentam
com o incremento da massa molecular. J4 foram
identificados mais de 100 compostos organicos
com tais caracteristicas, sendo estes pertencentes a
classe de poluentes organicos persistentes (POPs)
por serem toxicos, persistentes, bioacumulaveis, e
poderem causar efeitos negativos sobre a saude e ao
meio ambiente”'.
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Tabela 1. Principais hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)

HPAs Abreviagoes Formula Quimica CASnumber  Massa molar (g/mol) Estrutura Lista
R
Naftaleno Naf C,H, 91-20-3 128 | , EPA
i
Fluoreno Flu C.H, 86-73-7 166 EPA
Antraceno Ant CH, 120-12-7 178 OOO EPA
Fenantreno Fen CH, 85-01-8 178 EPA
Fluoranteno Flt CH, 206-44-0 202 @&j EPA
Pireno Pir CH, 129-00-0 202 | S EPA
Acenaftaleno AcF C,H, 83-32-9 154 T’ x: S EPA
e
Acenafetileno Aci CH, 208-96-8 152 s EPA
‘-\,_U/ =

fnegz‘c)go BaA CH, 56-55-3 28 lé; "ésgg
Criseno Cri CH, 218-01-9 228 ECITEAC},SEC[?
Benzol[a]pireno BaP C,H, 50-32-8 252 %I;::“EE,SECJ;’
fuoranteno B C,H, 205992 252 EE, SCE
gligf:rglt(gno BKF C,H, 207-08-09 252 EPfl\:: SCE
E:Elzeon[g’h’i] BgP C,H, 191-24-2 276 EPA, SCF
ﬁgzzzﬁga’h] DaA C,H, 53-70-3 278 %;C% EP*E’SCF’
ﬁsgf:r[ljt]eno BjF L, 205-82-3 252 ";lj 8 SCE EU
Continua na pagina 4/21

3/21



Mozaner LQ, Almeida AP, Silva SA. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos: uma revisao sobre metodologias de analise e niveis de contaminagao
em produtos carneos defumados. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2019;78:¢1779.

Continuag¢do
HPAs Abreviagoes Formula Quimica  CASnumber  Massa molar (g/mol) Estrutura Lista
P
1 L/ L
Dibenzo[al] DIP C,H, 191-30-0 302 : |;jﬁ SCE EU
pireno |
g‘rt;fl‘ézo [ac] DeP CH, 192-65-4 302 SCE, EU
g‘rl;‘;zo[a’h] DhP CH, 189-64-0 302 bes 5 SCEEU
o e
q g LT
Dibenzo[a;] DiP C,H, 189-55-9 302 EEI | SCEEU
pireno 0
o
Indeno | EPA, SCE,
[1.2.3 ed]pireno IcP C,H, 193-39-5 276 \%’3 By
Siclones Cpp C.H 27208-37-3 226 C SCE EU
[c,d]pireno P 187710 L ;y ’
Benzolc|fluoreno BcF C.H, 205-12-9 216 g EU
5-metilcriseno 5mc C,H, 3697-24-3 242 % SCF

Environmental Protection Agency (EPA), Scientific Committee on Food (SCF), European Union (EU): Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives (JECFA) e SCE, e Regulamento n° 835/2011 da Commission of the European Communities (CEC). Fontes: Lawal', Kim et al®,

CEC? e Purcaro et al*?

A formacao dos HPAs se da a partir da
combustdo incompleta da matéria organica e ¢é
influenciada pela temperatura e pressao da queima,
sendo a formacao favorecida pela queima em
temperaturas entre 500 e 900°C, principalmente
acima de 700°C. Em elevadas temperaturas, a
pirdlise de compostos organicos produz fragmentos
de moléculas e radicais livres que se combinam para
dar origem aos HPAs’.

O mecanismo de formagdo dos HPAs
nao ¢ ainda completamente conhecido, mas em
temperaturas elevadas e baixas concentragdes
de oxigénio, compostos organicos de elevada
massa molecular sdo fracionados em moléculas
menores, contendo dois ou trés anéis aromaticos
e alguns radicais livres. Na pirossintese, os HPAs
e os radicais livres formados no processo anterior
podem se reorganizar originando moléculas

4/21

maijores (contendo de quatro a seis anéis

aromaticos) e mais estaveis’.

Toxicidade: mecanismos e efeitos causados por
curta e longa exposi¢ao

Os primeiros indicios da carcinogenicidade
dos HPAs foram relatados em 1775, quando foi
observada uma maior incidéncia de cancer em
limpadores de chaminés. Estudos posteriores
conduziram a identifica¢do de varios processos
industriais e misturas complexas dotados de
potencial mutagénico e/ou carcinogénico atribuido
a presenca destas substancias, no qual a toxicidade
varia de acordo com a estrutura''.

A TARC ¢ responsavel pelo levantamento
de pesquisas com o objetivo de identificar
produtos quimicos, misturas complexas, agentes
tisicos, biologicos e fatores de exposicdo que
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apresentam risco de incremento de cancer, que
sdo apresentadas na forma de monografias.
Os produtos sao classificados em grupos, de acordo
com sua carcinogenicidade em humanos, sendo o
Grupo 1 considerados carcinogénicos, o Grupo 2A
provaveis carcinogenicos, o Grupo 2B possiveis
carcinogénicos e o Grupo 3 ndo carcinogénicos.
O tnico hidrocarboneto presente no Grupo 1 é o
benzo[a]pireno, enquanto demais sdo alocados
entre os Grupos 2A e 3>

A Tabela 1 apresenta ainda a lista dos HPAs
classificados como os contaminantes prioritarios
em diversas organizagdes e agéncias internacionais,
como a U.S. Environmental Protection Agency (EPA),
a European Union (EU), o Scientific Committee
on Food (SCF) e a Commission of the European
Communities (CEC). Ha evidéncias que a mistura
destes compostos é considerada mais carcinogénica
para humanos'~.

O efeito causado para humanos e animais por
tais contaminantes nao depende apenas da estrutura
do hidrocarboneto em questdo, mas também do
tempo e a forma de exposigdo. Quando ocorre o
contato com tais compostos, em um curto prazo
de exposicao, foi relatado o comprometimento da
funcao pulmonar em asmaticos e efeitos trombdticos
em pessoas afetadas por doenga cardiaca coronaria,
entretanto ndo hd um conhecimento sobre a
concentragdo e quais HPAs provocaram os sintomas.
Exposi¢des ocupacionais por curtos prazos a altos
niveis de concentragdes sdo conhecidas por resultar
em sintomas como irritagdo ocular, nauseas,
vomitos e diarreia. Ja a exposi¢ao aos HPAs por
longo prazo pode causar os efeitos carcinogénicos®.

Os HPAs sao absorvidos rapidamente por
meio da pele, por ingestao ou por inalagao, e apds
serem absorvidos podem ser acumulados em varios
6rgaos, principalmente os que possuem maior
porcentagem de lipideos, como ¢é o caso do figado,
trato gastrointestinal, rins, entre outros''. Uma vez
absorvidos pelo organismo, os hidrocarbonetos
passam por processos com a inten¢ao de diminuir
a toxicidade do composto absorvido, mas a
toxicidade pode ser aumentada devido a ativagdo
dos metabdlitos formados. Os HPAs sofrem
metabolizagdo por enzimas especificas formando
metabolitos mais toxicos que eles mesmos, ja que
estes podem se ligar ao DNA'.

As principais vias de eliminacdo desses
contaminantes ap6s o metabolismo hepatico sido
as fezes e urina, na qual o 1-hidroxipireno urinario
e adutos de HPA-DNA sdo os biomarcadores mais
comumente empregados em estudos de exposicao
aos HPAs. O 1-hidroxipireno foi introduzido como
biomarcador para humanos, e ja foi apresentado
como avaliador por vérios estudos*'. E um
biomarcador de facil detecgao, utilizado quando a
avaliacao da exposi¢do externa é dificil e a coleta de
sangue ndo ¢ possivel.

Adutos DNA-HPA também podem ser
biomarcadores da exposicao aos HPAs e do
metabolito reativo final. Tais adutos podem ser
encontrados em globulos brancos periféricos de
adultos expostos aos HPAs. Entretanto, quantificar o
aduto-DNA ndo é uma tarefa facil, considerando que
estdo em concentragcdes muito baixas, a eficiéncia
dos mecanismos bioldgicos de reparo, a dilui¢do dos
adutos devido a divisdao celular e a dificuldade de
amostragem do DNA humano, especialmente tendo-
se em conta a grande variedade de 6rgdos-alvo dos
diversos HPAs. Por isso, especial aten¢do tem sido
dada aos estudos dos adutos formados nas reagdes
entre os agentes carcinogénicos e proteinas, como
indicadores dos niveis de reagdo com o DNA".

Trabalhos publicados tém associado aingestao
didria de alimentos contaminados por HPAs ao
risco de varios tipos de canceres: colorretal, eséfago,
laringe, pulmao, rim, pele e bexiga, e também a
outras doengas nao genotoxicas como diabetes e
doengas cardiovasculares®.

Exposicao humana aos HPAs

Os HPAs sio facilmente disseminados
no ar, solo, dgua e corpos aquaticos, e alguns
foram identificados em altas concentragdes nos
alimentos e no meio ambiente!®. A contaminacdo
por HPAs ocorre principalmente pela combustao
incompleta de combustiveis presentes nas
fontes naturais e antropogénicas. As fontes
naturais sdo limitadas por queimas naturais de
florestas e erupgdes vulcanicas. Dentre as fontes
antropogénicas, estdo incluidos derramamento
de petroleo, combustao de veiculos, avides a
jato, incineragdo, queimadas, fumaga de cigarro,
processos industriais, dentre outros®. De acordo
com Azeredo et al”’, a fonte antropogénica é a
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principal forma de contaminagdo dos alimentos
e do meio ambiente.

O destino do contaminante ira depender das
propriedades fisico-quimicas do HPA em questao e
também das condi¢oes ambientais do local em que
for emitido, geralmente os que possuem baixo peso
molecular sdo encontrados na troposfera, enquanto
que os de alta massa molecular sdo encontrados nas
particulas presentes na atmosfera, ja que estes sdo
menos voldteis, entretanto a particio no ar e em
particulas ira depender de suas caracteristicas®.

Os HPAs ligados as particulas podem
facilmente entrar em outros compartimentos
ambientais a partir da sua deposicio na
biosfera terrestre, sendo entao uma forma de
contamina¢do dos alimentos. Solos também
podem estar contaminados com HPAs, seja por
deposi¢do de particulas ou acidentes ambientais
proximos, existindo a possibilidade de transferir
esses contaminantes para as plantas por meio do
sistema radicular e/ou fertilizantes, contaminando
os alimentos vegetais, que sdo incorporados e
transferidos ao longo da cadeia alimentar".

Os ambientes marinhos também podem ser
contaminados por HPAs pelo derramamento de
petrdleo ou outros efluentes derivados do carbono,
por serem lipofilicos e ndo soliveis em agua. Estes
poluentes se depositam no sedimento ou também
podem se acumular em tecidos adiposos de peixes e
outros organismos marinhos, sendo outra maneira
de exposi¢do aos humanos'.

Contamina¢do em alimentos

Frutas e vegetais in natura podem ser
contaminados de varias maneiras, considerando
o fato dos HPAs estarem presentes na atmosfera,
aguas e solos. O material particulado contaminado
pode se depositar na superficie destes alimentos, de
forma mais especifica na camada de cera superficial
representando uma forma de exposi¢cio dos
humanos aos HPAs".

Os cereais também podem ser contaminados
pela secagem dos graos com gases de combustao,
na qual a concentragio de HPAs ira variar de
acordo com o gas utilizado e as condigdes de
queima. Além disso, Azeredo et al” citam que
solos contaminados também podem ser fonte de
contamina¢ao dos graos.
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Os dleos vegetais e gorduras sdo facilmente
contaminados, ja que os HPAs sdo compostos
lipofilicos e dissolvidos nestes. De acordo com
Silva et al®, as principais formas de contaminagdo
sao por absor¢do por plantas oleaginosas a partir
do solo contaminado, deposi¢io dos HPAs nas
plantas, secagem direta das sementes com gases
de combustao ou a partir de solventes a base de
petrdleo, usados na extragdo do dleo da semente.

No café, a torrefagio dos graos provoca a
formagdo dos HPAs e cerca de 20-30% destes sdo
transferidos para a bebida pelo método tradicional
de preparo. Segundo Singh et al*, o nivel de
contamina¢do por HPAs depende do tempo e
grau de torrefacio do café, no qual aqueles que
utilizam um tempo maior e um grao mais torrado
apresentam maiores niveis.

Bebidas  alcodlicas, como  cachagas,
apresentam contamina¢do por HPAs no inicio de
seu processamento, na queima da cana-de-agtcar
durante a colheita, ou nas etapas finais, por meio
de adi¢ao de caramelo (utilizado para a corre¢io
da coloracao da bebida envelhecida) ou durante a
maturac¢ao (envelhecimento) em tonéis de madeira
cuja parte interior foi submetida a queima durante
sua confeccao®.

No grupo dos fast-foods, as pizzas sio as
mais contaminadas por BaP, principalmente se
forem assadas no forno a lenha. Além de que
outros ingredientes utilizados na fabricacao
de determinados alimentos podem ser fontes
adicionais de contaminac¢do por HPAs: a maionese,
por exemplo, apresenta quantidade significativa
de ¢6leo de soja na composicao, que pode ser uma
forma de contaminagao'

Nos alimentos de origem animal como
carnes e peixes, o grau de contaminagdo por HPAs
depende da quantidade de lipideos do animal,
metabolismo, estrutura corporal e textura, entre
outros fatores que afetam na bioacumulagdo destes
contaminantes por polui¢cdo ambiental'’. Também
por meio de alimentacdo contaminada (ragoes,
pastagens), os HPAs podem ser transferidos para
tais produtos.

Segundo Garcia et al’, a exposicdo dos
humanos pela ingestdo de alimentos contaminados
também pode ocorrer a partir de processos de
preparagdo dos alimentos que envolvem a queima
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incompleta da matéria organica, tais como grelhar,
fritar, assar, entre outros.

Muitas variaveis devem ser consideradas para
a formacao destes compostos, tais como a posi¢do
do alimento em contato com o calor, a temperatura
da queima, tempo do processo, fonte de calor,
quantidade de gordura presente na carne, entre
outros. Rose et al* mostraram que o mais seguro
¢ nao deixar que a gordura do alimento entre em
contato com a chama, e ndo expor o produto em
altas temperaturas por tempo elevado. Alimentos
mais gordurosos como bacon, carnes gordurosas e
linguicas estdo mais propensos a contaminagao''.

Rose et al* analisaram alguns tipos de
carnes de churrasco como bife de carne, frango,
hamburgueres e salsichas, e os HPAs foram
encontrados em quase todas as amostras, algumas
em niveis elevados, principalmente nos embutidos
de carne suina e nos hamburgueres assados na
churrasqueira. Entretanto, embutidos de carne
suina que estavam a uma distancia menor da fonte
de calor apresentaram niveis mais baixos, o que ndo
era esperado pelos autores, e a justificativa dada foi
em relacdo a textura da carne, ao teor de lipideos,
a composicao da “capa’, que resultaram em uma
menor absor¢do de HPAs nestas amostras.

No trabalho de Martorell et al*, em que foram
analisados os teores de HPAs em varios grupos de
alimentos ingeridos no cotidiano da populacdo de
Catalonia, e estimada a contribui¢ao de cada alimento
para a ingestdo didria total de HPAs dos individuos,
verificou-se que carnes e derivados apresentaram
os maiores indices de contaminagdo, com uma
contribuigdo para a ingestao total de 49,2%, seguido
por 6leos e gorduras. Além disso, dentre as diversas
categorias de alimentos estudadas entre 2007 e 2017,
produtos carneos defumados é um dos grupos com o
maior numero de publicagdes relacionadas™.

Em suma, verifica-se que a exposi¢doaos HPAs
por meio dos alimentos pode ser significativa, o que
coloca em risco a saude da populagéo, considerando
a carcinogenicidade destes compostos.

Processo de defumacao de alimentos

O processo de defumagdo é um método antigo
de preparo, usado tradicionalmente em diversos
alimentos como carne, peixe e queijo, com o objetivo
de conferir um perfil organoléptico especifico, além

de conservar o produto por mais tempo, uma vez
que inativa enzimas e microrganismos que causam
a degradac¢ao dos nutrientes**.

No processo de defumacgdo, ocorre a
penetracdo de volateis no alimento por meio
da fumacga gerada pela queima de um material
combustivel®® e a formacdo da cor e do aroma
¢ func¢do da intera¢do das particulas da fumaca
com o alimento. A quantidade de componentes
depositados depende da temperatura, umidade,
agitagdo e composi¢ao da fumaga®.

De acordo com Ledesma et al®, ha diversas
maneiras de defumacgdo, nas quais variam a
temperatura da defumacao, o local de geragao da
fumaga e o combustivel utilizado. Esses diferentes
métodos podem ser classificados em dois tipos:
direto (tradicional) e indireto (industrial).

No método tradicional, o alimento é disposto
em prateleiras na mesma camara em que a fumaga
¢é gerada. A queima do material combustivel pode
ocorrer de duas formas, fumaga fria ou quente,
sendo que na fumaga fria, apds a geragdo da fumaga,
o fogo nao é mantido e, na fumaga quente, o fogo
¢ continuamente alimentado para a produgdo de
fumaca, que pode atingir temperaturas de 130°C*.

No método industrial, a fumaca ¢é gerada
separadamente da cdmara de defumagao, a partir
de diferentes métodos com condi¢oes mais
controladas, por exemplo fricgdo, vapor de fumaga,
fumaga fumegante e toque de fumaga?.

Skaljac et al*® avaliaram embutidos de carne
suina defumados pelos dois diferentes métodos,
tradicional e industrial, na qual foram alterados
temperatura, tipo de madeira, umidade relativa e
tempo de defumagio, e os niveis mais elevados de
HPAs foram encontrados em produtos defumados
pelo método tradicional.

Com o objetivo de reduzir a contaminagdo
dos alimentos por HPAs, técnicas alternativas estao
sendo desenvolvidas para a defumagédo, que podem
variar o fluxo de fumaca, a distdncia do alimento
da fonte de queima, a temperatura utilizada, a
densidade de fumaga, o gas de queima, entre outros.
Segundo Alakali et al*’, a maioria dos fornos possui
fluxo horizontal de fumacga e utilizam carvdo ou
biomassa como combustivel. De acordo com os
mesmos autores, sdo necessarios fornos em que
a densidade de fumaga ndo seja tao elevada e que

7/21



Mozaner LQ, Almeida AP, Silva SA. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos: uma revisao sobre metodologias de analise e niveis de contaminagao
em produtos carneos defumados. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2019;78:e1779.

o consumo de combustivel seja baixo, para que o
aspecto desejado do alimento seja obtido em curto
tempo e com melhor qualidade.

Varios tipos de materiais combustiveis podem
ser utilizados para a produgdo da fumaga, como
cascas de coco, espiga de milho, carocos de frutas,
diferentes tipos de madeira (pinheiro, faia, carvalho)
e carvao®. A escolha do tipo de combustivel a ser
usado deve ser realizado com cautela, considerando
que diferentes combustiveis podem gerar diferentes
componentes na fumaca, especialmente os HPAs.
Stumpe-Viksna et al*! avaliaram carnes defumadas
com carvao e com dez diferentes tipos de madeira
(macieira, amieiro, amieiro e juniper maple, abeto
vermelho, aveleira, plum, alamo, cerejeira, romeira),
e o uso da madeira de abeto vermelho resultou
em concentragdes de HPAs cerca de duas vezes
superiores as concentragdes encontradas com as
madeiras de macieira e amieiro.

Uma alternativa para a defumagido
tradicional é o uso do aroma de fumaca, que
oferece maior praticidade, pois é possivel produzir
produtos defumados com tempo reduzido e com
quantidade menor de matéria-prima, além de
ser possivel controlar a concentragdo de aroma
adicionado ao alimento. Esta é uma técnica
bastante empregada pela industria de alimentos.
O aroma ¢é proveniente da condensagio da fumaca
produzida pela queima controlada de serragem
ou lascas de madeira, com quantidade minima de
oxigénio. Apos a condensagio, o liquido é refinado
para retirar impurezas e compostos carcinogénicos
(tais como os HPAs), e por fim é suavemente
envelhecido, originando o produto final, que da ao
alimento caracteristicas muito semelhantes ao da
defumagao tradicional®.

Legislacao para HPAs em alimentos

Em 2002, o SCF apresentou uma revisao
sobre a toxicidade dos HPAs nos alimentos, e
adotaram que o BaP seria o marcador da presenca
desses contaminantes. Em 2003, a legislagdo para
alimentos da Comunidade Europeia estabeleceu
valores maximos de BaP e BaA e as condi¢des
necessarias para comercializar aromas de fumaca
utilizados para a preparagio de alimentos
defumados, bem como condigoes de produgio, e
procedimentos de avaliagdo dos aromas de fumaga™.
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Os valores maximos de BaP e BaA estipulados
para estes produtos foram de 10 pg/kg e 20 pg/kg,
respectivamente. Em 2006, limites para BaP foram
estabelecidos pela Comissdo Europeia em alguns
alimentos (6leos e gorduras, carnes e derivados de
carnes defumados, peixes e crustaceos, moluscos
bivalves, cereais processados, alimentos para bebés
e alimentos dietéticos)®

A partir de 2007, a European Food
Safety Authority (EFSA) iniciou os estudos
de reavaliacdo de marcadores de HPAs, em
consequéncia de varios trabalhos apresentados
entre os anos de 2005-2007, realizados em 18
paises da Unido Europeia, na qual os resultados
analiticos comprovaram a contaminagao de varios
alimentos por outros HPAs genotéxicos e toxicos
além do BaP. Assim, a soma dos 4 HPAs (BaP,
BaA, BbF e Cri) ou a soma de 8 HPAs (BaP, BaA,
BbE, BKE, Cri, BgP, IcP, DaA) foram estabelecidos
como biomarcadores, além do BaP. Entretanto,
comparando os resultados da soma de 8 HPAs e
4 HPAs, nao houve diferenca significativa entre
os resultados, concluindo-se que a soma dos 4
HPAs ja era suficiente para detectar a presenca
dos componentes prioritarios®.

Logo, a Comissaio da Comunidade
Europeia, com o Regulamento n° 835/2011%,
propds novos limites maximos para o BaP e para
a soma de 4 HPAs em diversos alimentos. Nesta
legisla¢do, ainda é apontado um valor separado
para BaP, com a inten¢do de levantar dados
para comparagdes futuras. O limite para BaP
de 5,0 pg/kg e para os 4 HPAs de 30,0 pg/kg foi
estabelecido para carne defumada e produtos a
base de carne defumada, espadilhas defumadas,
espadilhas defumadas em lata.

Este mesmo regulamento propos, para
carne defumada e produtos, que os valores fossem
reduzidos gradativamente para BaP e para os
4 HPAs respectivamente para 2,0 ug/kg e 12,0 pg/kg,
e estes limites deveriam prevalecer a partir de 2014.
Entretanto, apesar da aplicacdo de boas praticas
de defumacio, certos paises membros da Unido
Europeia ndo conseguiram atingir os limites em
produtos defumados pelo modo tradicional.
Assim, os limites foram mantidos para os paises e
o prazo para reducao foi prorrogado para 2017 pelo
Regulamento n° 1327/2014%.
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No Brasil, ha valores maximos estabelecidos
para BaP para aromas de fumaga segundo a
Resolu¢ao RDC n° 2/2007%, a qual estabelece que
estes produtos nio devem transferir mais que
0,03 pg/kg de BaP ao alimento final. Hd também
limites maximos de BaP para agua de consumo
segundo Portaria n° 5/2017% (0,7 pg/L) e para dleo
de bagago de oliva, de acordo com a Resolu¢ao RDC
ne 281/2003% (2 pg/kg).

Diferentes métodos para extracdo, limpeza e
quantificacio de HPAs em produtos carneos
defumados

Para que seja possivel mensurar corretamente
a quantidade de HPAs presente nas amostras, é
necessario dispor de um método exato, preciso,
seletivo, com boa reprodutibilidade e repetibilidade
e com limites de deteccdo e quantificagio que
satisfagam os niveis requeridos na legislagao, sendo
que quanto mais baixo forem estes limites, mais
sensivel deve ser o método.

Métodos de extracdo, limpeza e quantificagdo
dos HPAs inovadores, com tempo e custo de
analise reduzidos, vém sendo desenvolvidos.
A escolha da metodologia empregada depende da
matriz, dos materiais e insumos disponiveis, do
custo, entre outros fatores. A Tabela 2 apresenta
alguns métodos utilizados para extragdo, limpeza
e quantificagio de HPAs em produtos carneos
defumados, coletados da literatura cientifica.
Sao empregados os métodos: saponificagdo a
quente com solu¢do metanodlica de hidréxido
de potassio (KOH) e extracao liquido-liquido
com ciclohexano para a extragdo em aroma de
fumaga, carne e peixe defumado ou extragdo com
ciclohexano em ultrassom em embutidos de carne
suina, limpeza com silica-SPE ou cromatografia
classica com C18 e DMSO, e quantificagdo em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com detectores de fluorescéncia (FLD)/ultravioleta
(UV) ou cromatografia gasosa (CG) acoplada ao
espectrometro de massas (MS)?>240-36,

Tabela 2. Métodos utilizados para extracio, limpeza e detecgdo dos HPAs

Aot . . a ~ Métodode  Método de LD LQ
Referéncia Ano Tipo de alimento Método de Extracio e s (i) ()
Carnes, queijos, Saponificagdo a quente com
AOACH 1974 alimentos defumados,  solugdo etanolica de KOH e Florisil_SPE CCD-FLD/ i 05
compostos dietéticos e  extragao liquido-liquido com uv ’
bebidas isoctano
Presunto de carne
Djinovic 2008 bg:g(;ai)zzs;llggr)ndede Extragdo acelerada por solventea ~ CPGe Silica-  Fast-CG/ 0,001- )
etal® poreo, PE€ " quente (ASE 200) SPE HRMS 0,077
e sem pele, embutidos
de carne suina
Gomez- 2009 Embutidos de carne Extragdo acelerada por solvente em CPG e Silica- CG-MS i i
Ruiz et al® suina elevada temperatura (ASE 300) SPE
Embutidos de
Purcaro carne suina, bacon Dois métodos usando n-hexano:
et al®? 2009 defumado, carne de digestdo em micro-ondas e Silica-SPE CLAE-FLD 0,2-0,6 -
porco defumada e extragio liquido-liquido
carne bovina defumada
Coluna
. . ~ .~ Extrelut
Farh: dian 2011 Carne bovina e frango Sap omﬁce.tg:ao com NaOFH e adicao conectadaao CLAE-FLD 0,01- 0,04-0,1
etal de terra diatoméceas (refil extrelut) 0,03
PRS-SPE e
Silica-SPE
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Continuagdo
et ; . . ~ Métodode  Método de LD LQ
Referéncia Ano Tipo de alimento Método de Extracio Wiee aiense (i) (i)
Saponificagdo a quente com
Roseiro ) solucio metanolica de KOH e - CLAE-FLD/
et al®® 2011 Chourigo grosso ezl bt Florisil-SPE UV -
n-hexano
Presunto, bacon, Sa%)m}lﬁéac;ao a quente coll'n,
butidos de carne solu¢do de KOH (metanol:agua
Chung embu 9:1, v/v) por 2h e apos esse 0,003-
16 2011 suina, frango grelhado [~ > . Florisil-SPE ~ CLAE-FLD ’ -
etal . tempo adicionou-se n-hexano 0,2
e assado, carne bovina . . :
. e agua gelada. A mistura foi
e suina : )
deixada overnight
Coluna
Jahurul . Saponificagio com NaOH e adi¢do  Extrelut i 0,01- i
etal? AL s o jpibess de terra diatomdceas (refil extrelut) conectada ao CLAZHELD 0,09 50
PRS-SPE
Saponifica¢do a quente com
solu¢do metanolica de KOH e
Kumosani Peixe frito, frango frito  extra¢do liquido-liquido com CLAE_FLI? ¢
s 2013 . . . I confirmagio - -
etal e carne frita ciclohexano, seguido por extragdo or CG-MS
com N,N-dimetilformamida: p
agua (9:1, v/v)
Skaljac Embutidos de carne QuEChERS L ace‘Eopltrﬂa
et al® 2014 i s sl e sais de sulfato de magnésio e QuEChERS CG-MS 03-06 i
cloreto de s6dio (C18 + PSA) =
. , Saponificagdo a quente com
Olatunji Carne bovina, suina solucio metanolica de KOH e
o 2014 e filé de frango o T 1 1o Silica-SPE CG-FID 0,1-0,3  0,3-0,9
etal extra¢do liquido-liquido com
defumados :
n-hexano:diclorometano (4:1, v/v)
Diversas partes da Dicesti . d Cromatografia
carne (pele, gordura e igestao em microondas com classica
Chenetal® 2014 ’ acetonitrila e em seguida extragéo aF CG-MS 2,9-6,8 -
parte magra) de porco laquido-liquido com n-hexano com silica e
defumadas q q alumina
Surma 2014 Presunto de porco gﬁf eC?zESR i; Eljl(%a(i(e) zzertg;o gzsio e QUECRERS = nr 0,0001-0,0003-
etal’! P < & (PSA +C18) 0,001  0,0028
cloreto de s6dio
Extragéo liquido-liquido com
AOAC? 2014 Frutos do mar CIEDEE etlla:agg SOUDCE Silica-SPE CG-MS - -
sulfato de magnésio e cloreto de
sddio
Chorizo (um defumado
tipico da espanha
produzido com carne  Extra¢do usando ultrassom com
Ledc;sma 2015 de porco, gor(.lur.a de n—hexano~ por 1 .hora,, segulda Silica-SPE CG-MS 0,05 0.24
etal porco e especiarias, de extragio liquido-liquido com
encapados em casing  n-hexano
feitas do intestino
do animal)
Continua na pagina 11/21
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Continuagdo
A . . . . ~ Método de Método de LD LQ
Referéncia Ano Tipo de alimento Método de Extracio Limpeza  quantificacio (ug/kg) (ng/ks)
. QuEChERS - uso de acetonitrila
KhO;Shld 2015 Peixe tipo Herring e sais de sulfato de magnésio e Silica-SPE CG-MS 0,09- 2,00
etal e 1,94
cloreto de s6dio
PSA-C18
PSA-C18-
Chatterjee . QuEChERS- uso de acetonitrilae ~ CaCl 0,001-  0,002-
etal 2016  Carne de peixe sais de sulfato de magnésio PSA-C18- CG-MSIMS 0,004 0,013
Florisil-CaCl-
hexano
Peixe (%efumado, Saponificagdo a quente com Cromatografia
embutidos de carne < o o
Zachara , solucio metanolica de KOH e cléssica com
p 2017 suina, presunto e T i g . CLAE-FLD 0,18 0,25
etal . extragio liquido-liquido com oxido de
defumado e tiras de . .
frango defumado ciclohexano aluminio
Produtos prontos Coluna
para consumo, como o  Extrelut
Luetal® 2017 fatias de frango, bacon, Sapomﬁc;.iqao com NaOH e adicdo conectadaao  CLAE-FLD 0,06- 0,12-
presunto defumado de terra diatomdceas (refll extrelut) PRS-SPE e 0,08 0,16
e embutidos de .
Silica-gel

carne suina

Siglas: CCD-FLD/UV: Cromatografia em camada delgada acoplada com detector de fluorescéncia e detector ultravioleta, CLAE-FLD/UV: cromatografia
liquida acoplada com detector de fluorescéncia e detector ultravioleta, CG-MS: Cromatografia gasosa acoplada com detector de massa, Fast-CG -
HRMS: Cromatografia gasosa rapida acoplada a detector de massa de alta resolugao, Fast-CG/MS: Cromatografia gasosa rapida acoplada a detector
de massa, CG-MS/MS: Cromatografia gasosa acoplada com detector de massa triplo quadrupolo, CG-FID: Cromatografia gasosa com detector por
ionizagao de chama, CPG: cromatografia de permeagao em gel, Florisil-SPE: cartucho de extragdo em fase s6lida empacotado com Florisil, Silica-SPE:
cartucho de extragdo em fase solida empacotado com silica, PRS-SPE: cartucho de troca ionica, PSA: amina primdria secundaria, C18: octadecilsilano

Para comprovar que o método é adequado
para o fim proposto, permitindo obter resultados
confidveis nas analises laboratoriais, é sugerido
que os laboratorios nacionais realizem a validacido
da metodologia analitica de acordo com o Guia
do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO), incluindo parametros de
linearidade, seletividade, exatidao, precisao, limites de
detec¢ao e quantificagao”. Além disso, de acordo com
Zelinkova e Wenzl*®, é possivel também utilizar uma
metodologia oficial, como as descritas pela Association
of Official Analytical Chemists (AOAC) *>2.

O uso de materiais de referéncia certificados
(MRC) tem sido uma exigéncia para comprovagao
de que a metodologia atende critérios de exatidao®.
Atualmente, existem disponiveis no mercado dois
tipos de MRC de mexilhao oferecidos pelo National
Institute of Standards & Technology (NIST), que
apresentam como analitos os HPAs, SMR 1974 e
SMR 2974a%¢.

A AOAC* publicou o primeiro método oficial
para determinagdo de BaP em diversas categorias de
alimentos, como carne, alimentos defumados, queijos,
compostos dietéticos e bebidas. No método utilizou-
se saponificagdo com solugdo etandlica de hidréxido
de potassio, seguido por uma etapa de particao
entre isoctano, agua e alcool etilico para a extracao
dos analitos da amostra. Apods isso, realizou-se a
purificagdo com cartucho de extragdo em fase sélida
(SPE) florisil e extragao liquido-liquido (ELL) com
dimetilsulféxido, na qual a fase organica foi separada.
Os analitos foram quantificados por cromatografia
em camada delgada com detec¢dao no ultravioleta
com confirmac¢io em espectrofluorescéncia.

Grimmer e Bohnke® foram um dos primeiros
autores que propuseram metodologias para a
determinagdo de HPAs em alimentos, incluindo
dois grupos: (I) com alto teor proteico, como
carne, peixe, aves e cereais e (II) 6leos e gorduras.
No grupo I, devido ao alto teor proteico das
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amostras, foi necessdria a saponificagdo dos
produtos, na qual foi utilizado solugdo metandlica
com hidroxido de potassio. A ELL foi realizada com
metanol:agua e ciclohexano, seguido por extragdo
com dimetilformamida (DMF):agua e a purificagdo
foi realizada por cromatografia em silica-gel
seguida por cromatografia por exclusdo de tamanho
(Sephadex LH 20). Por fim, para a determinagao
e quantifica¢ao utilizou-se CG com detector de
ionizagao de chama (FID). Para o grupo II, a etapa
de saponifica¢do ndo foi realizada, e a ELL foi feita
apenas com DMF: agua e ciclohexano.

O método AOAC 2014.08 ¢é aplicado para
determinagdo dos 16 HPAs em pescados e derivados,
tais como molusco, camarao e peixe. Estametodologia
sugere a ELL com acetato de etila:dgua na presenca
de sulfato de magnésio e cloreto de sédio, utilizando
o principio do QuEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Rugged, Safe). O extrato foi levado a purificagdo
em cartuchos de SPE-silica, e a determinagdo e
quantificacdo realizada por cromatografia gasosa
acoplada com detector de massa™.

Verifica-se que, com o decorrer dos anos, houve
um avango de tecnologias, com desenvolvimento de
metodologias e preocupagao com a sustentabilidade
e meio ambiente. Assim, os métodos foram
miniaturizados. Por exemplo, o método da AOAC,
de 1974, utiliza cerca de um litro de iso-octano para a
extragdo dos HPAs, e usava o benzeno para a elui¢ao
dos analitos, que é altamente téxico. Grimmer
e Bohnke® realizavam a extragio dos HPAs em
funil de separagdo de dois litros com 800 mL de
ciclohexano. J4 nos métodos mais recentes, como o
da AOAC?, utilizou-se cerca de 10 mL de acetato de
etila, e a extragdo foi realizada em tubo de centrifuga
de 50 mL. Portanto, é possivel a determinacao de
varios HPAs (incluindo os 16 prioritarios) com uma
reducdo da quantidade dos reagentes e solventes,
empregando produtos menos toxicos.

Extragdo dos analitos

A Tabela 2 apresenta um resumo das
principais técnicas de extra¢do para os HPAs,
incluindo: saponificacdo a quente com solugdo
metandlica de KOH e ELL com n-hexano ou
isoctano, digestao em micro-ondas com n-hexano,
saponificagdo com hidroxido de so6dio (NaOH)
e adicdo de terras diatomaceas (refil extrelut),

12/21

QuEChERS (uso de acetonitrila e sais de sulfato
de magnésio), entre outras***.

Para a determinacdo e quantificagio dos
HPAs é necessario realizar a extra¢do dos analitos
de interesse e remover os possiveis interferentes
presentes na amostra. De acordo com Zelinkova e
WenzIl*®, os lipideos sdo as impurezas majoritarias
em tecidos animais, sendo necessaria a escolha
de um método de extragdo que remova de forma
eficiente os HPAs da matriz carnea.

Um método de extragdo, frequentemente
utilizado na literatura para carneos, é a saponificacdo
seguida de ELL com ciclohexano ou n-hexano**¢,
E um método eficaz, que apresenta recuperagdes
elevadas e baixo custo. Uma vez que os HPAs tendem
a ficar adsorvidos em componentes como proteinas e
lipideos, a adigao de um composto alcalino com KOH
¢ necessaria, ja que tais componentes nio podem
ser destruidos apenas na presenca de alcool ou com
elevagdo de temperatura. Entdo, a ELL solubiliza os
HPAs livres na matriz e permite isola-los®'.

O QuEChERS é um método de extragio
que vém sendo largamente estudado e utilizado
nos ultimos anos para HPAs, por ser rapido, usar
pouca quantidade de solventes e gerar pequenas
quantidades de residuos®. O QUEChERS tradicional
foi inicialmente desenvolvido para extrair pesticidas
de frutas e vegetais, ou seja, matrizes pouco
gordurosas. Entretanto, varias adaptagoes (solventes,
sais e fases dispersivas) do método vém sendo
realizadas para extrair analitos de matrizes gordurosas
tais como peixes, frutas gordurosas, entre outros.
O procedimento envolve particao liquido-liquido pela
adicdo de acetonitrila e sais de sulfato de magnésio
e cloreto de sédio, seguido pela etapa de limpeza
utilizando um material dispersivo, sulfato de magnésio
e agua para remover os interferentes polares*.

O material Extrelut é outra inovagdo que
esta sendo amplamente utilizada como alternativa
aos métodos tradicionais. Baseia-se em um
material quimicamente inerte, composto por terras
diatomaceas, vendido pré-embalado em cartuchos,
no qual suas propriedades de superficie permitem
que funcione como um suporte para a ELL de
substancias lipofilicas. Quando uma amostra
aquosa ¢é aplicada ao Extrelut, distribui-se como
uma pelicula fina ao longo da superficie e age
como uma fase estacionaria. A eluicao de analitos
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¢ realizada utilizando um solvente orgénico que
¢ imiscivel com agua, por exemplo, éter dietilico,
acetato de etila ou hidrocarbonetos halogenados®.

Varios estudos mostram que os métodos mais
recentes de extra¢do, como o QUEChERS e a utilizacido
do material Extrelut apresentam vantagens em relagao
a classica ELL devido a maior praticidade, menor
tempo, reducdo de reagentes e menor uso de vidrarias,
além de resultados com recuperagbes e limites
de deteccdo similares aos métodos tradicionais®.
Entretanto, esses novos métodos devem ser adaptados
de acordo com cada matriz, por isso a escolha e a
utilizacdo dos mesmos deve ser criteriosa.

Limpeza e purificagdo dos analitos

A etapa de limpeza da amostra tem o intuito
de retirar possiveis interferentes da analise, para
que estes nao interfiram na etapa de quantificacdo
e separacao dos analitos desejados.

Apos a extragdo dos analitos da matriz carne e
seus derivados, esta etapa é necessdria para remover
interferentes como 4acidos graxos e triglicerdis™.
Segundo Purcaro et al*?, a SPE é bastante utilizada pois
apresenta elevada sensibilidade e é relativamente rapida.
Existem varios adsorventes ja empregados na analise de
HPAs, sendo os principais: C18, florisil, silica, estireno/
divinilbenzeno (PS/DVB), ou uma mistura de C18-
florisil. Na maioria dos trabalhos apresentados para
produtos defumados (Tabela 2), a silica foi usada como
adsorvente, com a inten¢do de reter os interferentes
(triacilglicerdis), e os HPAs foram eluidos com
solventes como n-hexano ou diclorometano®#%->%,
Florisil como adsorvente foi empregado por Chung
et al*. De acordo com Purcaro et al*%, quando amostras
com alto teor de gordura sao purificadas utilizando a
silica-SPE ou a florisil, obtém-se eficacia na remog¢ao
das impurezas, mas a recupera¢ao ¢ mais baixa com
Florisil-SPE do que com a silica.

Outra maneira de limpar os extratos é por
cromatografia de permeagao em gel (CPG), uma vez
que, de acordo com Zelinkova e WenzI*®, o CPG e
o SPE constituem métodos prioritarios para limpeza
de extratos alimentares primdrios. O conceito de
CPG éaseparagdo a partir do tamanho das particulas
(mais exatamente a massa molecular), o que confere
simplicidade ao método. Existem varios géis de
purificagdo, com diferentes tamanhos, e a amostra é
eluida com solventes como diclorometano, n-hexano,

ciclohexano, acetato de etila, ou uma mistura deles™.
Geralmente, para retirar totalmente os interferentes
da amostra, utiliza-se o CPG seguido de SPE, o que
resulta em uma boa limpeza de diferentes matrizes,
entretanto, a inclusdo de diversas etapas de limpeza
implica em maiores custos, uso de solventes, tempos
de analise e possibilidade de perdas do analito
durante o procedimento.

Determinagdo e quantificagdo dos analitos

A cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecgdo por fluorescéncia e a cromatografia
gasosa acoplada ao espectrometro de massas sdo as
principais técnicas instrumentais utilizadas para a
separa¢do e quantificagio dos HPAs presentes nos
produtos carneos e derivados (Tabela 2).

Nas analises por CLAE dos HPAs em produtos
carneos, o detector de fluorescéncia é o mais comum,
que determina e quantifica a partir do fendmeno de
fluorescéncia, gerando um espectro caracteristico.
A fluorescéncia é uma propriedade particular de
cada hidrocarboneto, e depende da presenca de um
grupo fluoréforo. Cada analito é excitado e emite a
energia em um comprimento de onda especifico, a
excitagdo ocorre nos comprimentos de 245-400 nm
e a emissao de 280-550 nm®.

Boa parte dos HPAs apresenta fluorescéncia,
com excecdo do Naf, Aci, Acf e Flu que, quando
analisados por CLAE, sdo determinados usando
o detector UV®. Entretanto, o CLAE-FLD, em
comparagdo com o CG-MS, apresenta limites de
deteccdo superiores para todos os HPAs, uma vez que a
sensibilidade desse método depende das propriedades
de fluorescéncia, intrinsecas de cada substancia®.

A CG ¢ utilizada para separa¢ao de compostos
volateis e termicamente estaveis, uma vez que a
amostra deve ser volatilizada, e o gas utilizado como
fase movel, possibilita um rapido equilibrio com a
fase estaciondria e entdo diminui o tempo de analise
e oferece uma alta resolu¢ao. Os detectores mais
utilizados na CG para analise de HPAs sdo o MS e
o detector de ionizag¢do de chama. Com o CG-MS
¢ possivel obter baixos limites de deteccdo, sendo
considerada uma técnica sensivel e seletiva. Um
aspecto critico do CG-MS ¢ a selecdo do tipo de
injetor, uma vez que é observada alta discriminagao
dos HPAs de alto peso molecular quando comparado
com os de médio e baixo peso. Tal fato pode ser
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causado por uma inje¢do com transferéncia desigual
dos analitos na coluna, o que pode ser reduzido
utilizando a técnica de inje¢do com temperatura
programada de vaporizagdo. A discriminagdo pode
ser causada também devida forte interacdo desses
analitos com a fase estacionaria®.

Vérias analises em uma ampla faixa de
matrizes complexas vém sendo realizadas
utilizando também CLAE-MS, mas o unico
modo de ionizagdo que atinge seletividade
e sensibilidade adequada aos HPAs é o de
fotoionizagdo a pressao atmosférica.

Levantamento da ocorréncia de HPAs
alimentos defumados

Existe uma vasta gama de produtos defumados
que sdo comercializados, e varios estudos mostraram
que as concentragdes de HPAs em diversos
alimentos como bacon, carne de porco e embutidos
de carne suina estao elevadas?**#1-4345:461,36,

Na Tabela 3 estao listadas as concentragdes
encontradas em amostras de carnes e derivados
defumados (bovinos, suinos e pescados) de diversas
referéncias para o BaP, os 4 HPAs prioritarios, a
soma destes e a soma de diversos HPAs analisados.

cm

Tabela 3. Concentragdes dos HPAs em diferentes produtos carneos defumados

A . BaA Cri BbF BaP ¥4 HPAs
Referéncias Ano Produto total (ug/k
! " (ng/kg) (ng/ke) (wg/ke) (ng/kg) (ng/ks) 2total (ng/kg)
Bovinos
Presunto de carne 21,3 (167
Djinovic : (BaA, Cri, BbE BKE BaP, IcP, DhP,
et al" 2008 bovina (flefumado 2,94 3,68 0,91 1,09 8,62 BgP, DeR, DiP, DIP, 5mc, DaA, BeE
por 15 dias) ¢
BjE Cpp)
Carne bovina 5
Purcaro et al*> 2009 defumada 0,1 0,4 0,1 <LQ 0,2 (Flu, Flt, Fen, Ant, Pir, BaA,Cri,
BbE BKE BaP, DhP, IcP, BgP)
Chungetal® 2011 Carnebovina - - - <LD - <LD
Olatunji Carne bovina 5,34 (1%)
etal® T ) ) ) Stk ) (BaP)
Suinos
Bacon 0,44 <LD 0,36 0,44 1,24 10,29 (10%)
Linguica 0,61 <LD 0,41 0,12 0,65 3,72 (10%)
Camargo e Salsicha <LD <LD 0,26 0,32 0,58 3,96 (10%)
Toledo® 2001
1,52 (10%)
Mortadela <LD <LD 0,14 0,10 0,24 (Flt, Pir, BaA, Cri, BeP, BbE BKkE,
BaP, DaA, BgP)
Presunto de porco 1,50 1,97 0,49 0,52 4,50 10,2 (16%)
Bacon sem pele 2,87 3,60 0,91 1,40 8,42  22,7(16%)
Bacon com pele 1,45 1,92 0,50 0,55 4,42 12,2 (16%)
Djinovic :
et al* 2008 Embutidodecarne o0 o6 55 024 179 44(16Y
suina (cajna)
10,5 (16*)
Embutido de carne (BaA, Cri, BbE BKE BaP, IcP, DhP,
suina (sremska) A8 2l G 020 Bl BgP, DeP, DiP, DIP, 5mc¢, DaA, BcE
BjE, Cpp)
Continua na pagina 15/21
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Continuagdo
. . BaA Cri BbF BaP Y4 HPAs
Referéncias Ano Produto Ytotal (ug/k
(ug/kg) (nglkg) (ng/ke) (ng/kg) (ng/kg) (ng/ke)
Embutido de carne -, 7 1,5 0,8 0,5 35 186,1(13%)
suina
*
Purcaro et al® 2009 Bacon defumado 0,1 0,2 0,1 <LQ 0,4 7,8 (13%)
Carne de porco 51(13%)
defuma dap <LQ <LQ 0,1 <LD 0,1 (Flu, Flt, Fen, Ant, Pir, BaA, Cri,
BbE BKE BaP, DhP, IcP, BgP)
Presunto de porco 19,5 16,7 8,9 13,3 584 92,6 (15%)
Wretling 2010 91,6 (15%)
etal” (BjP, BgP, DaA, Ant, Pir, BaA,
Bacon 15,6 17,8 6,1 9,36 48,9 Cri, BbE BKE BaP, DhP, IcP, DeP,
5mc, Cpp)
Embutidos de
carne suina 0,5 0,9 04 04 2,2 29,4 (15%)
(Botillo)
Lorenzo
2010
etal”® : 70,9 (15%)
f:r’rll’:zﬁﬁz de o o 05 05 o, (Naf, Flu, Ft, Fen, Ant, Pir, Baa,
(Androlla) ? ? ? ? ? Cri, BbE BKE BaP, DhP, IcP, BgP,
DaA)
Chourigo grosso 0,79 0,6 0,55 0,26 220 24434 (16%)
(cru)
Roseiro etal® 2011 : 3237,1 (16*)
(Cd};(ftlrrxﬁgmio 1798 1948 348 353 8737 NafFlu, Flt, Fen, Ant, AcE Pir,
40 dia2) p ’ ’ ’ ’ >’ BaA, Cri, BbE, BKE, BaP, DhP, IcP,
BgP, DaA)
Embutld,o de ) ) ) 0,08 i 0,08 (1%)
carne suina
Chungetal* 2011
Presunto de porco - - - 0,03 - 0,03 (17)
P ) (BaP)
Embutido de carne 220 (13%)
Skaljacetal® 2014 suina (Petrovskd <LD <LD <LD <1LD <LD  (Flu, Fen, Ant, AcE, Pir, BaA, Cri,
Kldbasa) BbE BKE BaP, IcP, BgP, DaA)
Presunto de porco 0,026 (12)
Surmaetal® 2014 P <LD 0,0024  0,0015 0,0022 0,0061  (Flu, Fen, Ant, AcE Pir, BaA, Cri,
BbE BKE BaP, IcP, DaA)
Bacon - - - 0,9 - 0,9 (1%)
Luetal* 2017 Embutido de ; 0,08 (1%)
7 - - 0,08 -
carne suina (BaP)
Pescados
1056,1 (15%)
Wretling a4 . (BjP, BgP, DaA, Ant, Pir, BaA,
etald’ 2010 Filé de peixe 182,5 168,9 64,1 75,5 491,0 Cri, BbE BKE BaP, DhP, IcP, DeP,

5mc, Cpp)

*Quantidade de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) analisados
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Para as carnes bovinas, apenas o estudo de
Olatunji et al* apresentou valor de BaP (5,34 ug/kg)
acima do limite da legislacdo (2 pg/kg), os demais
autores apresentaram valores de BaP e da soma dos 4
HPAs dentro dos limites permitidos.

Skaljac et al®’, Wretling et al” e Bogdanovi¢
et al®® analisaram produtos suinos como bacon,
embutidos de carne suina e presunto, e a maioria
das amostras apresentaram concentragdes abaixo
do valor permitido para BaP e para a soma
dos 4 HPAs. Entretanto para o BaP, o presunto
(13,3 pg/kg) e o bacon (9,4 pg/kg) analisados por
Wretling et al®, e o chouri¢o apds defumacao de
40 dias (3,5 pg/kg) analisado por Roseiro et al*’
apresentaram concentragdes acima do limite.
A soma dos 4 HPAs também ultrapassou o valor
permitido no presunto (58,4 ug/kg) e bacon (48,9
ng/kg) avaliados por Wretling et al”’, no chourigo
apos defumacao de 40 dias (42,9 pg/kg) analisado
por Roseiro et al*®. Dentre os HPAs analisados,
o BaA e o Cri foram os mais frequentes e em
concentra¢des mais elevadas (Tabela 3).

Sao poucos os trabalhos realizados com
pescados defumados, mas os dados apresentados
por Wretling et al*” indicaram que os hidrocarbonetos
que apresentaram majores concentragdes foram o
BaA (182,5pg/kg) eo Cri(168,9 ug/kg). A concentragao
média encontrada para BaP (75,5 pg/kg) esta cerca
de 35 vezes acima do permitido pela legislacdo
(2 ug/kg), e a concentragao para a soma dos 4 HPAs
(491 pg/kg) também excedeu o limite estabelecido
em 40 vezes (12 pg/kg).

Apesar das concentragdes de BaP e a soma
dos 4 HPAs estarem dentro do valor permitido
pela legislagdo, a soma do total de HPAs analisados
apresentaram valores superiores (Tabela 3).
No embutido de carne suina analisado por Purcaro
et al*?, a soma de todos os HPAs (AcF, Flt, Naf, BaA,
BbE BaP, BKE, Cri, Aci, Ant, BgP, Flu, Fen, DaA, IcP,
Pir) foi de 186,1 ug/kg em contraste com apenas
3,5 pg/kg da soma dos 4 HPAs. Da mesma forma,
no embutido de carne suina analisado por Skaljac
et al?’, o valor da soma total (Flu, Fen, Ant, AcF, Pir,
BaA, Cri, BbE, BKE BaP, IcP, BgP, DaA) foi 220 ug/kg
enquanto a dos 4 HPAs apresentou-se abaixo do
limite de deteccéo.

Outro fato a ser observado é que as amostras
de bacon e presunto de porco analisadas na Suica
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por Wretling et al® estavam mais contaminadas
que as analisadas por outros autores como Purcaro
et al*?, Chung et al*, Lu et al**. Possivelmente a
maneira de defumacao utilizada nesse pais é um
método tradicional, que combinado com o tipo
de carne utilizado, contribuem para uma maior
contaminagao por HPAs.

Para predizer o efeito do tempo de defumagéao
do alimento na contaminagdo por HPAs, o trabalho
de Roseiro et al* avaliou amostras de chourico
em diferentes dias de defumacéo (14, 22, 30 e 40).
No 14° dia, a concentragio de BaP foi de 0,68 pg/kg
e a soma dos 4 HPAs prioritarios de 6,35 pg/kg, ja
no 40° eram de 3,5 pg/kg e 42,9 pg/kg (acima dos
valores permitidos pela legislacdo). Logo, pode-se
concluir que quanto maior a durag¢ao da defumagao,
maior sera a quantidade de HPAs presente.

No Brasil, ndo ha estudos recentes sobre
a ocorréncia de HPAs em produtos carneos
defumados e derivados, e no tunico trabalho
realizado por Camargo e Toledo® os valores de
BaP e para a soma dos 4 HPAs em bacon, linguica,
salsicha e mortadela estavam todos abaixo do
permitido pela legislacdo europeia. Entretanto,
apresentou maior concentra¢ido de outros HPAs,
sendo a soma dos HPAs analisados variando de
1,52-10,29 pg/kg.

Maneiras de reduzir a contamina¢ao por HPAs em
carnes defumadas e derivados

Apesar da ocorréncia de contaminagdo
por HPAs em carnes e derivados defumados,
os beneficios da defumacdo para a prevencao
da deterioragdo e contaminagido bioldgica
sdo relevantes, por isso a Comissio do Codex
Alimentarius (CAC 68/2009) indicou as varidveis
a serem controladas para minimizar a formagao de
HPAs nesse processo, dentre elas o método (direto
ou indireto), o tipo de combustivel, a temperatura
empregada, o designer da camera de defumagdo e a
técnica utilizada para produgdo da fumaca®.

Utilizando o método industrial (indireto)
¢ possivel reduzir a contaminac¢do dos HPAs.
Wretling et al®” analisaram varias amostras de
carnes defumadas e derivados e aquelas que foram
defumadas pelo método indireto apresentaram
valores de HPAs inferiores as defumadas pelo
método tradicional.
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O tipo de combustivel influencia na quantidade
de HPAs no alimento final, uma vez que estudos
mostraram que a utilizagdo de cascas de macieira e
amieiro geraram menores quantidades de HPAs do
que as que utilizaram madeira de abeto vermelho?.

A contaminagdo por HPAs depende da
temperatura usada na queima do combustivel
uma vez que, de acordo com Ledesma et al* (2015
apud Toth e Blaas, 1972), a quantidade de HPAs
na fumaga durante a pirdlise aumenta linearmente
com o incremento da temperatura no intervalo de
400-1000 °C.

A distancia e posi¢do da carne ou derivado da
fonte de fumaga também influenciam na quantidade
de HPAs presentes. De acordo com Roseiro et al*,
a concentra¢do diminui com o aumento da distancia
entre o alimento e a fonte.

Existem novas tecnologias para produ¢ao
da fumaca de defumacido utilizando método
indireto. Foi observado que a técnica de fricgdo
apresentou as menores concentragdes de HPAs
quando comparada com as outras técnicas, como
fumaca fria, fumaga quente, por toque, entre outras
Ledesma et al*® (2016 apud Pohlmannet al, 2016).

O aroma de fumaga também pode ser uma
alternativa para reduzir a contamina¢ao por HPAs.
Entretanto, deve-se considerar o tipo de madeira
utilizada para produzir o aroma de fumaga uma
vez que, no trabalho de Ledesma et al®, o aroma
produzido com madeira alamo (Populus spp.)
apresentou concentragoes elevadas de HPAs.

Varios métodos de extragdo, limpeza e
quantificacaio de HPAs em produtos carneos
defumados e derivados sao descritos na literatura.
A escolha da metodologia empregada depende
da matriz, dos materiais e insumos disponiveis,
do custo, entre outros fatores, mas as etapas mais
comuns na analise de HPAs em cdrneos incluem:
saponifica¢io metanolica com KOH, seguida de
ELL com n-hexano ou ciclohexano, limpeza com
cartucho de extragdo de silica e quantificagdo por
cromatografia em CG-MS ou CLAE-FLD. No
decorrer dos anos, verificou-se uma reducido de
insumos utilizados, como solventes, visando reduzir
custos e tempo de analise, e é crescente a utilizagdo

do QuEChERS considerando a praticidade e os
inimeros beneficios relacionados.

Em geral, as amostras de carnes defumadas
apresentam valores dentro do limite estipulado
pela legislacao da Comunidade Europeia para BaP
e a soma dos 4 HPAs, entretanto foram observados
niveis elevados de HPAs em alguns grupos
como produtos suinos e pescados. No Brasil, ha
poucos dados referentes a esses produtos e nao ha
legislagdo especifica para os mesmos, justificando
a importancia da realizagdo de pesquisas sobre a
ocorréncia de HPAs nestes alimentos.

Como forma de reduzir a contaminacao de
produtos carneos por HPAs, podem ser utilizados
métodos indiretos na defumagéo, como a produgio
da fumaga por fric¢ao, uso de combustiveis que
formem menos HPAs, como cascas de macieiro
e amieiro, ou a utilizacio de aromas de fumaca
produzidos com estes materiais.
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RESUMO

Este trabalho apresenta as concentragdes de nitrato e suas correlagdes com as demais
variaveis obtidas da andlise de 21 parametros fisico-quimicos em 4.347 amostras de dguas de
abastecimento publico de 88 municipios da regido nordeste do Estado de Sdo Paulo, Brasil.
Os pardmetros analisados foram temperatura, pH, cloro residual livre, cor aparente, turbidez,
condutividade e concentragdes de litio, s6dio, amonio, potassio, calcio, magnésio, fluoreto,
clorito, bromato, cloreto, brometo, clorato, nitrato, fosfato e sulfato. Analises de componentes
principais, incluindo-se as variaveis condutividade e concentra¢des de nitrato, cloreto, célcio
e magnésio na agua, indicaram um grupo de 15 municipios com concentragdes relevantes de
nitrato. Foi realizada a andlise univariada, e foi sugerido o estabelecimento de estratégias no
gerenciamento inicial de contaminag¢des de aguas subterrdneas. No planejamento de a¢des
entre os diversos atores envolvidos com a gestdo da dgua subterranea destinada ao consumo
humano da regido e no monitoramento de sua qualidade, devem ser considerados os niveis
de nitrato, assim como os perfis fisico-quimicos das aguas e a complexidade dos sistemas de
abastecimento. Estas acdes incluem procedimentos para investigar e mitigar contaminagdes,
para garantir a potabilidade da agua consumida pela populagao.

Palavras-chave. nitrato, dgua potavel, vigildncia sanitaria, andlise de componentes principais.

ABSTRACT

This paper presents the nitrate concentrations and their correlations with other variables obtained
by analyzing 21 physical-chemical parameters in 4,347 samples from public water supply of 88
municipalities in the northeast region of the State of Sdo Paulo, Brazil. The analyzed parameters were
temperature, pH, free residual chlorine, apparent color, turbidity, conductivity, and concentrations of
lithium, sodium, ammonium, potassium, calcium, magnesium, fluoride, chlorite, bromate, chloride,
bromide, chlorate, nitrate, phosphate, and sulfate. The principal component analysis, involving the
conductivity and the concentrations of nitrate, chloride, calcium, and magnesium, showed a group of
15 municipalities with relevant concentrations of nitrate. As for the univariate analysis it is suggested
to apply strategies in the initial management of groundwater contaminations. It has been suggested
to plan the actions among the various actors involved in the management of groundwater, which is
intended for human consumption in the region, and for its quality monitoring. It has to consider
not only the nitrate levels but also the water physical-chemical profiles and the complexity of the
supply systems. These actions include the contaminants investigation and mitigation for ensuring the
potability of the water consumed by the population.

Keywords. nitrate, drinking water, sanitary surveillance, principal component analysis.
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O acesso a agua potavel é um direito humano
e um dos principais fatores para o desenvolvimento de
uma politicaeficiente de protecdoasaide’. Neste sentido,
o Programa Nacional de Vigilancia da Qualidade da
Agua para Consumo Humano (Vigiagua)? desenvolve
acdes de vigilancia que garantam a populagdo o acesso
aagua em quantidade suficiente e qualidade compativel
com o padrao de potabilidade estabelecido na legislagao
vigente’. Entre estas agbes estdo o monitoramento
continuo da qualidade da 4gua e a avaliagdo sistematica
das informacoes obtidas.

No Estado de Sao Paulo, 0 monitoramento e a
avaliacdo da qualidade da agua sao realizados por meio
do Programa de Vigilancia da Qualidade da Agua para
Consumo Humano (Proagua)*, que inclui as analises de
oito parametros: temperatura, pH, cloro residual livre
(CRL), cor aparente, turbidez, concentragao de fluoreto,
coliformes totais e Escherichia coli. No Proagua, as
amostras sao coletadas por agentes das Vigilancias
Sanitarias Municipais (VISA-M), que realizam também
as medidas de temperatura, pH e CRL no momento
da coleta. As amostras sdo entdo encaminhadas a
laboratérios onde os demais parametros sao analisados.

Em particular, neste Estado existe preocupagio
com relacio a presenga de nitrato em aguas de
abastecimento, uma vez que contamina¢des de
mananciais subterraneos tem sido reportadas, como
as ocorridas nos municipios de Marilia®>, Presidente
Prudente®, Monte Azul Paulista’ e Severinia®. O
interesse da Saude Publica frente a presenca deste ion
em aguas destinadas ao consumo humano deve-se a
ocorréncia de metemoglobinemia em criangas até trés
meses de idade (“sindrome do bebé azul”): segundo
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estudos
epidemioldgicos ndo reportaram metemoglobinemia
em areas em que a agua potavel continha menos do
que 50 mg L™ de nitrato, NO, (ou 11 mg L, se expresso
como nitrogénio-nitrato, N-NO,). A legislacio
brasileira vigente’ estabelece que o valor maximo
permitido (VMP) de nitrogénio-nitrato em aguas
destinadas ao consumo humano ¢ 10 mg L' (neste
trabalho, as concentracdes de nitrato serdo expressas
em nitrogénio-nitrato).

E preciso ressaltar que a ingestdo de nitrato
nao ocorre somente por meio da dgua, mas também
pelo consumo de vegetais e carnes, sendo que, em
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seres humanos, cerca de 25% do nitrato ingerido é
recirculado na saliva e, dessa fragao, 20% é convertido
a nitrito pela agdo de bactérias presentes na boca.
Esta transformagdo nitrato-nitrito promovida por
bactérias ndo ocorre significativamente no estdbmago,
exceto em individuos com baixa acidez gastrica ou
com infecgbes gastrointestinais. No sangue, a maior
parte do nitrito gerado no organismo e daquele que foi
ingerido diretamente a partir dos alimentos e da agua,
¢ oxidado a nitrato, mas uma parte pode reagir com a
hemoglobina. Dessa maneira, a metemoglobinemia ¢é
consequéncia da reagdo de nitrito com a hemoglobina
nas células vermelhas do sangue, produzindo a
metemoglobina que se liga fortemente ao oxigénio sem
o liberar posteriormente, prejudicando, assim, o seu
transporte. Altos niveis de metemoglobina (maiores
que 10%) podem ocasionar cianose: o risco ¢ maior
para as criangas até trés meses de idade, uma vez que
o sistema enzimdtico para o reparo metemoglobina-
hemoglobina (metemoglobina redutase dependente de
NADH) ainda estd em formacéo e é alta a relagdo entre
a ingestdo de agua e o peso corporeo™.

Além da ocorréncia de metemoglobinemia,
também tem sido investigada uma possivel correlagao
positiva entre risco de ocorréncia de cancer e a
ingestao de quantidades elevadas de nitrato/nitrito e de
compostos nitrosaveis (como as aminas secundarias). A
reacao de nitrito com estes compostos poderia formar
substancias carcinogénicas'.

Neste contexto, e visando uma descricio mais
detalhada da qualidade das aguas de abastecimento
publico da regido nordeste do Estado de Sao Paulo
(Brasil), um estudo envolveu 88 municipios dos quatro
departamentos Regionais de Saude (Araraquara,
Barretos, Franca e Ribeirdo Preto) que fazem parte
da Rede Regional de Atengdo a Saude 13. A estes
departamentos estao vinculados os respectivos Grupos
de Vigilancia Sanitdria que coordenam as agbes das
VISA-M, que sdo as responsaveis pelo encaminhamento
periodico de amostras de aguas para andlise neste
laboratério, apds as medidas de pH, CRL e temperatura.
No estudo, ampliou-se para 23 o nimero de pardmetros
investigados pelo Prodgua: além dos oito citados,
durante um ano foram realizadas também medidas
de condutividade e determinagdes das concentragdes
dos ions litio, so6dio, amonio, potéssio, calcio,
magnésio, clorito, bromato, cloreto, brometo, clorato,
nitrato, fosfato e sulfato. Os resultados das analises de
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componentes principais (ACP) e de agrupamento
hierarquico (AHA), considerando 12 variaveis fisico-
quimicas, mostraram que os 88 municipios poderiam
ser divididos em seis grupos, de acordo com as variaveis
proeminentes que apresentavam: além de um grupo
de um unico elemento (o municipio de Ibitinga,
cujas aguas de abastecimento apresentaram um perfil
fisico-quimico singular na regiao)", observaram-
se os grupos “tipico” (este grupo ndo apresentou
variaveis proeminentes no modelo utilizado), “litio e
s6dio” (concentragdes de litio e sédio como variaveis
proeminentes), “cloreto” (concentracdo de cloreto
como variavel proeminente), “sulfato” (concentragao
de sulfato como varidvel proeminente) e “nitrato’
(concentragdo de nitrato como variavel proeminente)'.
O presente trabalho focaliza a aten¢ao sobre as aguas
de abastecimento dos municipios deste ultimo grupo
(o “grupo do nitrato”), discutindo-as detalhadamente.
Até o nosso conhecimento, essa discussao abrangente,
que inclui a analise de componentes principais, é inédita
para a regido nordeste do Estado de Sao Paulo.

Objetivando investigar possiveis variagoes
sazonais, a coleta e andlise das amostras procurou
abranger um periodo de baixa ocorréncia de
chuvas (seca, maio a outubro de 2015) e o periodo
imediatamente posterior, historicamente de maiores
precipitagdes de 4gua (chuvas, novembro de 2015 a
abril de 2016), totalizando 12 meses de aquisicao de
dados. Uma vez que as VISA-M sdo as responsaveis
ndo somente pela coleta das amostras, mas também
pelos planos de amostragem, procurou-se nao interferir
nestes planos. Embora no periodo total (maio/2015 a
abril/2016) tenham sido recebidas, em nosso laboratério,
7.587 amostras do Proagua oriundas de 88 municipios,
apenas 4.347 amostras puderam ser analisadas neste
estudo em virtude do tempo requerido para cada
analise cromatografica (aproximadamente 38 minutos).
Assim, foi necessario realizar uma segunda amostragem
sobre as amostras recebidas das VISA-M, observando-
se algumas condigdes: (i) dois foi 0 nimero minimo
de amostras por coleta por municipio; (i) procurou-
se manter uma relagio minima de 1/10.000 entre o
numero de amostras por més e o nimero de habitantes
do municipio; (iii) sempre que possivel, amostras foram
selecionadas delocais distantes entre si. As4.347 amostras

analisadas dos 88 municipios envolvidos correspondem
aproximadamente a uma populacio de trés milhoes de
habitantes.

Os reagentes utilizados nas andlises de
laboratério eram de grau analitico (marcas Sigma-
Aldrich® e Merck®). Na preparagio das solugdes
aquosas utilizou-se agua tipo I (sistema de purificagio
marca Millipore®, modelo Milli-Q Direct 8).

A cromatografia dos 4nions (F, ClO;, BrO;,
CI, Br, ClO;, NOy, PO*e SO,*) foi realizada em
equipamento marca Metrohm® modelo 930 Compact
IC Flex Oven/SeS/PP/Deg (condigbes: eluente, solucdo
de Na,CO, 3,6 mmol/L; supressor, solucdo de H,SO, 100
mmol/L; vazdo, 0,8 mL/min; temperatura 45°C; coluna
marca Metrohm® modelo Metrosep A Supp 7 250/4.0).
A cromatografia dos cations (Li*,Na*,NH* K*, Ca*,
Mg?*) foi realizada em equipamento marca Metrohm®
modelo 930 Compact IC Flex Deg (condigdes: eluente,
solugdo de HNO, 1,7 mmol/L contendo 0,7 mmol/L
de acido dipicolinico; vazao, 0,9 mL/min; temperatura
ambiente; coluna marca Metrohm® modelo Metrosep C4
150/4.0). As amostras foram filtradas em filtros 0,45 um
antes da analise cromatografica. As demais medidas de
laboratério foram realizadas nos seguintes equipamentos:
cor aparente, equipamento marca Merck® modelo
Spectroquant Nova 400; turbidez, equipamento marca
Micronal®, modelo B250; condutividade, equipamento
marca Metrohm®, modelo 912.

No tratamento e analise dos dados foram
utilizados os softwares Microsoft Excel® 2013, Origin®
9.1Pro e The Unscrambler®X 10.3. Nos testes de
hipéteses Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk e Mann-
Whitney utilizaram-se niveis de significAncia iguais
a 0,05. Como parte do pré-tratamento para a andlise
multivariada, o nimero de amostras foi reduzido
representando-se cada municipio pela respectiva série
de medianas ou terceiros quartis nas 21 variaveis fisico-
quimicas medidas para as amostras de agua. Assim, a
matriz de dados inicial 4.347 x 21 foi transformada em
uma matriz 88 x 21 (88 municipios x 21 medianas ou
terceiros quartis em cada variavel).

Resultados obtidos em estudo anterior'* mostraram
que a ACP de 88 municipios da regido nordeste do Estado
de Sao Paulo, representados pela série de medianas em cinco
varidveis das suas aguas de abastecimento (calcio, cloreto,
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condutividade, magnésio e nitrato), produziu um graficode  grupos: um pequeno, de trés elementos, em que cloreto foia
escores em que um grupo de 14 municipios se estendeuao  variavelproeminente(“grupodocloreto”),eogrupomaior,de
longo da primeira componente principal (CP1, Figura1A), 71 elementos, que ndo apresentaram varidveis proeminentes
fortemente influenciada pelas concentragdes de nitrato e~ neste modelo (“grupo tipico”). Na Figura 1A também estio
magnésio, conforme indica o grafico de pesos na Figura 1B destacados cinco municipios que serdo discutidos com
— este grupo foi denominado “grupo do nitrato” Em adi¢do, = mais detalhes adiante, em virtude de seu comportamento
na Figura 1A pdde ser observadaa formagio dedoisoutros ~ frente a outras ACP realizadas (Figuras 1C a 1H).
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Figura 1. Analises de componentes principais: A e B sdo os graficos de escores e de pesos, respectivamente, da andlise de 88 amostras (municipios)
e 5 variaveis (medianas); C e D sdo os graficos de escores e de pesos, respectivamente, da andlise de 88 amostras (municipios) e 5 variaveis (terceiros
quartis); E e F sdo os graficos de escores e de pesos, respectivamente, da analise de 53 amostras (municipios que utilizam apenas manancial
subterrdneo) e 5 varidveis (medianas); G e H sdo os graficos de escores e de pesos, respectivamente, da anélise de 53 amostras (municipios que

utilizam apenas manancial subterraneo) e 5 variaveis (terceiros quartis)
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Tanto para o conjunto total de4.347 amostras
de aguas analisadas, quanto para um conjunto
incluindo apenas aquelas oriundas de manancial
subterraneo (2.247 amostras de 53 municipios),
os dados para as cinco variaveis indicadas na
Figura 1B (nitrato, calcio, magnésio, cloreto e
condutividade) nao apresentaram distribui¢des
de Gauss pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. No
presente trabalho, este mesmo teste foi aplicado
para as distribui¢oes das concentragdes de nitrato

nas aguas de cada um dos municipios indicados na
Tabela 1, que inclui Borborema e os 14 municipios
do “grupo do nitrato” da Figura 1A. A incluséo de
Borborema junto aos municipios do “grupo do
nitrato” deve-se a sua posi¢ao na Figura 1G, que
sera discutida mais adiante. Dos dados exibidos na
Tabela 1, nao apresentaram distribui¢cdes de Gauss
as concentra¢des de nitrato obtidas em um ano
nas aguas dos municipios de Altair, Borborema,
Cajobi, Monte Azul Paulista, Severinia e Taquaral.

Tabela 1. Medianas e terceiros quartis de cinco variaveis (calcio, magnésio, cloreto, nitrato e condutividade) dos municipios do

grupo do nitrato'? e de Borborema

Medianas Terceiros quartis
Municipio Ne hab. Ca** Mg* CI NO, Cond Ca* Mg* CI NO, Cond
(a)

1 Altair 3815 280 516 665 515 2083 284 522 7,15 521 2184
2 Borborema 14529 534 123 371 086 28,6 815 208 58 339 4087
3 Cajobi 9768 16,3 426 326 3,18 2328 31,9 677 406 357 2421
4 Cand.Rodrigues® 2668 18,1 927 331 101 2377 183 944 354 105 2389
5 Dobrada® 7939 197 3,92 395 474 1873 21,9 485 453 541 1965
6 Igarapava® 27952 17,0 599 3,75 204 1637 172 607 430 233 1693
7 Mte. Az Paulista 18931 30,8 7,39 3,63 1,87 2533 375 985 640 406 299,
8 SantaErnestina® 5568 20,1 4,18 195 2,18 1664 20,5 421 212 221 1735
9  Severinia 15501 26,8 7,50 656 521 2517 379 847 878 880 2810
10 Taiacu® 5894 164 458 3,56 4,19 211,3 203 561 400 572 2213
11 Taiuva® 5447 183 593 2,66 1,56 1741 21,1 726 326 206 1939
12 “oguesl 2726 225 601 287 225 1933 265 695 581 404 2172
13 Terra Roxa® 8505 195 519 635 299 2036 197 523 651 3,15 2082

Y
14 Trabiju 1544 70 3,09 402

; ®)
15 Vista A. do Alto 6386 24,4 7.91 4,49

4,24 93,7 7,1 3,13 4,06 4,26 95,1

3,12 222,5 24,9 8,09 4,69 3,29 2446

(a) O numero de habitantes de cada municipio foi obtido no censo 2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (www.ibge.gov.br)

(b) municipios cujas dguas de abastecimento apresentaram concentragdes de nitrato com distribuicao de Gauss
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Considerando inicialmente que os
dados das 4.347 amostras nao apresentavam
distribuicoes de Gauss, o calculo dos
coeficientes de correlagdo de Spearman (rs)
para as cinco variaveis fisico-quimicas da
Figura 1B indicou que as correlagbes mais
significativas das concentragdes de nitrato
ocorriam com as concentragdes de magnésio
e cloreto (segunda coluna da Tabela 2).
Contudo, a ACP das Figuras 1A e 1B e de
analises de estudos anteriores’ indicaram
correlagdo significativa também com os valores
de condutividade e com as concentragdes de
calcio. De fato, se calcularmos os coeficientes de
correlagdo linear (r) para as mesmas variaveis (n
= 4.347), verifica-se um aumento nos valores para
as correlagdes do nitrato com calcio, magnésio e
condutividade, mas uma diminuicao na correla¢do
com o cloreto (terceira coluna da Tabela 2). Neste
ultimo caso, o baixo valor da correlagdo nitrato/
cloreto pode ser atribuida, pelo menos em parte,
a influéncia de amostras oriundas de mananciais
superficiais. Para eliminar essa influéncia,
recalcularam-se r, e r para amostras de aguas
oriundas apenas de manancial subterraneo, uma
vez que a presenca de nitrato é particularmente
importante nestetipo de manancial'®. Assim,paraas
2.247 amostras de 53 municipios, os coeficientes de
correlagao de Spearman aumentaram para nitrato/
magnésio, nitrato/cloreto e nitrato/condutividade
em relacdo aos calculados para n igual a 4.347,
mas o valor de rg para nitrato/calcio diminuiu
(quarta coluna da Tabela 2); em contrapartida, os
valores dos coeficientes de correlacdo linear entre
nitrato/cdlcio e nitrato/magnésio apresentaram
apenas pequenas varia¢des em relacdo aos valores
calculados para n igual a 4.347, mas os valores
de r entre nitrato/condutividade e entre nitrato/
cloreto aumentaram (dltima coluna da Tabela 2);
em particular, cite-se que o valor de r para nitrato/
cloreto (igual a 0,806) é préoximo ao valor que a
Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo
(Cetesb) informa para a mesma correlagdo no
Aquifero Bauru (igual a 0,91)”, que é um dos
aquiferos utilizados para o abastecimento da
regido. Dessa maneira, considerando os valores
obtidos para as correlagdes, principalmente para
nitrato/calcio, resolveu-se utilizar o coeficiente
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linear r nas consideragdes seguintes visto que
essa expressdo de correlagdo esta mais ajustada ao
que se observou nas ACP realizadas e em dados
da Cetesb, com a ressalva de que os valores das
variaveis podem nao apresentar distribui¢oes de
Gauss.

Tabela 2. Valores dos coeficientes de correlacdo de Spearman
(rs) e linear (r) das concentra¢des de nitrato com os valores
de condutividade e com as concentragdes de célcio, magnésio

e cloreto
Coeficientes de correlagio com a
concentragio de nitrato
Total de amostras® Manancial subterrineo
(0" = 4.347) (n=2.247)
Variavel I, r I, r
Calcio 0,103 0,337 0,065 0,336
Magnésio 0,378 0,586 0,455 0,600
Cloreto 0,474 0,208 0,707 0,806
Condutividade 0,165 0,273 0,213 0,379

a) Amostras de mananciais subterrdneo e superficial;

b) n = nimero de amostras

No intuito de verificar se as distribuicoes
dos dados diferiam nos dois semestres de
aquisicdo de dados (seca e chuvas), realizou-se
o teste de Mann-Whitney para as cinco variaveis
citadas no paragrafo anterior em trés situagdes:
(i) considerando o total de 4.347 amostras,
constatou-se que apenas as concentragdes de
cloreto tinham distribui¢des significativamente
diferentes, com o segundo semestre (chuvas)
apresentando maiores valores de primeiro
quartil, mediana, terceiro quartil e de valor
maximo; (ii) considerando apenas as 2.247
amostras de manancial subterrdneo envolvendo 53
municipios, as cinco varidveis ndo apresentaram
distribui¢des significativamente diferentes entre
os dois semestres (registre-se que, realizando o
mesmo teste nessas cinco varidveis considerando as
2.100 amostras de manancial superficial, observou-
se novamente que apenas cloreto apresentou
distribuigdes significativamente diferentes entre os
dois semestres, com o segundo semestre (chuvas)
apresentando maiores valores de minimo, primeiro
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quartil, mediana, terceiro quartil e de valor maximo);
(iii) considerando separadamente as amostras de
Monte Azul Paulista e Severinia, dois municipios
com reconhecida contaminacdo do manancial
subterrdneo por nitrato”’, nenhuma das cinco
variaveis apresentou distribui¢des significativamente
diferentes entre os dois semestres.

Como uma alternativa a descricdo dos
municipios pelas respectivas séries de uma das
medidas de tendéncia central (medianas em cada
uma das cinco varidveis, mostrada nas Figuras 1A
e 1B), neste estudo resolveu-se descrevé-los pelas
respectivas séries de terceiros quartis, de modo
similar ao realizado pela Cetesb na descri¢ao
da evolucdo da qualidade dos aquiferos'®. Dessa
maneira, procurou-se identificar alguma tendéncia
para valores maiores de concentragdes de nitrato
tendo-se em mente que, conforme o mesmo estudo
citado'?, o 3° quartil das concentragdes de nitrato do
total de 4.347 amostras analisadas foi igual a 1,07 mg
L-1, ou seja, 75% de todas as amostras analisadas
apresentaram concentragdes de nitrato menores ou
iguais a 1,07 mg L''. Assim, a Figura 1C exibe a ACP
dos 88 municipios representados pelas respectivas
séries de terceiros quartis nas cinco variaveis: neste
caso, enquanto o municipio de Severinia permanece
como o municipio de maior escore em CP1, Monte
Azul Paulista desloca-se de uma posi¢ao central no
“grupo do nitrato” obtida na ACP anterior (Figura 1A),
para a posicao correspondente ao segundo maior escore
na mesma componente principal (CP1). Por outro
lado, os municipios de Santa Ernestina e Trabiju do
grupo do nitrato deslocam-se em sentido contrario,
aproximando-se do grupo tipico, enquanto
Borborema parte aproximadamente do centro do
grupo tipico na parte negativa de CP1 (Figura 1A)
para a periferia, no sentido positivo de CP1 e em
diregdo ao grupo do nitrato. No que diz respeito aos
pesos das variaveis nessa componente principal,
a mudanca da representacio dos municipios
de medianas (Figura 1B) para terceiros quartis
(Figura 1D) provocou um aumento no peso da
variavel magnésio e um aumento na sua correlagio
r com a variavel nitrato (de 0,58 a 0,64), enquanto
os pesos das variaveis cloreto e nitrato diminuiram
e os pesos das variaveis calcio e condutividade
sofreram um discreto aumento. Estes fatos estao de
acordo com estudos anteriores envolvendo as aguas

subterrdneas de Monte Azul Paulista' e Severinia’
nos quais observou-se que a concentragio de
magnésio é uma variavel importante na descri¢ao
dos niveis de nitrato em mananciais subterraneos
sofrendo contaminacao.

De modo geral, a poluigdo é particularmente
importante no caso de mananciais subterraneos:
devido a lentiddo da recarga com &gua nao
contaminada, um corpo de agua subterranea pode
permanecer poluido por décadas'®"®. Tendo isso em
vista, resolveu-se estudar o grupo do nitrato dentro
do conjunto de 53 municipios da regido que fazem
uso principalmente deste tipo de manancial
e a Figura 1E exibe a ACP deste conjunto, cada
municipio sendo representado pelas medianas
nas mesmas cinco variaveis (condutividade e
concentragdes de cloreto, calcio, magnésio e nitrato):
pode ser observado que as distribui¢des dos grupos
tipico e nitrato ¢ semelhante a da Figura 1A, mas
o grupo do cloreto esta ausente. Este grupo era
formado por trés municipios (Jaboticabal, Porto
Ferreira e Santa Rita do Passa Quatro) que utilizam
principalmente manancial superficial para o
abastecimento e que, portanto, ndo foram incluidos
na analise da Figura 1E. A Figura 1F exibe o
respectivo grafico de pesos. Neste grafico pode-
se observar uma mudanga de posi¢ao da variavel
cloreto: enquanto as Figuras 1B e 1D indicam
que essa variavel é particularmente importante na
defini¢ao da segunda componente principal (CP2), a
Figura 1F mostra que, no modelo envolvendo apenas
municipios de manancial subterraneo, cloreto tem
pouca importancia em CP2 mas, em contrapartida,
seu peso em CP1 torna-se o segundo maior, menor
apenas que o peso da variavel nitrato: neste modelo,
essas duas variaveis estdo positiva e fortemente
correlacionadas (r = 0,86). No que diz respeito ao
magnésio, sua correlacdo com o nitrato neste modelo
(r=0,59) é similar a respectiva correlagdo no modelo
ilustrado pelas Figuras 1A e 1B (séries de medianas
de 88 municipios, r = 0,58).

Na Figura 1G observamos o grafico de
escores da ACP dos 53 municipios de manancial
subterrdneo, agora representados pelas respectivas
séries de terceiros quartis. Constata-se um grafico
semelhante ao daFigura 1C (semapresengado grupo
do cloreto), com Severinia e Monte Azul Paulista
possuindo os maiores escores na CP1, no sentido
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em que os pesos das varidveis nitrato, magnésio e
cloreto sdao os maiores (Figura 1H); Santa Ernestina
tende ao grupo tipico, enquanto Trabiju ocupa uma
posi¢ao intermediaria entre os dois grupos (tipico
e nitrato); Borborema, neste modelo, pertence ao
grupo do nitrato. O respectivo grafico de pesos
(Figura 1H) indica que permanecem significativas
as correlagdes entre nitrato e cloreto (r = 0,82) e
entre nitrato e magnésio (r = 0,63). A Tabela 1
exibe as medianas e terceiros quartis de Borborema
e dos municipios do grupo do nitrato para as cinco
variaveis consideradas nos quatro modelos exibidos
na Figura 1. Os 15 municipios da Tabela utilizam
manancial subterraneo para o abastecimento e
representam apenas 4,6% da populagdo total dos 88
municipios investigados.

Em estudo anterior'?, o municipio de
Borborema foi classificado em um grupo cujas
variaveis proeminentes eram litio e sddio. Assim, no
intuito de investigar o deslocamento deste municipio
observado principalmente entre as Figuras 1E e 1G,
realizou-se uma ACP das 38 amostras de Borborema
envolvendo tanto as varidveis correlacionadas com a
concentragdo de nitrato (calcio, magnésio, cloreto e
condutividade) como aquelas correlacionadas com a
concentragio de litio (sddio, potassio, sulfato, pH e
condutividade)'?, ouseja,a ACP envolveu 38 amostras
e 10 variaveis. Pdde ser observada a formacao de trés
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CP1 (66%)

CP2 (16%)

grupos distintos no grafico de escores (Figura2A): (i)
um grupo de seis amostras situa-se a esquerda
do grafico no sentido das variaveis nitrato, cloreto,
calcio e magnésio, conforme indica o grafico de pesos
(Figura 2B), e caracterizam-se principalmente
por concentragdes de nitrato mais elevadas, entre
6,51 e 7,86 mg L' (ou seja, concentragdes acima
do valor de prevencdo estabelecido pela Cetesb),
e concentragOes relativamente baixas de sddio
(entre 13,4 e 15,1 mg L") e de litio (entre um valor
abaixo do limite de detec¢do do método', igual a
0,002 mg L, e um valor maximo de 0,003 mg L");
(ii) um segundo grupo de 19 amostras situa-se
em lado oposto ao grupo anterior (Figura 2A), no
sentido das variaveis sodio, litio, pH e condutividade
(Figura 2B), caracterizando-se principalmente pelas
baixas concentragdes de nitrato (valor maximo
igual a 0,44 mg L"), e teores de sodio e litio mais
elevados (entre 78,3 e 105,5 mg L', e entre
0,003 e 0,013 mg L', respectivamente); (iii) um
terceiro grupo de amostras ocorre em uma posi¢ao
intermediaria, caracterizado por concentragdes
intermediarias entre aquelas observadas nos dois
grupos anteriores (nitrato, 1,29 a 5,24 mg L; sodio,
7,1 a 44,1 mg L''; litio, valor méaximo igual a
0,005 mg L*'). A formagdo destes trés grupos
também foi observada na analise hierarquica de
agrupamentos pelo método Ward.

0,8
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Figura 2. Andlises de componentes principais de 38 amostras de agua de abastecimento ptiblico

do municipio de Borborema, em 10 varidveis. A) Grafico de escores. B) Gréfico de pesos
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Focalizandoapenasnaconcentragdode
nitrato, a Tabela 3 exibe resumos numéricos
das distribui¢oes das concentragdes de
nitrato obtidas para os 15 municipios da
Tabela 1. Embora com conteitdo menor
de informagodes, este tipo de tabela pode
ser interessante para o diagndstico de
possiveis contaminagdes por nitrato em
aguas de abastecimento, tendo em vista que
as VISA-M / Laboratérios podem optar por
essa abordagem no caso da impossibilidade
da determina¢do simultinea de diversos
parametroseconsiderando que concentragdes
de nitrato podem ser determinadas em
ensaios simples de espectrofotometria na

regido do ultravioleta'®. Assim, observa-
se nessa Tabela que duas concentragdes,
especificamente em Severinia e
Monte Azul Paulista, estdo acima
do VMP (10 mg L), e outras 13 apresentam
valoresentre5e10mgL"'. No quedizrespeito
as dispersdes dos dados representadas pelo
intervalo interquartil, constata-se que os
resultados de Trabiju e Santa Ernestina
possuem apenas pequena varia¢do quando
comparados aos resultados de Borborema,
por exemplo, como constatado na analise
multivariada das Figuras 1E (modelo
baseado em medianas) e 1G (modelo
baseado em terceiros quartis).

Tabela 3. Descrigao das distribuicdes das concentragdes de nitrato dos 15 municipios do grupo do nitrato,

dispostos em ordem decrescente de intervalo interquartil

mgN-N,OL"
Municipio n® Minimo 1° Quartil Mediana 3° Quartil Maximo Interq®
Severinia 60 0,34 2,63 5,21 8,80 20,0 6,17
Altair 33 0,26 0,32 5,15 5,21 5,26 4,89
Taiacu 33 0,43 1,88 4,19 5,72 7,62 3,84
Borborema 38 <LD® <LD® 0,86 3,39 7,86 3,36
Mte. Az. Paulista 76 0,56 1,17 1,87 4,06 12,7 2,89
Cajobi 25 0,68 0,75 3,18 3,57 3,72 2,82
Taquaral 36 1,33 1,64 2,25 4,04 8,32 2,40
Dobrada 28 0,31 3,27 4,74 5,41 7,61 2,14
Taiuva 32 0,8 1,1 1,56 2,06 6,25 0,96
Vista A. do Alto 34 0,76 2,66 3,12 3,29 7,52 0,63
Igarapava 57 1,77 1,93 2,04 2,33 2,62 0,40
Terra Roxa 30 291 2,94 2,99 3,15 3,24 0,21
Santa Ernestina 30 0,05 2,09 2,18 2,21 2,35 0,12
Cand. Rodrigues 26 0,97 0,98 1,01 1,05 1,06 0,07
Trabiju 31 4,14 4,2 4,24 4,26 4,31 0,06

(a) n = nimero de amostras analisadas; (b) Interq = intervalo interquartil; (¢) < LD significa “menor que o limite

de detecgdao” (LD = 0,05 mgN-NO,~ LHn
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Comparando os coeficientes de correlagao
linear positivos indicados na Tabela 2, constata-
se que a ocorréncia do contaminante nitrato em
aguas subterraneas estd associada a valores maiores
de condutividade e, principalmente, a presenca
de cloreto. Correlagdes elevadas entre nitrato e
cloreto em amostras de aguas do Aquifero Bauru
foram reportadas pela Cetesb, e as concentragoes
elevadas foram atribuidas a atividade antropica®.
As correlagdes nitrato/calcio e nitrato/magnésio
sugerem que a contaminagdo é favorecida em
determinados tipos de solo/manancial®.

As distribuicdes obtidas dos dados no
ambito regional das cinco varidveis (nitrato e
as correlacionadas cloreto, calcio, magnésio e
condutividade) ndo sao distribuigdes de Gauss, seja
considerando todas as amostras, seja considerando
apenas aquelas oriundas de manancial subterraneo.
Nido obstante, observou-se que, em alguns casos,
distribuigoes de Gauss podem ser obtidas quando
as amostras se referem a um tnico municipio. Estas
distribuicdes podem ser atribuidas, pelo menos em
parte, a simplicidade e/ou estratégia dos sistemas de
abastecimento, como serd discutido mais adiante.
Por outro lado, as distribui¢des indicam que modelos
descrevendo ou analisando dados obtidos de aguas de
abastecimento da regido devem utilizar ferramentas
estatisticas robustas, como medianas, quartis e testes
ndo paramétricos, por exemplo.

Aguas oriundas de mananciais superficiais
tendem a apresentar maiores variagdes em seus
parametros fisico-quimicos, incluindo presenca de
contaminantes, do que mananciais subterraneos,
em fungdo das chuvas uma vez que os subterraneos
demandam maijor tempo para recarga dos
aquiferos’. Contudo, das variaveis testadas, apenas
a concentragdo de cloreto apresentou maiores
concentragdes no semestre de chuvas nas amostras
oriundas de mananciais superficiais. Esta varia¢ao
sazonal coincide com a previamente descrita para
resultados positivos de microrganismos indicadores
(coliformes totais e Escherichia coli), ou seja, o
nimero de resultados positivos aumentou com o
periodo de chuvas'.

Na ACP, no que diz respeito a mudanga de
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posicao da variavel cloreto nos graficos de pesos
observada entre os modelos envolvendo todos
os 88 municipios (Figuras 1B e 1D) e os modelos
envolvendo apenas municipios que utilizam
principalmente manancial subterraneo (nestes
ultimos as variaveis cloreto e nitrato estio positivas
e fortemente correlacionadas, como indicam as
Figuras 1F e 1H), é preciso considerar que parte do
cloreto presente nas aguas de abastecimento pode
ter origem no tratamento das aguas captadas para
tornd-las potaveis (desinfec¢ao por cloragao, por
exemplo) e parte pode ser oriunda de contaminagao:
a Cetesb, em seu ultimo relatério da qualidade das
aguas subterraneas no Estado, também descreve
uma correlacdo positiva e significativa entre as
concentragbes de nitrato e cloreto, atribuindo
os niveis elevados a atividade antrépica. Dessa
maneira, os resultados indicam que modelos
multivariados considerando apenas municipios que
usam manancial subterraneo para o abastecimento
ressaltam a correlagdo nitrato/cloreto, corroborando
para a detecgdo de provaveis contaminagdes.

Em particular, a contaminacdo do
manancial subterraneo de Monte Azul Paulista ja
é reconhecida’, tendo sido constatado que, dos 30
pocos utilizados para o abastecimento publico, cinco
apresentaram nitrato com concentragdes acima do
VMP e outros cinco continham concentra¢des entre 5
e 10 mg L (a concentragao 5 mg L de nitrogénio-
nitrato é considerado pela Cetesb como indicativo
para a definicio de agdes preventivas e regras
para aplicacdo de residuos em solos agricolas, nos
processos de licenciamento e fiscalizagao ambiental,
enquanto 10 mg L' ¢é o valor de intervengao para
gerenciar dreas contaminadas’’). Esta contaminagdo
determinou a restrigao da captacao de agua na area
urbana daquele municipio a partir do ano de 2013,
pelo Departamento de Aguas e Energia Elétrica
do Estado de Sao Paulo®. Ja a contaminagdo do
manancial subterraneo em Severinia foi descrita
recentemente’ e, a principio, revela-se de maior
impacto ao abastecimento da populagio quando
comparada a situagdo enfrentada por Monte Azul
Paulista uma vez que, dos 16 pocos utilizados para
o abastecimento, cinco apresentaram concentragdes
de nitrato acima do VMP e trés exibiram
concentragdes entre 5 e 10 mg L': desse modo, e
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considerando que concentragdes de nitrato acima de
5 mg L' revelam um manancial comprometido que
requer agdes preventivas ou interventivas (caso os
niveis elevem-se a 10 mg L), verifica-se que 50% dos
pocos de Severinia estdo comprometidos, enquanto
em Monte Azul Paulista este indice é de 33%. Assim, as
Figuras 1C e 1G sugerem que modelos multivariados
baseados em terceiros quartis descrevem com mais
precisdo a situagdo de municipios que requerem
acoOes interventivas no que se refere aos teores de
nitrato em suas aguas de abastecimento.

Os deslocamentos observados nas posicoes
dos municipios de Santa Ernestina e Trabiju entre as
Figuras 1A e 1C, eentre as Figuras 1E e 1G, é resultado
das pequenas diferengas positivas entre as séries
de terceiros quartis e de medianas dos respectivos
municipios em relacdo as séries dos demais,
conforme pode ser observado na Tabela 1. Essas
diferencas relativamente pequenas sdo resultado, por
sua vez, das pequenas dispersdes que os resultados
individuais apresentaram em fun¢ao da simplicidade
e/ou da estratégia dos sistemas de distribuicdo de
4dgua: segundo o “Atlas do Abastecimento de Agua”
da Agéncia Nacional de Aguas®, o abastecimento
em Trabiju é realizado a partir da captagdo de agua
de apenas um pogo. Santa Ernestina, por sua vez,
utiliza cinco pogos para o abastecimento mas, de
acordo com o mesmo Atlas, as aguas captadas sao
reunidas para o tratamento e posterior reservagao.
Desse modo, a amostragem tende a representar
os niveis de nitrato de uma tunica fonte de agua
em cada municipio, contribuindo para a pequena
variabilidade dos dados.

No caso de Borborema, que se deslocou
do interior do grupo tipico (Figuras 1A e 1E,
representado por medianas) para a periferia do
grupo tipico (Figura 1C, terceiros quartis) ou
para o interior do grupo do nitrato (Figura 1G,
terceiros quartis), ou seja, em sentido contrario aos
deslocamentos observados para Santa Ernestina
e Trabiju, o motivo de tal deslocamento é inverso
ao destes dois municipios: a série de terceiros
quartis apresenta diferencas positivas relativamente
grandes em relagdo a série de medianas (Tabela 1),
em func¢do das grandes dispersdes nos valores de
concentragdes e condutividades. Para interpretar
essas dispersdes nos resultados de Borborema, é
preciso inicialmente considerar que, segundo a

Agéncia Nacional de Aguas', existem dois sistemas
para a distribuicdo de agua em Borborema: o
primeiro realiza captagdo de dgua de descarga do
aquifero (nascente), participando com 9% para o
abastecimento, enquanto o segundo, constituido de
oito pogos, participa com os 91% restantes; existe
um reservatorio que ¢ alimentado pelo primeiro
sistema (agua de nascente) e por dois pocos do
segundo sistema. A Figura 2 mostra que a dispersdo
observada nos dados das amostras do municipio
de Borborema pode ser atribuida principalmente
a existéncia de, pelo menos, trés perfis fisico-
quimicos de aguas de abastecimento diferentes
entre si, especialmente no que diz respeito as
concentragdes de nitrato, sddio e litio. Dois destes
perfis podem estar relacionados aos dois sistemas
de abastecimento existentes, enquanto o terceiro
pode ser o resultado de uma mistura das aguas dos
dois sistemas (aguas de nascente e de pogos).

Na Tabela 3 observa-se que, a semelhanca
de Trabiju e Santa Ernestina, pequenas dispersoes
de resultados foram observadas nas dguas de
abastecimento dos municipios de Taiuva, Vista
Alegre do Alto, Igarapava, Terra Roxa e Candido
Rodrigues, que também podem ser atribuidas
a simplicidade e/ou estratégia dos sistemas de
distribuicao de agua (captagdo-mistura-tratamento-
reservagdo). Neste subgrupo ressalte-se (i) Taiuva, que
apresentou um resultado entre 5 e 10 mgN-NO, L™
o abastecimento neste municipio é realizado a
partir da captagdio de um poco profundo e de
uma bateria de seis pocos, além de se utilizar uma
nascente dependendo das necessidades (reserva
técnica) — neste caso, seria importante determinar
qual é a origem (o pogo profundo ou a bateria de
seis pogos ou, ainda, a nascente) da concentragao
relativamente  elevada (6,25 mgN-NO, L');
(ii) Vista Alegre do Alto que, além do valor
indicado na Tabela 3 (7,52 mgN-NO,L"), também
apresentou trés resultados muito préximos do limite
de 5 mgN-NO, L™ 4,99, 4,79 e 4,78 mgN-NO, L"
- sugere-se verificar as condigdes da bateria dos seis
pocos utilizada para o abastecimento, uma vez que
recentemente a Cetesb registrou na area rural do
municipio concentra¢des de nitrato acima de
10 mgN-NO, L' que foram associadas ao cultivo da
cana-de-agucar®; (iii) Candido Rodrigues, que ndo
apresentou valores maiores que 1,06 mgN-NO, L,
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ou seja, apresentou valores muito abaixo do valor de
prevengdo da Cetesb e, ndo obstante, foi classificado
no “grupo do nitrato” na abordagem multivariada -
considerando que, para alguns parametros, as aguas
de abastecimento tendem a apresentar caracteristicas
tisico-quimicas semelhantes as do manancial
subterrdneo que utilizam (como ja discutido) e que
existe um grau consideravel de interdependéncia
quimica e fisico-quimica entre a agua e o solo,
definindo a qualidade das aguas subterraneas',
os dados sugerem que esta andlise univariada nao
identificou uma situagao potencial de contaminac¢ao
como a sugerida pela analise de componentes
principais (Figura 1) ou, em outras palavras, a ACP
sugere que existem condi¢des de solo e manancial
(identificadas por meio do perfil fisico-quimico das
aguas de abastecimento de Candido Rodrigues) para
um possivel permeamento do contaminante nitrato
desde uma fonte (uma falha no saneamento, por
exemplo) até o ponto de captacao.

Os niveis de nitrato do municipio de Altair
(Tabela 3) indicam pequena diferenca entre a
mediana e o 3° quartil, mas a segunda maior dispersao
(4,89 mgN-NO, L‘l): De acordo com o “Atlas do
Abastecimento de Agua” da Agéncia Nacional de
Aguas®, utilizam-se dois pogos para o abastecimento
e, a semelhanca do municipio de Santa Ernestina,
as aguas captadas sdo reunidas para o tratamento e
posterior reservagdo. Porém, no sitio eletronico do
responsavel pelo abastecimento constam trés pogos
utilizados em dois sistemas com dois reservatdrios®;
esta segunda descrigdo de abastecimento é coerente
com a dispersao observada, uma vez que é possivel
dividir os 33 resultados obtidos em duas séries: a
primeira, constituida de 11 resultados, apresenta
concentragdes variando de 0,26 a 0,32 mgN-NO, L7,
enquanto a segunda (22 resultados), apresenta
niveis entre 5,05 e 5,26 mgN-NO, L. Aplicando o
Teste de Shapiro-Wilk em cada uma dessas séries
verificou-se que ambas podem ser consideradas como
pertencentes a distribui¢oes de Gauss (p-valores
iguaisa 0,31 e 0,056, respectivamente), sugerindo que
cada série tenha sido amostrada de cada um dos dois
sistemas. Desse modo, seria importante determinar
qual sistema apresenta niveis de nitrato acima de 5
mgN-NO, L" (o valor de preven¢do da Cetesb) de
modo que agdes preventivas possam ser planejadas.

Cajobi apresentou distribuicdo de dados
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similar a Altair: os 25 resultados de distribuicdo
assimétrica (p-valor do teste Shapiro-Wilk = 1,1.107)
puderam ser divididos em duas séries com distribuicoes
de Gauss, com intervalos entre 0,68 e 0,86
mgN-NO,L" (10 resultados, p-valor = 0,21)
e entre 3,15 e 3,72 mgN-NO, L' (15 resultados,
p-valor = 0,053), sugerindo duas fontes a partir das
quais as amostragens foram realizadas. Embora nao
se observasse ocorréncias acima de 5 mgN-NO, L, é
evidente que a segunda série foi amostrada em uma
fonte com concentragdes de nitrato muito superiores
a primeira e, portanto, sugere-se que essa fonte seja
monitorada quanto aos niveis do contaminante.
Cite-se que a ACP realizada nas amostras de Cajobi
revelouque,além de maiores concentragdes denitrato,
a segunda série apresentou também maiores niveis
de potassio, calcio, magnésio e fosfato, e menores
concentragdes de litio, sddio e sulfato, além de
menores valores de pH. Uma possivel interpretaciao
para a diferenga entre as fontes esta relacionada ao
abastecimento deste municipio, que é realizado por
meio de 3 sistemas: Cajobi, Distrito de Monte Verde
Paulista e Monsenhor (este ultimo é operado somente
nos dias de maior consumo de modo a atender ao
bairro Monsenhor José Maria Soares Bezerra). No
sistema Cajobi as aguas sdo captadas de 5 pogos
em locais diferentes e transportada por tubulagoes
até a estacdo de tratamento onde se misturam em
dois reservatdrios (o tratamento inclui desinfeccido
por hipoclorito de sédio e fluoretagdo por acido
fluossilicico), enquanto no sistema do Distrito de
Monte Verde Paulista (distante 5,9 quilometros de
Cajobi) as aguas sao captadas de apenas dois pogos™.
Assim, essa estratégia de abastecimento sugere que
a origem das maijores concentra¢des de nitrato
esta localizada ou no sistema Cajobi ou no sistema
Distrito de Monte Verde Paulista.

Taquaral, Taiagu e Dobrada utilizam sistemas
relativamente simples de abastecimento com quatro,
seis e oito pocgos, respectivamente'®, apresentando
porcentagens de amostras com concentragdes
maiores que 5 mgN-NO, L relativamente elevadas
(13,9, 27,3 e 46,4%, respectivamente), com
dispersoes significativas nos resultados como indica a
Tabela3. Como os sistemas sdo simples, sugere-se
uma investigacdo no sentido de constatar qual(is)
poco(s) apresenta(m) as maiores concentragoes,
uma vez que os niveis maximos (Taquaral
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8,32 mgN-NO, L, Taiagu 7,62 mgN-NO, L', Dobrada
7,61 mgN-NO, L"), podem se aproximar do VMP:
variagoes deaté +4,17 mgN-NO, L' em um intervalo
de quatro meses ja foram observadas em pogos
contaminados por nitrato’.

De modo geral e em uma primeira
abordagem, pode-se afirmar que os perfis fisico-
quimicos das aguas de abastecimento (Figuras 1 e
2) sao resultantes de duas contribui¢des principais:
(a) da qualidade do manancial antes da captagdo
para o abastecimento resultante, por sua vez, de suas
caracteristicas naturais (incluindo, por exemplo,
concentragdes de ions, pH e condutividade) e de
eventuais influéncias antropogénicas (por exemplo,
contaminagdes provocadas por um saneamento
deficiente nas areas urbanas ou por uso inadequado
de fertilizantes e agrotdxicos nas dreas rurais)"; (b)
a segunda contribui¢do ocorre ap6s a captagio e se
refere ao tratamento das aguas visando a potabilidade
e, neste caso, muitas substancias quimicas com
caracteristicas especificas podem ser utilizadas neste
tratamento: por exemplo, apenas para o ajuste de
pH podem ser usados o acido cloridrico, o acido
sulfurico, o oxido de calcio, o hidréxido de calcio,
o carbonato de sddio, o diéxido de carbono ou o
hidréxido de sédio'. Contudo, no caso de aguas
subterraneas de boa qualidade (e a Cetesb considera
essa a qualidade das aguas subterrdneas do Estado
de Sao Paulo)”, o tratamento pode se constituir
apenas na desinfeccdo (usualmente realizada pela
cloragao por meio de hipoclorito de cilcio ou de
sodio ou, ainda, de cloro gasoso) e na fluoretagao
(utilizando 4cido fluossilicico ou fluossilicato de
sodio)". Este tratamento simples indica que nos
perfis fisico-quimicos das aguas de abastecimento que
utilizam manancial subterraneo (Figuras 1E e 1G), a
contribuicao das caracteristicas fisico-quimicas antes
da captacdo (em outras palavras, das caracteristicas
das aguas dos pogos antes do tratamento), é maior
relativamente a respectiva contribuicdo nos perfis
das aguas de manancial superficial que, via de regra,
exigem tratamento mais complexo. Isto implica
que, em municipios que realizam o abastecimento
exclusivamente a partir de manancial subterrineo,
a andlise de amostras de aguas pos-tratamento
(potaveis) podem ser utilizadas para uma primeira
avaliacdo da qualidade dos mananciais, pelo menos

para alguns pardmetros como a concentragdo de
nitrato, por exemplo.

A abordagem multivariada na anélise dos
dados descrita neste trabalho, com a consideragiao
simultanea de diversas varidveis no intuito de
descrever principalmente os perfis fisico-quimicos
das aguas de abastecimento de municipios da regiao
nordeste do Estado de Sao Paulo, conduziu a uma
visualizagdo mais abrangente da qualidade das aguas
no que diz respeito as carateristicas fisico-quimicas,
especialmente com relagdo a presenga de nitrato.
Neste particular, foi possivel identificar 15 municipios
cujas aguas requerem aten¢do quanto a presenca
deste contaminante. Ndo obstante, demonstrou-
se que a analise univariada, baseada apenas nas
concentra¢des de nitrato, pode ser também utilizada
na interpretagdo dos resultados tendo-se em mente
que o conteudo menor de informagdes conduz a uma
interpretacdo mais limitada.

A apresentagdo e discussio sobre os
resultados obtidos para as concentragdes de nitrato
nas aguas de abastecimento dos 15 municipios
deve permitir que agdes sejam planejadas entre
os diversos atores envolvidos ndo somente com
a gestdo da agua destinada ao consumo humano
da regiao (como as empresas de abastecimento e
saneamento, e o Departamento de Aguas e Energia
Elétrica do Estado de Sdao Paulo), mas também
com o monitoramento de sua qualidade (Cetesb,
Vigilancias e Laboratérios de Saude Publica),
no sentido de investigar e mitigar possiveis
contaminagdes dos mananciais subterraneos
utilizados, garantindo o padrao de potabilidade da
agua consumida pela populacao. Essas agoes devem
inicialmente considerar os niveis de nitrato em cada
municipioeacomplexidade dorespectivosistemade
abastecimento, ressaltando-se que ndo é necessario
esperar que o limite de 5 mgN-NO, L (proposto
pela Cetesb) seja atingido para a definicdo de
agdes preventivas. A antecipacdo dessas agdes pode
auxiliar na prote¢ao dos mananciais subterraneos,
evitando que ocorram ag¢des interventivas como as
descritas nos municipios de Monte Azul Paulista’ e
Severinia’.
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RESUMO

A poliomielite ¢ uma doenga endémica no Afeganistdo e no Paquistdo, apesar dos esforgos
para ser erradicada, representando uma ameaga para outros paises principalmente devido as
viagens internacionais. A Organiza¢do Mundial da Saide (OMS) tem como objetivo erradicar
a poliomielite causada pelo poliovirus selvagem no mundo. O requisito essencial para a
erradicacdo da poliomielite é a eliminagdo da cepa do poliovirus selvagem, que é empregada
no teste padrido-ouro. Com o intuito de auxiliar na erradicagdo do poliovirus selvagem, o
objetivo deste estudo foi modificar o teste padrdo-ouro usando o poliovirus derivado da vacina
oral atenuada. Foram testados 63 soros pelo ensaio de neutralizagdo utilizando-se antigenos
vacinais. A concordincia do sorotipo 1 (k=0,74) foi considerada substancial, enquanto o
sorotipo 2 (k=1,00) e sorotipo 3 (k= 0,95) foram consideradas quase perfeitas. A sensibilidade
dos testes de soroneutralizacdo utilizando os sorotipos 1, 2 e 3 foi de 94,83%, 100,00% e
100,00%, respectivamente. Em concluséo, o ensaio com antigenos vacinais pode ser usado como
procedimento laboratorial seguro, especialmente em estudos de vigildncia em larga escala.

Palavras-chave. poliovirus, poliovirus selvagem, poliomielite, poliovirus vacinal.

ABSTRACT

Poliomyelitis is an endemic disease in Afghanistan and Pakistan in despite of the efforts to eradicate
it, and it represents a threat to other countries mainly due to the international trips. The World Health
Organization (WHO) aims at eradicating the polio disease worldwide. An essential requirement for
eradicating the poliomyelitis is the elimination of the wild poliovirus strain, which is employed in
the gold standard test. As a support for the eradication of wild poliovirus, the present study aimed
at modifying the gold standard test by using poliovirus derived from the oral attenuated vaccine.
Sixty-three sera samples were tested by neutralization assay using vaccine antigens. The degree of
agreement of the serotype 1 (k=0.74) was considered substantial, while the serotype 2 (k=1.00) and
3 (k= 0.95) showed almost perfect agreement. The sensitivity of serotypes 1, 2 and 3 was 94.83%,
100.00% and 100.00%, respectively. In conclusion, the assay with the vaccine antigens can be used as
a safe application, especially for large-scale surveillance studies.

Keywords. poliovirus, wild poliovirus, poliomyelitis, poliovirus vaccine.
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A poliomielite ¢ uma doenga que pode causar
paralisia flacida dos membros inferiores, paralisia na
via respiratéria e Obitos. E causada pelo poliovirus,
membro da familia Picornaviridae, género Enterovirus'.
Esses virus possuem formato esferoidal, com o capsideo
constituido por quatro polipeptidios estruturais (VP1,
VP2, VP3 e VP4), que se organizam com simetria
icosaédrica e contém RNA acondicionado em seu
interior?. Os poliovirus sdo classificados em sorotipos 1,
2 e 3 com base em diferentes determinantes antigénicos
presentes no capsideo viral>. Durante séculos,
grande parte da populagdo mundial foi atingida pela
poliomielite e apenas apds a introdugdo da vacina é que
houve a redu¢do do numero de casos’.

Existem dois tipos de vacinas contra a
poliomielite: a Sabin - vacina oral contendo virus
atenuados* e a Salk-vacina injetavel contendo virus
inativados®. A vacina oral poliomielite (VOP) é mais facil
de seradministrada, porém, apesar de raro, pode ocorrer
areversdo da viruléncia e causar paralisia associada aos
virus vacinais®. A reversao da viruléncia pode ocorrer
também em pacientes com imunodeficiéncia primaria,
pois excretam o poliovirus vacinais por periodos
extremamente prolongados, tornando-os capazes de
causar infec¢do na populagio suceptivel”®. No Brasil
estima-se que ocorra um caso em 5 milhdes de reversao
de viruléncia na primeira dose de vacina¢do e de um
caso em 10 milhdes, nas doses subsequentes’. Com o
intuito de minimizar os riscos da paralisia associada a
vacina, houve a alteragdo do esquema vacinal contra
polio em 2012, com a introdugdo da vacina inativada
poliomielite (VIP), em esquema sequencial com trés
doses da VIP e duas doses da VOP™.

A Organizagio Mundial da Saude (OMS)
permanece com a incumbéncia de efetuar o
monitoramento e as diversas agdes para conter os surtos.
Porém, mesmo ap6s décadas de campanhas de vacinagao
e de esforgos globais para erradicar esses virus, eles
permanecem endémicos no Afeganistdo e Paquistao'’.
De janeiro de 2017 a maio de 2018, foram reportados 31
casos de poliomielite causados pelo poliovirus 1, sendo
22 casos no Afeganistao e 9 no Paquistio'’. Atualmente
o poliovirus tipo 1 é o tnico sorotipo selvagem em
circulagdo'. Desde 1999 néo se detecta o sorotipo 2'%. O
ultimo caso de identificagdo do poliovirus selvagem tipo
3 ocorreu na Nigéria, em 2012".

2/9

Esses surtos de poliomielite aumentam o
risco de transmissdo do poliovirus selvagem para
outras dreas, e impedem a erradicagdo. Além
disso, ha a possibilidade de disseminagao do virus
de tipo selvagem, devido a sua manipulagio em
procedimentos laboratoriais'*. Neste contexto,a OMS
desenvolveu estratégias que visam a conten¢do dos
poliovirus selvagem em todo o mundo, proibindo os
laboratérios de utilizarem essa cepa no diagnostico
laboratorial da poliomielite'*>. A metodologia
utilizada é o teste de soroneutralizacao que quantifica
os anticorpos neutralizantes contra o poliovirus nas
amostras de soro de pacientes”. Este é o teste padrao-
ouro empregado para avaliar a resposta imune
induzida pela administragdo oral ou parenteral de
imundgenos, principalmente em situagées em que
sao avaliados os pacientes com imunodeficiéncia'®.
Atualmente, ndo existem alternativas disponiveis
para este fim. Uma possibilidade seria usar o
poliovirus em sua forma atenuada, presente na
vacina oral Sabin, como alternativa simples e segura
em compara¢ao ao procedimento tradicional. Desta
forma, o diagndstico e a avaliagdo imunoldgica dos
pacientes ndo seriam prejudicados e a contengao
laboratorial poderia ser concluida de forma segura.

Os objetivos deste estudo foram padronizar
a técnica de soroneutralizagao utilizando-se os virus
atenuados vacinais provenientes da vacina oral Sabin;
desenvolver a produgdo destes virus atenuados a
partir de cultura de células e comparar o resultado do
teste de soroneutralizacdo utilizando-se poliovirus
vacinais (metodologia vacinal) com o do teste de
soroneutralizacdo, que emprega o antigeno selvagem
(metodologia selvagem).

Expansio dos antigenos vacinais em cultura de células
para a técnica de soroneutralizacio

Cultivo Celular

O cultivo de células foi realizado seguindo-se as
recomendagdes do Manual da Poliomielite”. Foram
utilizadas as células HEp-2 cultivadas em meio RPMI
(meio Roswell Park Memorial Institute - Gibco/
Invitrogen-EUA), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Gibco/Invitrogen-EUA) e estreptomicina 0,1%
(Gibco/Invitrogen-EUA), em garrafas plasticas estéreis
de fundo chato e descartaveis. O meio de crescimento
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foi removido das culturas e o tapete de células formado no
fundo da garrafa foi lavado com 5 mL de solugdo salina de
tampao fosfato (PBS) estéril. Apds a remocio do PBS, foi
adicionado 1 mL de reagente tripsina (Gibco/Invitrogen-
EUA), para efetuar a dispersao celular; em seguida, a garrafa
foi incubada por 5 minutos em temperatura ambiente.
Para realizar a interrupgao da atividade enzimatica da
tripsina sobre as células foram adicionados 20 mL de meio
de cultura contendo 10% de SFB (soro fetal bovino). As
suspensoes de células obtidas foram homogeneizadas, e
10 mL transferidos para as respectivas garrafas (repique
1:2). As garrafas foram mantidas em estufa a 37 °C em
atmosfera de CO,, e as células foram repicadas a cada dois
dias.

Inoculagdo de poliovirus vacinais 1, 2 e 3 em culturas de
células HEp-2

Paraainoculagao dos virus vacinais na cultura
de célula HEp-2, foram utilizadas garrafas contendo
células com formagao de tapete no fundo da garrafa.
O meio de crescimento foi descartado, e as células
foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS estéril.
Em seguida foram adicionados 100 pL de vacina oral
de Sabin contendo concentraciao viral média de 7,6
log. Este procedimento foi repetido para cada um dos
sorotipos virais. As garrafas foram incubadas durante
30 minutos a 37 °C e levemente agitadas a cada 10
minutos. Apds o periodo de incubagdo e adsor¢ao
viral, foi adicionado 1 mL de meio RPMI contendo
1% de SFB. As garrafas foram novamente incubadas
durante 24 horas.

Para favorecer o desenvolvimento celular e
a multiplicacdo viral, foram feitas a troca do meio
e o aumento da concentragdo do SFB para 5%. Os
poliovirus, apdsa penetracio nas células e multiplicagao,
ocasionaram alteragbes morfologicas e fisiologicas
chamadas de efeito citopatico. Como houve pouca
expressao do efeito citopatico apds 24 horas de incubagéo,
as garrafas foram incubadas novamente a 37°C por mais 24
horas, quando foi observado um intenso efeito citopatico.
O tapete celular contendo os virus foi removido,
e a suspensdo de células foi homogeneizada com
movimentos circulares. Em seguida, este material
foi transferido para criotubos, que foram congelados
em freezer a -80 °C, com o intuito de interromper o
processo de destruicao celular e manter a conservagao
dos virus para a proxima etapa experimental.

Quantificacio de anticorpos neutralizantes do soro
anti-poliovirus

Para efetuar a padroniza¢do da técnica utilizando-
se os virus vacinais, foi determinada a dose que infecta
50% das células (TCID50- Tissue culture infective dose),
isto é, a menor quantidade de suspensdo viral capaz de
produzir a doenga no hospedeiro susceptivel ou de induzir
o efeito citopatico em culturas celulares. O célculo da
dose infectante com 50% de letalidade foi feito de acordo
com Reed e Muench"”. Como o Manual da Poliomielite®
recomenda o uso de dose de 100 TCID50, esta quantidade
foi utilizada no presente trabalho. Apds a determinagio
de dose de 100 TCID50 para cada sorotipo de poliovirus
vacinal, o teste de soroneutralizacio foi processado
usando-se os virus vacinais e 63 amostras de soro de
pacientes previamente avaliados pela metodologia padrao-
ouro de soroneutralizagdo e que apresentavam diferentes
concentragdes de anticorpos anti-poliovirus selvagem.
A andlise foi realizada sem o conhecimento prévio dos
resultados. Essas amostras de soro sdo oriundas do banco
de soros do Fleury Diagndsticos e foram armazenadas em
temperatura de -20 °C até o momento do uso.

Para efetuar esta técnica, os soros dos pacientes
foram previamente inativados em banho-maria a 56°C
por 30 minutos. Aliquotas de 25 pL de meio RPMI
foram adicionadas nos pogos da placa de microtitulagio
(Corning, EUA). Os soros dos pacientes, diluidos na
razdo 2 de 1:8 a 1:1024, foram distribuidos nas respectivas
cavidades da placa. Em seguida, foram adicionados 100 pL
de células 100 TCID50. Foram utilizados trés pogos para
o controle negativo, contendo somente 25 pL de solugdo
salina (PBS) e trés pogos como controle positivo, contendo
somente 25 pL de 100 TCID50 virais. Estes procedimentos
foram repetidos para cada sorotipo de poliovirus estudado.
A placa foi vedada e incubada em estufa de CO, a 37°C
durante duas horas. Apos esta etapa, as células HEp-2
foram acrescentadas na concentracio de 200.000/mL. As
placas foram incubadas em estufa de CO, a 37°C durante
48 horas. A leitura da reagio foi realizada em microscopio
optico comum.

Os resultados foram considerados positivos quando
0s testes apresentaram titulos iguais ou superiores a 8 e negativos
quando os titulos da reagio foram menores do que 8. A presenca
de efeito citopético indica que o paciente nio possui anticorpos
capazes de neutralizar a acio do virus (resultado <8). A auséncia
de efeito citopatico significa que o paciente possui anticorpos
capazes de neutralizar a agao viral (resultado > 8).
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Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa (CEP 1589/08).

Analise estatistica

Como a avaliagdo de desempenho de um teste
diagnéstico depende da auséncia de desvios ou viés, além
da andlise de confiabilidade do teste, foram calculados os
seguintes parametros: indice Kappa, exatidao, sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo e prevaléncia, além dos respectivos intervalos
de confianca de 95%'%. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando MedCalc para Windows, versao 15.1
(MedCalc Software, Ostend, Blgium). O indice Kappa foi
calculado utilizando GraphPad QuickCalcs Web site.

Os resultados da expansdo dos virus em cultura
de células HEp-2 possibilitou a producdo de virus vacinais
e o estoque deste material foi utilizado na padronizacio
da metodologia vacinal. Foram avaliadas 63 amostras

previamente analisadas pela metodologia selvagem para
detec¢do de anticorpos anti-poliovirus tipos 1, 2 e 3. A
metodologia selvagem apresentou resultados negativos
em 5 amostras para deteccio de anticorpos anti-poliovirus
tipo 1, em 3 amostras para o tipo 2 e em 15 amostras para
o tipo 3. Avaliando os resultados da metodologia vacinal
em comparagao a metodologia selvagem, foi demonstrado
que para o poliovirus 1, 22 amostras apresentaram titulos
discordantes e os titulos concordantes foram detectados
em 41 amostras. Para o poliovirus 2 houve 21 amostras
discordantes e 42 concordantes, e para o poliovirus 3
foram 18 discordantes e 45 concordantes. Na avaliagdo
dos titulos discordantes, a diferenca encontrada na
maioria das amostras ndo ultrapassou um titulo. Esta
diferenca ¢é aceitavel e pode ocorrer quando se trata de
teste de neutralizacdo. Desconsiderando a discordancia das
amostras que apresentaram somente um titulo de diferenca,
as metodologias apresentaram resultados concordantes em
57 amostras para o poliovirus 1 e em 61 amostras para os
poliovirus 2 e 3. A comparagio entre as duas metodologias,
selvagem e vacinal, estd demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados das metodologias selvagem e vacinal realizadas com 63 amostras de soro

Reagio de soroneutraliza¢ao

Cepa selvagem

Cepa vacinal

Amostra Poliovirus tipo 1 Poliovirus tipo2 Poliovirus tipo3 Poliovirustipo1 Poliovirustipo2 Poliovirus tipo 3

1 64 256 256 64 512 256

2 64 128 128 64 128 256

3 8 16 8 16 16 8

4 128 1024 128 128 512 128

5 256 64 16 256 128 128

6 64 64 <38 64 32 <8

7 <8 64 <8 <8 64 16

8 512 1024 512 512 1024 256

9 64 512 64 64 512 64

10 16 32 1024 128 512 1024

11 1024 1024 256 1024 1024 256

12 32 32 <8 32 32 <8

13 16 16 8 16 16 8

14 64 <8 <8 64 <8 <8

15 64 128 8 64 128 8

16 64 <8 <8 64 <8 <8

17 8 16 8 8 8 8

18 64 128 <8 64 64 <8
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Cepa selvagem Cepa vacinal
Amostra Poliovirus tipo 1 Poliovirus tipo2 Poliovirustipo3 Poliovirustipol Poliovirustipo2 Poliovirus tipo 3

19 32 64 32 32 64 32
20 128 64 256 64 64 128
21 <8 8 <8 <8 8 <8
22 256 64 256 128 64 256
23 1024 1024 256 1024 1024 512
24 512 256 128 512 128 256
25 16 64 <8 16 64 <8
26 512 128 16 512 128 16
27 8 16 16 16 8 16
28 8 16 8 8 16 8
29 32 64 64 32 64 128
30 8 128 16 <8 128 8
31 32 64 128 64 64 256
32 16 64 <8 16 64 <8
33 128 64 256 128 64 128
34 32 64 64 16 32 64
35 64 256 128 64 128 64
36 32 64 32 16 32 16
37 16 64 <8 <8 64 <8
38 64 8 32 32 8 16
39 1024 1024 1024 1024 1024 1024
40 128 128 128 128 128 256
41 128 1024 1024 128 1024 1024
42 64 128 <8 64 16 <8
43 512 128 16 512 64 32
44 <8 <8 <8 <8 <8 <8
45 1024 1024 1024 1024 512 1024
46 8 16 32 <8 8 32
47 32 64 32 16 32 64
48 128 64 64 128 64 32
49 64 1024 32 16 1024 32
50 512 256 64 512 128 64
51 32 512 64 32 512 64
52 128 128 256 64 128 256
53 128 128 16 64 64 16
54 64 32 32 8 32 32
55 128 256 16 64 256 16
56 32 64 16 16 64 16
57 256 64 256 128 64 256

Continua na pagina 6/9

5/9



Lima ES, Moraes-Pinto MI, Blanco RM, Granato CFH, Romero EC. Padronizagéo de teste para quantificar anticorpos anti-poliovirus utilizando
virus vacinal. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2019;78:e1768.

Cepa selvagem Cepa vacinal
Amostra Poliovirus tipo 1 Poliovirus tipo 2 Poliovirus tipo3 Poliovirus tipo1 Poliovirustipo2 Poliovirus tipo 3
58 1024 1024 256 1024 1024 256
59 <8 8 <8 <8 16 <8
60 <8 64 <8 <8 32 <8
61 256 128 32 128 128 32
62 256 64 32 256 64 32
63 16 8 <8 8 8 <8

Para fins de andlises estatisticas foram
calculados exatidao, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo, prevaléncia e

Tabela 2. Avalia¢do da metodologia vacinal

os respectivos intervalos de confianga de 95%,
utilizando-se a metodologia selvagem como
referéncia. Os resultados encontrados estao
apresentados na Tabela 2.

Poliovirus tipo 1

Reagio de soroneutralizacao

Poliovirus tipo 2 Poliovirus tipo 3

Exatiddo 95,24%
(95%IC) (86,71 2 99,01%)
Sensibilidade 94,83%
(95%IC) (85,62 2 98,92%)
Especificidade 100,00%
(95%I1C) (47,82 a2 100,00 %)
Valor preditivo positivo 100,00%
(95%IC) (100,00 a 100,00%)
Valor preditivo negativo 62,50%
(95%IC) (35,64 a 83,38%)
Prevaléncia 92,06%
(95%IC) (82,442 97,37%)

100,00% 98,41%
(94,31 a 100,00%) (91,47 2 99,96%)
100,00% 100,00%
(94,04 a 100,00%) (92,60 a 100,00%)
100,00% 93,33%
(29,24 a 100,00 %) (68,05 a 99,83%)
100,00% 97,96%
(100,00 a 100,00%) (87,84 2 99,69%)
100,00% 100,00%
(100,00 a 100,00%) (100,00 a 100,00%)
95,24% 76,19 %

(86,712 99,01%) (63,79 a 86,02%)

O indice Kappa foi empregado para efetuar
a andlise da confiabilidade dos testes. Os valores
obtidos foram de 0,74 (95% IC= 0,47-1,00) para o
poliovirus tipo 1, 1,00 (95% IC= 1,00-1,00) para
o tipo 2 e 0,95 (95% IC= 0,87-1,00) para o tipo 3.

A contengao adequada do poliovirus selvagem
nos laboratérios é fator importante para fins de
erradicagao. Por estas razdes, em 2003 a Organizagio
Mundial de Satide publicou o Plano Mundial de A¢do para

aContencdo de Poliovirus Selvagem em Laboratérios, que
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promove uma série de medidas de seguranca, com escopo
global para evitar a reintrodugéo de poliovirus selvagem
na comunidade'. Na América Latina, os tltimos casos de
poliomielite do tipo selvagem ocorreram em 1989 no Brasil
e em 1991 no Peru. Mesmo apds receber o Certificado de
Erradicagdo da Poliomielite, o Brasil mantém a vigilancia
para novos casos de paralisia flacida aguda®'.

Com base nos requisitos da OMS e consciente da
importancia de utilizar um teste de sorodiagnéstico seguro,
para a comunidade e para laboratoristas, o presente estudo
avaliou um novo componente para padronizar o teste de
soroneutralizacio, utilizando-se as estirpes de vacina. Todo
0 processo seguiu as diretrizes do Manual da Poliomielite®.
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Pelaanalise do resultado do teste de soroneutralizagio
empregando-se o poliovirus tipo 1 vacinal, foi demonstrada
sua alta sensibilidade (94,83%), o que indica que o teste é
adequado para detectar a presenca de pequenas quantidades
de anticorpos especificos. A especificidade para o poliovirus 1
foide 100,00% nao tendoapresentado nenhum resultado falso
positivo. O valor preditivo negativo foi satisfatorio (62,50%),
porém o valor preditivo positivo (100,00%) e a prevaléncia
(92,06%) apresentaram valores elevados, pois a maioria dos
pacientes apresentou resultados positivos, confirmando-se o
estado imunoldgico contra o poliovirus 1, que mostrou ser
altamente imunogénico. O teste apresentou alta precisao, o
que indica alta confiabilidade no resultado final e valida o
procedimento em questéo.

Ao avaliar o teste empregando-se a vacina de
poliovirus tipo 2, o dado obtido foi muito préximo aos
resultados de soroneutralizagio realizada com a cepa
selvagem (exatiddo, sensibilidade, especificidade e valores
preditivos de 100%). O teste em estudo ndo apresentou
reagdes falsamente positivas e/ou falsamente negativas, e
os resultados obtidos foram muito semelhantes ao de teste
de referéncia. Comparando-se os testes que utilizaram o
poliovirus 3, observou-se maior numero de resultados
negativos, o que reduziu a soroprevaléncia (76,19%).
O sorotipo 3 ¢ considerado menos imunogénico em
comparagio ao poliovirus 1 e 2% e este fato foi confirmado
no presente estudo. Para esse sorotipo, foram observadas
alta sensibilidade (100,00%), especificidade (93,33%),
valores preditivos positivos (97,96%) e negativos (100,00%)
e exatiddo (9841%), apropriadas para teste laboratorial
com bom desempenho. As comparagdes feitas por meio de
indice Kappa permitiram concluir que ha bom acordo entre
os testes, variando-se de concordancia substancial a quase
perfeita.

Desde os primeiros estudos publicados sobre as
técnicas de soroneutralizacio tém sido observadas pequenas
diferencasentre os resultados obtidos do teste de neutralizacio
utilizando-se diferentes estirpes de poliovirus. Paul e Trask*
avaliaram duas diferentes estirpes selvagens e concluiram
que havia diferenca de aproximadamente 25% entre os testes
de soroneutralizagio empregando-se diferentes cepas de
poliovirus. Howitt* ao utilizar o teste de soroneutralizacio,
para avaliar o estado imunoldgico de individuos saudaveis
e doentes, mostrou a auséncia de diferencas significativas
no teste de neutralizagdo, independentemente das estirpes
utilizadas. O presente estudo apresentou alto grau de
concordancia entre o teste de referéncia e aquele que utiliza
o virus da vacina. As varias passagens em cultura celular das

estirpes selvagens utilizadas no laboratério de referéncia,
que tém ocorrido ao longo dos tltimos 30 anos, podem
ter atenuado a acdo viral, tornando muito préximo o
desempenho dos testes de soroneutralizagio.

Diversos testes foram desenvolvidos com o objetivo
de serem mais rapidos que o teste de soroneutralizagio e
ndo utilizarem virus vivos para sua realizacdo, porém os
resultados demostraram menores valores de sensibilidade,
principalmente em soros com titulos baixos, ndo sendo
recomendada a substituicdo do teste de soroneutralizacio
por estes testes™ 2,

Baseando-se nos resultados obtidos no presente
estudo, conclui-se que esta técnica poderia ser utilizada nos
trabalhos de rotina de laboratérios clinicos. Esta conduta
poderia proporcionar uma boa alternativa para substituir as
cepas de tipo selvagem no atual procedimento de avaliagio
do estado vacinal e da resposta imunoldgica para os trés
sorotipos virais. A avaliacdo daimunidade é muito importante
principalmente para os pacientes imunodeprimidos, como
os pacientes HIV positivos e os individuos que realizaram
transplante de medula 6ssea’. Para estes ultimos pacientes,
a reconstituicdo da imunidade é realizada por meio de
revacinagdo. Desta forma, a dosagem periddica dos
anticorpos anti-poliovirus é utilizada para verificar a eficacia
do organismo em produzir protegao contra o poliovirus'®.

Devido a alta cobertura vacinal brasileira para
poliovirus, o estudo apresentou limitagdes quanto ao nimero
de soros negativos utilizados nas andlises estatisticas para
avaliacdo do desempenho do teste estudado.

A utilizagao da metodologia vacinal permitiria o
uso seguro do teste de soroneutralizagao em laboratdrios
de pesquisa e de diagnostico, por mais alguns anos,
até que a erradicagdo total do poliovirus seja realizada.
Provavelmente, este fato ocorrerd quando qualquer
manipulaciao de cepas de poliovirus, mesmo atenuadas,
for futuramente proibida. Os resultados do presente
estudo demonstram que o uso desta nova abordagem,
baseada na soroneutralizagio do virus atenuado da
vacina oral Sabin, pode ser incorporado na pratica em
laboratdrios para avaliar o estado de vacinagdo, além
de ser apropriado nesta fase de erradicagio global da
poliomielite.

Ao laboratério de Virologia-Unifesp, ao Instituto de
Tecnologia em Imunobiolégicos da Fundagio Oswaldo Cruz
(Bio-Manguinhos/Fiocruz), por ceder as cepas vacinais, e
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ao Fleury Diagnosticos, pela disponibilidade e cessao de
amostras de soros dos pacientes e das células HEp-2.
Financiamento da pesquisa: Fundagio de Amparo a Pesquisa
do Estado de Sao Paulo (FAPESP: 2008/58148-5)
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RESUMO

O presente estudo analisou um binémio de tempo-temperatura alternativo para ser utilizado
na pasteurizagdo lenta sobre a inativacdo da fosfatase alcalina no leite caprino. Sua eficiéncia
foi demonstrada pela contagem padrdo em placas, e foi feita a comparagdo no processamento
de leite refrigerado e congelado. Foram utilizados 18 tratamentos em leite caprino cru (nove
em leite refrigerado e nove em leite congelado). Estes foram acondicionados em frascos
de 300 mL, pasteurizados a 60, 63 e 65°C durante 10-20-30 minutos, e testadas as enzimas
fosfatase alcalina e peroxidase. A contagem padrdo em placas (CPP) e coliformes a 35 e 45°C
foi feita nas amostras cruas e em cada tratamento, em duplicata. Apos a pasteurizagio, todos
os tratamentos apresentaram: ndo crescimento de microrganismos mesofilos, coliformes
com <0,3 NMP/mL, prova de fosfatase negativa e peroxidase positiva. A pasteurizagdo
foi eficiente para melhorar a qualidade microbioldgica do leite tanto refrigerado quanto
congelado. Todos os bindmios avaliados apresentaram resultados satisfatérios para alcangar
os parametros preconizados em legislagdo, sugerindo-se o menor binémio (60°C por 10
min). Nao houve diferenca entre as formas de armazenamento das amostras: refrigerada ou
congelada.

Palavras-chave. fosfatase alcalina, lactoperoxidase, mesdfilos, coliformes, pasteurizagao, leite caprino.

ABSTRACT

The objective of this study was to investigate an alternative time-temperature binomial to be
used in the slow pasteurization on the alkaline phosphatase inactivation in the goat milk. Its
efficiency was demonstrated with the standard counting in plates, and also refrigerated and
the frozen milks processing were compared. Eighteen treatments were used in the raw goat
milk (nine refrigerated milk and nine frozen milk). They were packed in 300 mL-flasks,
pasteurized at 60-63-65°C for 10, 20, 30 minutes, and then tested for alkaline phosphatase and
peroxidase enzymes. The standard counts in plates (CPP) and coliforms at 35°C and 45°C were
performed in the raw samples and in the every treatment, in duplicate. After the pasteurization
process, all of the treatments showed: no growth of mesophilic microorganisms, coliforms
with <0.3 MPN / mL, negative phosphatase and positive peroxidase tests. The pasteurization
was efficient to improve the microbiological quality of the milk either refrigerated or frozen.
All of the evaluated binomials presented satisfactory results to reach the recommended
parameters preconized in the legislation, suggesting the smaller binomial (60°C for 10 min).
There was no difference between the samples storage form, either refrigerated or frozen.

Keywords. alkaline phosphatase, lactoperoxidase, mesophiles, coliforms, pasteurization, goat milk.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2019;78:¢1769 .
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O Brasil produziu 153.659 toneladas de
leite de cabra em 2014', com destaque para a regiao
Nordeste do pais, a qual detém 92% do rebanho
caprino brasileiro®. O leite caprino apresenta algumas
caracteristicas nutricionais e terapéuticas que o
diferenciam do leite de outras espécies e que fazem
desse produto uma alternativa na dieta de criangas,
idosos e alérgicos ao leite bovino®*. Tem ainda como
caracteristicas de destaque o teor de proteinas de alto
valor nutritivo e a excelente digestibilidade, além de
ser um produto hipoalergénico®. Apesar de possuir
diversas caracteristicas benéficas, o leite de cabra ¢ um
produto ainda pouco explorado’.

O leite de cabra é o produto oriundo da
ordenha completa, ininterrupta, em condicdes de
higiene, de animais da espécie caprina sadios, bem
alimentados e descansados®. Tendo como principal
beneficiamento na regido Nordeste a pasteurizacao
com direcionamento para fabrica¢do de subprodutos,
como queijo e iogurte®. A pasteurizagio ¢ um
dos tratamentos térmicos ao qual o leite pode ser
submetido para eliminacdo da sua microbiota, a
fim de destruir os microrganismos patogénicos
que possam contaminar o mesmo. Quanto maior
o total de contagens bacterianas, maior o risco
de surto de doengas veiculadas por alimentos ou
comprometimento do processo de manufatura de
derivados lacteos. Assim, para que o leite ndo se
torne um produto nocivo ao consumo humano, além
de reduzir a carga bacteriana a limites aceitaveis,
a pasteurizagdo promove minimas modificagoes
quimicas, fisicas, sensoriais e nutricionais'.

O tratamento térmico do leite deve ser
eficiente ao nivel de atender as combinagdes tempo/
temperatura requeridas para obter um produto com
qualidade higiénica satisfatoria e prolongar a vida util
do mesmo, sem causar prejuizos decorrentes do calor
as suas posteriores tecnologias de beneficiamento'.

Um dos processos de pasteuriza¢do permitidos
pela legislacdo é a pasteurizagdo lenta, que consiste no
aquecimento indireto do leite entre 63°C e 65°C pelo
periodo de trinta minutos, mantendo-se o leite sob
agitacdo mecanica, lenta, em aparelhagem propria®.
O leite, quando devidamente pasteurizado nao pode
conter fosfatase alcalina, pois esta é uma enzima
sensivel a pasteurizagdo e sua presenga no produto
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final indica a ineficiéncia desse processo térmico.
Logo, esta enzima ¢ pesquisada para comprovar que
o tempo e a temperatura aplicados na pasteurizacao
foram efetivos". A verificagdo da atividade residual da
FA como indicador da eficiéncia da pasteurizagio é
amplamente utilizada no pais e no mundo™, existem
varios relatos na literatura que verificaram a adequagio
da pasteurizacido do leite bovino'. Contudo, ndo se
tem estudos que demonstrem com precisdao o tempo
e a temperatura necessarios para a inativagdo da
atividade da fosfatase alcalina no leite de cabra, que
naturalmente contém niveis diferentes da enzima
quando comparado com o leite bovino. Apesar do
teste de fosfatase alcalina ser bastante confiavel para o
leite de vaca, ndo se tem clareza de sua aplicagao para
verificar a adequagdo da pasteurizagdo para o leite
caprino dentro dos padroes atuais'®. Sendo a atividade
da fosfatase em leite caprino cerca de 2 a 5 vezes menor
que no leite de vaca'’.

Quantomaisseelevaatemperaturano processo
térmico, mais profundas sdo as transformagoes fisico-
quimicas no leite. Estas alteracdes afetam o equilibrio
das substancias nitrogenadas e dos sais minerais,
assim como do conteudo vitaminico®. Isso faz com
que o produto final da fabricagdo de derivados
do leite caprino seja prejudicado. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar através de parametros
microbiolégicos e teste colorimétrico qualitativo a
eficiéncia da inativagdo da fosfatase alcalina apds
pasteurizagdo lenta no leite de cabra em diferentes
temperaturas e tempos, verificar qual o melhor
tratamento para o leite dessa espécie e comparar a
eficiéncia do tratamento térmico do leite refrigerado e
congelado.

Obtengao da matéria-prima

O leite foi obtido de um rebanho de cabras
Saanen, situado na cidade de Camagari, Bahia. Foram
coletados 5 litros de leite refrigerado e 5 litros de
leite congelado (10 litros no total). Posteriormente,
o material foi acondicionado em garrafas plasticas
especificas de 500 mL, dentro de isopor com gelo e
mantias sob refrigeracdo em temperatura nao superior a
7 °C e transportadas imediatamente para o Laboratério
de Inspecao e Tecnologia de Leite e Derivados
(LalTL4cteos) da Escola de Medicina Veterindria e
Zootecnia da Universidade Federal de Bahia.
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Processo de pasteurizacao

Para realizar o tratamento térmico, as amostras
foram colocadas em frascos de vidro de 300 mL,
identificadas, levadas ao tanque de banho-maria e
aquecidas gradativamente a 60°C (T1), 63°C (T2) e
65°C (T3). Foram utilizados dois tipos de amostras,
uma contendo leite refrigerado e outra congelado,
ambos pasteurizados através de nove tratamentos. Os
tratamentos consistiam em variagdo da temperatura
(T1, T2 e T3) em trés periodos de tempo (10, 20 e 30
min), totalizando 18 tratamentos.

A Tabela 1 apresenta as amostras com seus
respectivos tratamentos. O experimento foi conduzido
em triplicata experimental, e as andlises foram realizadas
em duplicata analitica.

Tabela 1. Amostras de leite caprino com seus respectivos

tratamentos
Tratamento Tipo de leite
Congelado Refrigerado

60°C/10 min TiCuo TiRio
60°C/20 min T1Ca TiR20
60°C/30 min T1Cso TiRs0
63°C/10 min T2Cio T2Ruo
63°C/20 min T2Ca T2R20
63°C/30 min T>Cso TR0
65°C/10 min T3Co TsRuo
65°C/20 min T3Ca TsR20
65°C/30 min T3Cso TsRs0

T = 60°C; T,= 63°C; T,= 65°C

Teste da fosfatase alcalina e lactoperoxidase

A determinacdo da fosfatase alcalina
(FA) permite avaliar a eficiéncia do processo de
pasteurizagao. Com essa finalidade, foi aplicado um
teste colorimétrico comercial (Cap-Lab®), no qual a
tira reagente determinou qualitativamente esta enzima.
A técnica baseia-se na hidrdlise de p-nitrofenilfosfato
em p-nitrofenol e fosfato, na presenca de fons magnésio
e fosfatase alcalina, cujo nitrofenol formado possui
coloragao amarela indicando prova positiva. Logo apds
o tratamento térmico das amostras, foi imerso uma
tira reagente em cada uma delas durante 10 segundos,
posteriormente foi realizada a leitura passados dois
minutos.

A determina¢do da lactoperoxidase permite
avaliar a eficiéncia do processo de pasteurizagio.

Com essa finalidade, também foi aplicado um teste
colorimétrico comercial (Cap-Lab®), no qual a tira
reagente determinou qualitativamente esta enzima. A
lactoperoxidase é uma enzima presente naturalmente
no leite e a técnica de sua determinagdo baseia-se na
inativacado da mesma se o leite for aquecido acima
de 80°C por alguns segundos. Imediatamente apds a
pasteurizacdo o produto processado deve apresentar
teste positivo para a peroxidase. Apds o tratamento
térmico das amostras, foi imerso uma tira reagente em
cada uma delas durante 10 segundos e posteriormente
foi realizada a leitura depois de dois minutos.

Analises microbioldgicas

As analises microbiologicas dos leites
refrigerado e congelado foram realizadas seguindo
a Instrugdo Normativa n° 62 recomendada pelo
Ministério da Agricultura®. As amostras foram
submetidas a determinacdo do Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes a 35°C, coliformes
a 45°C e contagem padrdo em placas (CPP) no
leite cru refrigerado e congelado e posteriormente
nos tratamentos. No entanto, a legislagdo brasileira
estabelece padrdes microbiologicos para o leite de
cabra cru apenas para contagem global®.

Os resultados da andlise de fosfatase alcalina
mostraram que todos os tratamentos da pasteurizagao
foram eficientes na inativagdo da mesma, demonstrado
pela coloragdo da fita utilizada no teste de fosfatase. A
coloragao amarela intensa significa que ha a presenca
da fosfatase, observada na analise de leite cru. Apds os
tratamentos térmicos em seus respectivos tempos, todas
astirasdo teste apresentaram a coloragdo amarelo palido,
a qual resulta da inativacdo da FA apos a pasteurizagao.
Essa andlise foi realizada em tempo zero, imediatamente
apds a pasteurizagao, segundo Rankin et al® esse tipo de
conduta fornece resultados mais precisos para provas
de FA. O fundamento da pasteurizagao esta na correta
utilizacdo do bindmio tempo-temperatura, a fim de
provocar a eliminacdo da microbiota patogénica e
possibilitar a seguranca alimentar do produto. Durante
o0 processo todas as particulas devem ser aquecidas até
uma determinada temperatura minima por um tempo
especifico’’. Esse aquecimento destr6i grande parte
da flora microbiana e inativa sistemas enzimaticos,
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esse fato pode ser observado neste trabalho através
da relagao dos resultados do crescimento bacteriano
com a auséncia da fosfatase alcalina, nos quais todos
os tratamentos demonstraram o ndo crescimento
bacteriano, ou o crescimento dentro dos padrdes
preconizados por legislagdo (Amostra TR ). Todas as
amostras foram aquecidas com temperaturas inferiores
a 80°C, que ¢ a temperatura minima para inativacao
da lactoperoxidase, por esse motivo apresentaram
resultados positivos para essa enzima.

Estes resultados estao de acordo com o estudo de
Wilinska et al*, os quais examinaram a estabilidade térmica
da FA no leite bovino e caprino na faixa de temperatura
entre 54-69C e verificaram que todas as amostras
demonstraram grandes taxas de inativacdo. Vamvakaki
et al® também encontraram reducgdo da atividade da
fosfatase alcalina mais rapida em leite caprino e ovino em
compara¢ao com o leite bovino na temperatura de
59°C. Outro binémio inferior estabelecido pela legislacao
brasileira foi aplicado por Lorenzen et al** em leite caprino,
no qual o tratamento térmico de 62°C por 30 minutos
conseguiu resultados satisfatorios para o limiar de fosfatase
alcalina. Isso demonstra que o leite caprino necessita de
uma menor temperatura para inativagao da fosfatase que o

leite bovino, permitindo a inferéncia de que a temperatura
de pasteurizagdo do leite de cabra pode ser menor que a ja
descrita.

A determina¢do da atividade da enzima
lactoperoxidase foi realizada para verificagio de
superaquecimento do leite durante a pasteurizagio.
Nesse experimento, observou-se que o teste de
peroxidase foi positivo para todos os tratamentos
realizados, o que demonstra que ndo ocorreu
temperatura excessiva durante a execu¢ido do estudo,
uma vez que a enzima ainda se encontrava presente na
amostra.

A contagem de mesofilos neste experimento
teve 6,2 x 10* UFC/mL para o leite congelado e
9,5 x 10* UFC/mL para o leite refrigerado antes da
pasteurizacao (Tabela 2). Souza et al® ao avaliar trés
lotes de leite cru, encontraram valores superiores
ao do presente estudo, variando de 1,15 x 10° e 1,18 x 10°
UFC/mL. Os resultados das analises microbioldgicas
de leite cru no presente estudo demonstraram uma
possivel falha no processo de ordenha do leite, uma
vez que foi observada a presen¢a de coliformes no
leite sem a pasteuriza¢do (110 NMP), conforme a
Tabela 2.

Tabela 2. Resultados das andlises do leite caprino pré e pos tratamento térmico

Coliformes (NMP.mL™") Mesofilos (Log UFC.mL") Fosfatase Lactoperoxidas
Amostras
Congelado Resfriado Congelado Resfriado Congelado Resfriado Congelado Resfriado
Cru 110 110 4,79 4,97 Positiva Positiva Positiva Positiva
60°C/10min <0,3 <0,3 0 2,29 Negativa Negativa Positiva Positiva
60°C/20min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
60°C/30min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
63°C/10min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
63°C/20min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
63°C/30min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
65°C/10min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
65°C/20min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
65°C/30min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
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Ao analisar a composi¢do microbiana do
leite de cabra, Foschino et al® observaram constante
presenca de coliformes no leite cru. Segundo Andrade
etal®, a pesquisa de bactérias do grupo dos coliformes é
importante devido a sua relagdo com a higiene durante
a produ¢do, na qual em seu estudo foi encontrada
apenas uma amostra de leite cru com coliformes
termotolerantes (0,4 NMP/mL).

Em relagdo aos resultados microbioldgicos
apos a pasteurizagdo, estes foram satisfatorios para
todos os tratamentos térmicos, ndo apresentando
contagem de  microrganismos  mesofilos
(Log UFC.mL") e coliformes <0,3 NMP/mL.
Em todas as amostras de leite pasteurizado
analisadas, ndo houve a detec¢do de coliformes
totais e termotolerantes, estando de acordo
ao preconizado na legislagdo®. Souza et al’ ao
utilizarem a pasteurizagdo lenta (63-65°C por 30
min) obtiveram semelhante eficiéncia na reducdo
microbiana do leite caprino. Costa et al” também
observou a redu¢do de mesdfilos e coliformes no
leite de cabra apds o processo de pasteurizagdo
(62-65°C por 30 min), além disso, verificou ainda
a reducao de Staphylococcus coagulase positiva e a
auséncia de Salmonella spp.

Ao compararaduplicatadeleiterefrigerado com
o leite congelado, observou-se resultados equivalentes
em todas asandlises antes e apds o tratamento térmico de
ambos os tipos de leite. Isso mostra que o congelamento
anterior a pasteurizagao do leite caprino nao interfere
no processo de inativagao da fosfatase alcalina

A partir dos resultados obtidos, pode-se
concluir que todos os tratamentos foram suficientes
para alcancar os pardmetros preconizados na
Instruc¢ao Normativa n° 37 de 31/10/2000, podendo-
se utilizar o menor binémio de tempo-temperatura
(60°C por 10 min), nao existindo diferenca entre a
forma de armazenamento das amostras, refrigerada
ou congelada.
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RESUMO

Oitenta porcento dos casos de paracoccidioidomicose (PMC) ocorrem no Brasil. As regides
brasileiras com maior numero de casos sdo: sul, sudeste e centro-oeste, sendo emergente
no norte e nordeste. A imunodifusdo dupla em gel de agarose assume grande importancia no
diagnostico, por permitir o monitoramento da doenca e por oferecer subsidios para levantamentos
soroepidemioldgicos. O objetivo deste trabalho foi de avaliar e caracterizar os pacientes atendidos
no Laboratdrio de Imunodiagndstico das Micoses do Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo, em 2016.
Trata-se de um estudo retrospectivo realizado utilizando-se dados secundarios e avaliando-se as
seguintes informacdes: idade, sexo, procedéncia do pedido médico, resultado e historico sorolégico dos
pacientes. Dos 1.408 pacientes, 12,8% apresentaram reatividade sorolégica para Paracoccidioides brasiliensis.
Destes, 42,5% nao possuiam histdrico soroldgico, sendo considerados como casos novos da doenca. A
classificagdo dos pacientes reagentes por género demonstrou que 83,4% eram do sexo masculino, com razio
de masculinidade de 5:1. A faixa etdria variou de um (1) a 92 anos, e aproximadamente 40% dos pacientes
eram da faixa etdria de 41 a 60 anos. Este estudo demonstra e reforca a importancia da implementagao dos
estudos soroepidemioldgicos como ferramenta auxiliar para nortear as agdes de vigilancia e politicas em
saude na PCM.

Palavras. Paracoccidioides brasiliensis, paracoccidioidomicose, imunodiagndstico.
ABSTRACT

Eighty percent of paracoccidioidomycosis (PMC) cases occur in Brazil. The highest numbers
occur in south, southeast and center-west region, being emergent in the north and northeast
areas. The double immunodiffusion in agarose gel is valuable for its diagnosis, as it allows the
monitoring of the disease and offers subsidies for the seroepidemiological surveys. This study
evaluated and characterized the patients attended in 2016 at the Mycoses Immunodiagnosis
Laboratory of Adolfo Lutz Institute of Sdo Paulo. This retrospective study, based on the secondary
data, evaluated the information: age, sex, medical request origin, result and serological history of
the patients. Of 1,408 patients, 12.8% presented positive serological reactivity for Paracoccidioides
brasiliensis. Of them, 42.5% had no serological history and they were considered as new cases. The
classification of reactive patients by gender showed that 83.4% were males, being the masculinity
ratio of 5:1. The age range was one (1) to 92 years old, and +40% of the patients were of age
ranging from 41-60 years old. This study reinforces the importance of the implementation of the
seroepidemiological studies as to guide the surveillance actions and the public health politics in PCM.

Keywords. Paracoccidioides brasiliensis, paracoccidioidomycosis, immunodiagnosis.
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A paracoccidioidomicose (PCM), causada
por fungos do género Paracoccidioides: P, brasiliensis
e P, lutzii é micose de alta endemicidade na América
do Sul, entretanto, aproximadamente 80% dos
casos sao registrados no Brasil, particularmente
nos estados de Sao Paulo, Parana, Rio Grande do
Sul, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias e
Rondonia'?.

A PCM acomete predominantemente
individuos do sexo masculino com faixa etdria
entre 30 a 50 anos, residentes em dreas rurais ou
periurbanas, que exercem ou exerceram atividades
relacionadas a agropecudria'”. Estima-se que, a cada
ano, a taxa de incidéncia na populagdo brasileira
seja de 1 a 3 casos por 100.000 habitantes*. Contudo,
deve-se ressaltar que a PCM pode ter seu diagndstico
clinico confundido com outros processos infecciosos
causados por Leishmania spp. e Mycobacterium
tuberculosis, além de apresentar indices expressivos
de letalidade estimados entre 2 a 23% nos casos
graves, podendo alcancar 30% quando associada
a AIDS’. Até 2002, a micose figurava como oitava
causa de morte por doenga, entre as infecciosas e
parasitdrias®. Dados registrados durante o periodo
de 2010 a 2015, junto ao sistema de informagoes
sobre mortalidade, do Ministério da Satide, revelam
que a infec¢ao por P, brasiliensis ainda é considerada
a principal causa de mortalidade entre as micoses no
pais, apresentando média de 133,4 6bitos/ano’.

O diagndstico de certeza da PCM deriva
da demonstragdo e do reconhecimento do agente
etiolégico em preparados histolégicos, exame a
fresco ou em cultivo*’. No entanto, em algumas
situagdes entre as quais pode-se citar o estado fisico
ou clinico dos pacientes, torna-se impossivel o
acesso ao local da lesdo, impedindo assim a coleta
do material biolégico.

Desta forma, técnicas imuno-sorologicas
sao de grande valia uma vez que permitem inferir o
diagnoéstico com certo grau de certeza, otimizando
o tempo utilizado para se obter resultados, aliando
sensibilidade a especificidade®’.

A técnica sorologica amplamente utilizada
para o imunodiagnostico da PCM ¢ a imunodifusao
dupla em gel de agarose (ID), apresentando baixo
custo operacional, alta especificidade e sensibilidade
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variando de 65 a 100%; sendo de facil execugdo,
ndo necessitando de automagao, assumindo grande
importancia por permitir o monitoramento da
doenca bem como por oferecer subsidios para
levantamentos soroepidemioldgicos®*.

Kamikawa'! e Kamikawa et al’ demonstraram
que 60% dos municipios do estado de Sao
Paulo apresentaram ao menos um paciente com
anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis, detectados
por imunodifusdo dupla em gel de agarose. Os
autores observaram que a maioria dos pacientes
sorologicamente reagentes para P brasiliensis
concentrava-se nas macro-regioes de Campinas, Sao
Paulo e Grande Sao Paulo, Sorocaba e Sio Jodao da
Boa Vista, enquanto as maiores taxas de reatividade
foram observadas nos municipios de Piracicaba,
Franca, Aracatuba e Presidente Prudente. Contudo,
os autores ressaltaram que os resultados estdo
subestimados, uma vez que nio foram incluidas no
estudo, amostras de pacientes atendidos nos servigos
de referéncia de importantes polos endémicos da
doenga como Botucatu, Ribeirao Preto, Araraquara
e Bauru.

Segundo Pinto et al'? no periodo de 2008
a 2011, 166 casos da micose foram notificados a
Divisao de Tuberculose e outras Pneumopatias
do Centro de Vigilancia Epidemioldgica Prof.
Alexandre Vranjac de Sao Paulo. Os autores alertam
que apesar da recomendacgdo de notificagdo dos
casos de PCM no estado de Sao Paulo, os dados
apresentados encontram-se subnotificados, visto que
das doze unidades de referéncia para atendimento
da PCM, apenas quatro notificaram ao sistema de
vigilancia epidemioldgica estadual, dificultando
portanto, quaisquer iniciativas visando a prevencao,
diagnostico e melhorias no tratamento da mesma®".

Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar e caracterizar retrospectivamente, os
pacientes atendidos no ano de 2016, pelo Laboratério
de Imunodiagndstico das Micoses do Centro de
Imunologia do Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo.

O Laboratdério de Imunodiagnéstico das
Micoses do Centro de Imunologia do Instituto
Adolfo Lutz de Sao Paulo (LIM-IAL-SP), de
janeiro a dezembro de 2016, analisou, pela
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reacdo de imunodifusdo dupla em gel de agarose
(provas qualitativa e semi-quantitativa), amostras
biologicas de 1.408 pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose quanto a presenga ou nao de
anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis.

Todo paciente cuja amostra foi enviada
ao LIM-IAL-SP para realizagdio de diagnostico
presuntivo e/ou confirmatdrio, foi registrado
no Banco de Dados construido com a ajuda do
software Microsoft-Access 2000. O banco de dados
foi alimentado com informacgdes extraidas das
requisicdes de exame (nimero de amostra, unidade
requisitante, procedéncia, matricula, nimero do IAL,
nome, sexo, idade, suspeita clinica, exame solicitado,
nome e registro profissional do médico, data de
coleta). Além destas, o banco contem informagao
referente ao resultado sorologico dos pacientes bem
como um campo destinado ao acompanhamento
laboratorial dos mesmos.

Imunodifusao dupla em gel de agarose

Para a pesquisa de anticorpos circulantes
anti-P. brasiliensis, o LIM-IAL-SP, emprega-se
rotineiramente a reacdo de imunodifusdo dupla em
gel de agarose (ID), proposta por Ouchterlony'.
Toda amostra foi primeiramente avaliada pela
prova qualitativa e no caso de reatividade frente a
antigeno de P. brasiliensis (filtrado de cultura do
isolado Pb B-339) a mesma foi avaliada, diluindo-
se a amostra bioldgica na razao dois (2), pela prova
semi-quantitativa a fim de determinar-se o titulo de
anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis.

Resumidamente, laminas de  vidro
(26x75mm) foram primeiramente revestidas com
1,0 mL de solu¢do de agar a 1% (p/v). Estas foram
entdo recobertas com 3,0 mL de solugdo de agarose-
citrato e deixadas em cadmara umida, a 4°C, até a
solidificagdo da agarose. O gel foi escavado com
auxilio de molde em forma de roseta (Bioficina-
Industria e Comércio de Aparelhos Laboratoriais,
Sao Paulo-Brasil), contendo um orificio central e seis
laterais, sendo o excesso do gel retirado empregando-
se pipeta Pasteur acoplada a bomba de vacuo (DIA-
PUMP Compressor, FANEN, Sao Paulo, Brasil).
Apos a aplicagao dos imunobioldgicos (antigeno de
P. brasiliensis e anticorpo policlonal anti-antigeno
de P. brasiliensis) e soros de pacientes com suspeita
clinica de PCM nos orificios, as laminas foram

\

incubadas em cédmara umida, a temperatura
ambiente, por 48 horas. Apds esse periodo, com
o auxilio de negatoscopio, realizou-se a leitura
para verificagdo da presen¢a ou nao de linhas de
precipita¢ao. As laminas de vidro foram lavadas
por 45 minutos em solucdo citrato de sédio 5%
(p/v), seguindo-se de sucessivas lavagens, por
24 horas, em solugdo salina 0,85%. Ao fim desta
etapa, os orificios foram recobertos com soluc¢do
de agar 1% (p/v) e as laminas levadas para secar
em estufa a 60°C (FANEN, Sio Paulo-Brasil).
Ap6s secagem, as laminas foram coradas pelo
Coomassie Brilliant Blue R (Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, Missouri, USA), durante 5 minutos e
em seguida descoradas por aproximadamente 10
minutos, utilizando-se solu¢ao descorante (10%
de acido acético glacial, 45% de dlcool etilico,
45% de agua destilada). A leitura definitiva foi
entdo realizada, por dois observadores distintos
e os resultados registrados no banco de dados.

Aspectos éticos

Para a condugdo deste estudo, ndo
houve necessidade da obtengdo de termo de
consentimento livre e esclarecido, visto tratar-se
de anilise retrospectiva cujos resultados foram
encaminhados aos servigos publicos solicitantes
e informados ao paciente pelo seu médico,
assegurando-se assim o acompanhamento,
tratamento ou orienta¢do do sujeito da pesquisa.
Durante a tabulagdo dos dados foram respeitados
e preservados o anonimato dos sujeitos da
pesquisa e a confidencialidade das informacdes.
O projeto foi aprovado pelos Comités Cientifico
e de Ftica do IAL (CTC 68H/2015 e CAAE
39480814.1.3001.0059).

O Laboratério de Imunodiagnostico das
Micoses do Instituto Adolfo Lutz realizou no ano de
2016, 1.408 avaliagdes soroldgicas visandoa pesquisa
de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis. A
andlise da porcentagem de requisigdes de exames
recebidas revelou que: 55,2% corresponderam a
solicitagdo de pesquisa de anticorpos circulantes
para P brasiliensis; 14,5% para P brasiliensis e

3/9



Kamikawa CM, Beraldo KRF, Barreto LC, Zaparoli MS, Vicentini AP. Perfil sorolégico dos pacientes com suspeita clinicade paracoccidiodomicose
avaliados pelo Instituto Adolfo Lutz no ano de 2016. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2019;78:¢1770.

Histoplasma capsulatum; 1,8% para P. brasiliensis
e Aspergillus fumigatus e 28,5% das requisi¢oes
solicitaram sorologia para fungos, ou seja,
sorologia para P. brasiliensis, H. capsulatum e A.
fumigatus (Figura 1).

wFungos (PCM, HP e
ASP)

uPCM

“PCM e HP

“PCM e ASP

Figura 1. Distribui¢do das requisi¢oes de exames, no periodo
de janeiro a dezembro de 2016, visando a pesquisa de
anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis, anti-P. brasiliensis
e anti-H. capsulatum, anti-P. brasiliensis e anti-A. fumigatus
e anti-P. brasiliensis, anti-H. capsulatum e anti-A. fumigatus.
Onde PCM: paracoccidioidomicose, HP: histoplasmose e
ASP: aspergilose

Observou-se  que  67% (943/1.408)
dos pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose eram do sexo masculino e
33% (465/1.408) do feminino (Figura 2). Verificou-
se ainda, que entre os individuos do sexo masculino,
16% (151/943) apresentaram reatividade sorologica
para P brasiliensis enquanto 6,5% (30/465) das
amostras reagentes eram de pacientes do sexo
feminino.

Feminino
Nao
Reagente

Reagente

Masculino

"N3o
Reagente

*Reagente

Figura 2. Distribui¢ao dos pacientes segundo género, no periodo
de janeiro a dezembro de 2016, com reatividade soroldgica para
P, brasiliensis
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Em relagdo a faixa etaria, verificou-se que a
mesma variou de um (1) a 92 anos e, independente-
mente do sexo, a maioria dos individuos
apresentou idade entre 41 a 60 anos (Figura 3).
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Figura 3. Distribui¢do dos pacientes com suspeita clinica de
PCM, segundo a faixa etaria, registrados no ano de 2016

Dos 1.408 exames realizados no ano
de 2016, visando a pesquisa de anticorpos
circulantes anti-P. brasiliensis, 181 (12,9%)
apresentaram reatividade para P. brasiliensis
e 1.227 (87,1%) apresentaram auséncia de
reatividade pela técnica de imunodifusao
dupla em gel de agarose. Com relagdo ao
acompanhamento sorolégico dos mesmos,
350 pacientes apresentaram pelo menos uma
observagdo neste campo do banco de dados,
com o histérico mais antigo datando de 1994.
Entre os pacientes com reatividade sorolégica,
77 (42,5%) nao possuiam registro de
acompanhamento sorolégico anterior em nosso
banco de dados, sendo assim, considerados
casos novos da doenca.

Verificou-se que dos 645 municipios
do estado de Sao Paulo, 149 enviaram, para
analise soroldgica, amostras de soro de
pacientes com suspeita clinica para PCM.
Destes, aproximadamente 41% (61 municipios)
apresentaram pelo menos um paciente com
reatividade sorologica para P brasiliensis.
As cidades com maior taxa de reatividade
foram: Sao Paulo (22/337), Jundiai (18/57),
Sorocaba (18/119) e Campinas (15/99).
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O Instituto Adolfo Lutz, como Laboratério
Central de Saude Publica do estado de Sao Paulo,
baseado nas diretrizes da Lei n° 8.080/1990 ¢
responsavel no estado pelo diagndstico laboratorial
da PCM sendo considerado Laboratério de
Referéncia Estadual.

Contudo, por ndo ser doenga de notificagdo
compulsoria em todos os estados da federacdo,
os dados relacionados a real prevaléncia e taxas
de mortalidade e morbidade da doenga ndo sdo
precisos®*">. As informacgdes disponiveis na
literatura baseiam-se principalmente em inquéritos
epidemiologicos bem como na experiéncia de
servicos de referéncia no atendimento de pacientes
com a doenga, tornando-se, portanto, dificil a
comparagdo de nossos resultados com os demais
trabalhos existentes's*%.

A analise das informagdes dos 1.408 pacientes
com suspeita clinica da doenga demonstrou que 67%
(943) dos individuos eram do sexo masculino e 33%
(465) do feminino sendo a razao de masculinidade
de 2:1, sugerindo que o género nao apresenta
relacdio com a suspeita clinica da doen¢a. Porém
ao analisarmos os 181 pacientes com presenca de
anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis verificou-
se que 83,4% (151/181) eram do sexo masculino e
16,6% (30/181) do feminino, demonstrando razio de
masculinidade de 5:1, corroborando com os dados
da literatura, onde Pinto et al'? encontraram razio
de masculinidade de 4:1; Bellissimo-Rodrigues et
al® de 6:1; Moreto® de 7,2:1; Blotta et al* de 5,4:1;
Marques et al** de 10,7:1; por outro lado, Vieira et
al”, na regido amazonica obtiveram relagdo entre
pacientes masculino:feminino de 14:1; Paniago
et al*® no Mato Grosso do Sul obtiveram relagdo
de 10:1; Telles-Filho et al® em Curitiba obtiveram
relacdo de 9,1:1 e Almeida et al** demonstraram que
esta razao foi de 10,2:1.

A distribuicdo da faixa etdria entre os
pacientes, tanto com suspeita clinica quanto os
reagentes para PCM, mostrou que a maioria dos
individuos apresentou idade entre 41 a 60 anos,
corroborando com trabalhos anteriormente

realizados pelo Laboratério de Imunodiagndstico
das Micoses*'"'* e de outros grupos”*. Vale
ressaltar que os poucos trabalhos existentes
avaliando a faixa etaria dos pacientes, sdo baseados
na avaliagdo da resposta imune celular (Reagao de
Hipersensibilidade do Tipo Tardio) e na avaliagdo
soroldgica de grupos de pacientes classificados
segundo a forma clinica da doenga, ou seja, PCM
aguda/juvenil ou PCM cronica/adulto, porém
empregando reagdes sorologicas e/ou antigenos
diferentes ou ainda pelos estudos de mortalidade.

Além dos fatores de predisposicio e
modulagdo, como género e faixa etaria, descritos
anteriormente, Martinez' cita que a progressao
da doenca esta intimamente relacionada a: a)
caracteristicas demograficas; b) condigdes e estilo
de vida do hospedeiro (tabagismo e etilismo);
c) etnia (negros e mulatos apresentam lesoes
disseminadas da forma aguda/subaguda da doenga
mais frequentemente que brancos); d) exposicido
rural (também atribuida a fatores hormonais); e)
doengas de base (infec¢des cronicas, cancer e AIDS)
e; f) tipo de resposta imunologica, influenciada
principalmente por sua variabilidade genética (a
comparagdo do sistema de histocompatibilidade de
pacientes de diferentes regides endémicas sugere
que a expressdo clinica e progressao da infec¢ao
variam conforme a base genética dos mesmos).

O percentual de reatividade para P, brasiliensis
das amostras encaminhadas ao LIM-IAL-SP foi de
12,4% e ndo apresentou grande diferenca com a taxa
dereatividade obtida em avaliacao anterior realizada
entre os anos de 1999 a 2010°. Existem algumas
possiveis explicagdes para esta baixa reatividade
soroldgica, entre elas pode-se citar: a) falhas na
avaliacdo clinica do paciente, visto que a patologia
pode ter seu diagnodstico clinico confundido
com outros processos infecciosos causados por
Leishmania spp. e Mycobacterium tuberculosis®; b)
os pacientes apresentarem grandes quantidades
de IgG2, imunoglobulina ndo precipitante,
contribuindo assim, para a liberagao de resultado
falso negativo®; c¢) os pacientes apresentarem
niveis de anticorpos circulantes abaixo do limite de
detecgdo da reagdo de imunodifusdo dupla em gel
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de agarose™; e d) os pacientes terem sido infectados
por um isolado que ndo expresse e secrete
quantidades suficientes da glicoproteina de 43 kDa
(gp43), considerada o antigeno imunodominante
de P, brasiliensis™.

Por outro lado, merece especial atengdo os
77 pacientes classificados neste estudo como casos
novos, que apresentaram reatividade sorologica
para P. brasiliensis pela primeira vez no ano de
2016, resultando numa incidéncia de 5,37/100.000
habitantes/ano. Martinez em 2015* observou
incidéncia estimada de 0,71 a 2,70/100.000
habitantes/ano em levantamento bibliografico
de estudos nas regides sul e sudeste do Brasil. A
revisdo realizada avaliou artigos cientificos de
casos comprovados de PCM, porém o mesmo
autor, ao revisar estudos soroepidemioldgicos,
descreve somente avaliacoes em doadores de
sangue e populagdo indigena, que apresenta baixa
taxa de reatividade, dificultando sua comparagio
com o presente trabalho e enfatizando a escassa
bibliografia disponivel na drea epidemioldgica
da doenga. A detecgdo de anticorpos circulantes
anti-P. brasiliensis em pacientes sem historico
sorolégico indica fortemente que a doenga ¢é
endémica no estado de Sao Paulo e que P, brasiliensis
ainda infecta individuos susceptiveis. Importante
salientar que do ponto de vista de Saude Publica,
esta micose representa um importante problema,
pelo seu alto potencial incapacitante e pelo nimero
de mortes prematuras que provoca, quando nao
diagnosticada e tratada precocemente®>*.

E importante citar que mais 273 pacientes
também apresentaram historico sorologico em
nosso banco de dados. Apesar da auséncia de
reatividade como resultado do exame, tais pacientes
foram reagentes ha alguns anos, ressaltando a
importincia do acompanhamento soroldgico
durante o tratamento realizado pelo paciente.
Além disso, o histérico mantido no Laboratério
permite ajudar os Programas de Vigilancia,
Manuais e Consenso em Paracoccidioidomicose
que sao publicados e atualizados sempre, visando:
a) capacitar médicos, enfermeiros e laboratoristas
para atender o Programa de Paracoccidioidomicose
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no que se refere a tratamento e diagnodstico
dos pacientes acometidos por este agravo; b)
diagnosticar precocemente os pacientes acometidos
com paracoccidioidomicose; ¢) disponibilizar e
uniformizar o diagnéstico laboratorial (micologico
e sorolégico); d) disponibilizar anti-fungicos de
1* e 2° linhas; e) promover a¢des de capacitaciao
permanente de recursos humanos, diagndstico
clinico/epidemiolégico e laboratorial, tratamento
e monitoramento dos pacientes e avaliacdo
do programa; f) determinar a real magnitude/
prevaléncia da doenga; g) caracterizar as formas
clinicas; h) avaliar a distribuicdo geografica; i)
estimar os indices de letalidade e mortalidade e
j) apoiar e promover o desenvolvimento técnico-
cientifico.

Vale salientar também que os resultados
obtidos sobre a taxa de reatividade das amostras
de soro nido representam exatamente a taxa
de reatividade do estado de Sao Paulo, pois os
diagndsticos micoldgico, imunoldgico e patologico
de inumeros individuos com suspeita clinica de
PCM e/ou com a doen¢a em atividade e/ou em
acompanhamento, sdo absorvidos por outros
servicos, especialmente aqueles vinculados as
Universidades Estaduais e Hospitais Escola
(Hospital das Clinicas) como no caso das cidades
de Botucatu, Campinas, Ribeirdo Preto ou ainda
Clinicas Odontoldgicas ligadas as Universidades
Estaduais com curso de odontologia como no caso
das cidades de Araraquara, Bauru, Campinas e
Ribeirao Preto.

Ao se avaliar a distribuicdo dos pacientes
com suspeita clinica da doenga nos diferentes
municipios do estado de Sao Paulo, observou-se que
esta se da de forma heterogénea. Diversos estudos
epidemiologicos sugerem que diferentes fatores, nas
diferentes regides, para cada fungo em particular
(temperatura, salinidade, presenca de substratos
organicos, altitude, pluviosidade, umidade, clima,
tipo de vegetagdo, etc) podem ser determinantes
para a permanéncia ou manuten¢do transitoria
ou definitiva dos mesmos, caracterizando suas
reservareas'>*¥.

Assim, a a¢do conjunta dos hospitais,
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Centro de Vigilancia Epidemioldgica e Instituto
Adolfo Lutz como Laboratério de Referéncia
Estadual, no Programa de Controle e Vigilancia
da Paracoccidioidomicose, contribuira
significativamente para a melhor compreensio e/
ou conhecimento da doenga no dmbito estadual. O
conjunto de informagdes revela claramente que os
pacientesinfectadosnecessitam de suportelaboratorial
e acompanhamento soroldgico, reforcando ainda, a
importéncia da manutengao constante da vigilancia
epidemiolégica da doenga.

Agradecemos o suporte financeiro do Instituto
Adolfo Lutz. Camila Mika Kamikawa e Karolina Rosa
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ABSTRACT

NASA’s Earth Observing Satellites (EOS) were used to calculate three vegetation indices,
extract precipitation and elevation data, and then evaluate their applicability for assessing
risk of visceral leishmaniasis (VL) and cutaneous leishmaniasis (CL) in Bahia State, Brazil.
Regression models showed that either form of leishmaniasis can be predicted by NDVI,
NDMI, NDWI data products and TRMM) precipitation data (R>= 0.370; p<0.001). Elevation
was not significantly associated with the distribution of either VL or CL. In areas of high
annual precipitation, CL was 3.6 times more likely to occur than VL. For vegetative moisture
(NDMI), CL was 2.11 times more likely to occur than VL. Odds of CL occurrence increased
to 5.5 times when vegetation (NDVI) and 13.5 times when liquid water content of vegetation
canopies (NDWI) was considered. Areas at risk of CL and VL were mapped based on the
selected explanatory variables. Accuracy of models were assessed using area under the receiver
operating characteristic curve (AUC=0.72). We propose that statewide scale risk models based
on use of EOS products will be a useful tool at 1 km? spatial resolution to enable health workers
to identify and target high risk areas to prevent transmission of leishmaniasis.

Keywords. earth observing satellites, leishmaniasis, vegetation index, risk assessment.
RESUMO

Os satélites de observagdo da Terra (SOT) da NASA foram usados para calcular trés indices de
vegetacdo, extrair dados de precipitagio e elevacdo e avaliar sua aplicabilidade para identificar o risco
para leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT) no Estado da Bahia, Brasil. Modelos
de regressdo mostraram que ambas as formas de leishmaniose podem ser preditas pelos NDVI,
NDMI, NDWI e precipitagio TRMM (R? = 0,370; p<0,001). A elevagdo nao foi significativamente
associada a distribuicdo de LV ou LT. Em dreas de alta precipitagdo anual, a LT foi 3,6 vezes mais
provavel de ocorrer do que a LV. Para a umidade vegetativa (NDMI), a LT apresentou 2,11 maior
probabilidade de ocorrer do que a LV. As chances de ocorréncia de LT aumentaram para 5,5 vezes
em relagdo com a vegetagdo (NDVI) e 13,5 vezes quando o contetido de agua liquida dos dosséis
da vegetagio (NDWI) foi considerado. Areas em risco de LT e LV foram mapeadas com base nas
variaveis explicativas selecionadas. A precisdo dos modelos foi avaliada usando a area sob curva
caracteristica de operagdo do receptor (Curva COR=0,72). Propusemos que os modelos de risco em
escala estadual baseados no uso de produtos SOT sdo uma ferramenta 1til na resolu¢do espacial
de 1 km? por permitir que profissionais de saude identifiquem e direcionem dareas de alto risco para
evitar a transmissao da leishmaniose.

Palavras-chave. Satélites de observagdo da Terra, leishmanioses, indices de vegetacao, avaliado de risco.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2018;77:€1775 .



Rodgers MSM, Bavia ME, Eichold II B, Shipman C, Owen N, Winstanley H et al. Environmental risk factors of leishmaniasis in Bahia State,
Brazil using NASA Earth observation satellites. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2018;77:e1775.

The use of satellite remote sensing technology
has shown promise for assessing the risk of vector-
borne diseases at multiple spatial scales. Although
remote sensing products do not identify the vectors
themselves, they can be used to characterize the
environment in which the vectors thrive. Earth
observing satellite measurements of environmental
conditions have distinct advantages over ground
measurements because they can be collected
repeatedly, automatically, and they are considerably
faster to obtain over broad synoptic coverage areas.
For the present study, NASA satellite data were used
to generate three different vegetation indices and to
extract precipitation and elevation information that
was then correlated with incidence of leishmaniasis
in Bahia State, Brazil.

In Latin America, the risk of cutaneous
leishmaniasis (CL) or visceral leishmaniasis (VL)
has been associated with proximity to woodlands,
elevation, and temperature’. Annual rainfall is an
important predictive variable for the prevalence
and annual incidence of VL* the distribution of the
vector, and presence of reservoir hosts by affecting
the vegetation, the diurnal temperature range, and
the relative humidity of a given area.

NASA EOS provides a potentially useful tool
to identify favorable environmental conditions for
the transmission of leishmaniasis in Bahia, Brazil®.
The capability of identifying and monitoring risk
areas using remote sensing allows for the efficient
use of available resources to prevent leishmaniasis
transmission by providing fast and affordable
identification of areas in need of targeted control
practices. The objective of this study was to investigate
the usefulness of data products from NASA Earth
Observing Systems (EOS) and their applicability in
surveillance and response systems for leishmaniasis
in Bahia, Brazil.

Study Area

Bahia state occupies an area of 567,295 Km?
on the northeastern Atlantic coast of Brazil with a
tropical, semi-arid climate and average temperatures
between 19.2 to 26.6 °C. Bahia is composed of 417
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municipalities and has a population of 14.5 million®.
The study period for this project included data collected
at five-year intervals, 2001, 2006, and 2011. All twelve
months were included in each study year so that wet
and dry season patterns could be analyzed. The five-year
intervals within the study period were chosen, rather
than each year, so that any climatic/environmental effects
could be analyzed over the past decade.

Data Acquisition

Leishmaniasis data was provided by the Bahia State
Secretary of Health and Surveillance (SESAB) (Secretaria
de Saide do Estado de Bahia, 2012). It included VL
and CL cases per municipality per month for the study
period. Data products from the MODIS sensor were
downloaded from the USGS Global Visualization Viewer
(Glovis http://glovis.usgs.gov/). The temporal resolution
of the product was 8-days and the spatial resolution
of the imagery was 250 meters’. The Tropical Rainfall
Measuring Mission (TRMM) product used for this study
was obtained through the NASA Goddard Space Flight
Center’s release Giovanni (TRMM Online Visualization
and Analysis System - TOVAS) (http://disc.sci.gsfc.nasa.
gov/gesNews/version_7_tmpa-rt). This product uses a
combination of the monthly multi-satellite product and
rain gauge data to estimate monthly rainfall (Huffman,
2007; Liu et al., 2012). Shuttle Radar Topography Mission
(SRTM) data were downloaded from the DIVA-GIS web
site as a digital elevation model product for Brazil (http://
www.diva-gis.org).

Data Processing
After imagery processing, three environmental
vegetation indices were calculated as follows (Figure 1):

Disease
data
(SVS)

Q

Statistical ‘ Prediction » RISK AREA
Analysis Models IDENTIFICATION

Figure 1. Schematic of Data Processing and Analysis. Areas at risk of

CL and VL were mapped using the probability of having either CL or
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VL, considering elevation (SRTM), precipitation (TRMM), moisture
(NDMI), vegetation (NDVT) and water content of vegetation (NDWT).
The multiple stepwise regression model developed showed that the
occurrence of both VL and CL was influenced by NDMI, NDVI,
NDWT and precipitation (R*= 0.370; p<0.001). The accuracy of VL and
CL prediction models were assessed using the area under the receiver

operating characteristic curve (AUC=0.72)

1) Normalized Difference Vegetation Index
(NDVI): using the near infrared band (0.86um) and
the visible red band (0.66pm) to determine changes
in greenness on the earths surface based on the
density of green chlorophyll in vegetation®.

2) Normalized Difference Moisture Index
(NDMI): a moisture index that measures the amount
of moisture by sensing characteristic differences
between the very reflective near infrared band
(0.86um) and the water absorbed short-wavelength
infrared band (1.64pm). This index highlights areas
of healthy green vegetation with high moisture
content and disturbed areas of vegetation with low
moisture content using values also ranging from +1
and -17%,

3) The Normalized Difference Water Index
(NDWI) detects liquid water content in vegetation.
Using the near-infrared band (0.86um) and a
particular short-wave infrared band (1.24pm),
NDWI measures vegetative liquid water in the
canopy’.

TRMM accumulated rainfall totals were
derived for each month during the years 2001, 2006,
and 2011, for the area encompassing the state of
Bahia. The data were interpolated using an ordinary
exponential kriging technique in ArcGIS 10.1 to
create a raster file displaying the rainfall distribution
across the study area.

Data Analysis

Pearson’s correlation and logistic regression
were used to analyze the variables that most
influenced the occurrence of VL and CL in the state.
Analysis of variance (ANOVA) was used to identify
significant differences over time. The probability of
occurrence of VL and CL was calculated, and the
accuracy of the prediction model was assessed using
the area under the receiver operating characteristic
curve (ROC). Statistical analyses were performed

using SPSS® version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, 2009)
and SAS® version 9.1.3 (SAS Institute Inc., Cary,
2004).

In the years 2001, 2006 and 2011, SESAB
recorded a total of 12,456 cases of leishmaniasis of
which 10,782 were for CL of this disease and 1,674
were for VL. VL was reported in approximately
59% of the municipalities in Bahia State, while
CL was present in approximately 70% of the
municipalities. VL was concentrated in the north
and central region of the state while CL was mainly
concentrated along the coast and only sparsely
occurred in the southern part of the state (Figure 2).

Figure 2. Maps represent annual averages for vegetation indices
(NDMI, NDVI and NDWI), annual precipitation derived from
TRMM, and cutaneous and visceral leishmaniasis case incidence from
417 municipalities in Bahia state. The maps show areas ranging from
highest to lowest values of vegetation indices derived from MODIS
imagery. Each map represents an annual composite for moisture
content, vegetation abundance and water content of vegetation in
Bahia State and disease incidence data for visceral leishmaniasis
(VL) (black circles) or cutaneous leishmaniasis (CL) (red circles).
The annual precipitation map was derived from TRMM. A risk map
of CL and VL in Bahia state was later calculated by the probability of
incidence of CL or VL based on significantly associated environmental

features using Maxent software

A significant difference between the number of
cases reported each year was observed (p=0.0201). It
was also observed a peak in the number of cases of
both CL and VL in January, February and March in
all three years studied (p=0. 0158).
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The mean NDMI was 0.084 (SEM+0.004).
The mean NDVI was 0.561 (SEM+0.004) and the
NDWI mean of -0.064 (SEM+0.001). No significant
oscillation between months, years and mean values
of the three indices was observed, which suggests
the potential of some transmission throughout the
year.

Pearson’s correlation indicated that both
forms of disease increased when NDMI (r=0.23;
p<0.001), NDVI (r=0.17; p<0.001), NDWI
(r=0.25; p<0.001), and precipitation (r=0.21;
p<0.001) were greatest. June and December were
the wettest months in all three years studied,
with the highest precipitation observed between
200 and 276 mm/month (p<0.05). An inverse
relationship of elevation and VL and CL cases
was observed, with leishmaniasis decreasing as
elevation increased.

The multiple stepwise regression model
developed showed that the occurrence of both VL
and CL was influenced by NDMI, NDVI, NDWI
and precipitation (R*=0.370; p<0.001). In areas with
high precipitation, CL was 3.6 times more likely
to occur than VL. When considering vegetative
moisture (NDMI), CL was 2.11 times more likely
to occur than VL. The odds of CL occurrence
increased 5.5 times when vegetation (NDVI) and
increased 13.5 times as compared to VL when liquid
water content of vegetation canopies (NDWI) was
considered.

Areas at risk of CL and VL were mapped
using the probability of having either CL or
VL, considering elevation, precipitation,
moisture (NDMI), vegetation (NDVI) and
water content of vegetation (NDWI) (Figure
2). It was observed that for CL, coastal areas
are at higher risk, but there was also high risk
at a specific area on the northwest region of
the state. For VL, areas at higher risk included
the north and southwest regions of the state.
Although specific areas for occurrence of one
or the other form of the disease were identified,
both forms of leishmaniasis can overlap, and,
even within a municipality, the risk levels may
differ. The accuracy of VL and CL prediction
models were assessed using the area under
the receiver operating characteristic curve
(AUC=0.72).
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Bahia State is affected by both the cutaneous
and visceral forms of leishmaniasis (Figure 2).
Cutaneous leishmaniasis is widespread in Bahia
with existence of foci of infection in all geographic
regions (SUVISA, 2013). For VL, areas of occurrence
in Bahia are expanding, especially in the semi-arid
areas of the north and west regions of the state.
Occurrence of VL in these areas has been associated
with the implementation of agricultural projects'.
Increasing incidence in municipalities in the east
region of the state, especially north of the state capital
Salvador, has been attributed to a progressive increase
in human population density. Bahia State had more
municipalities with reported cases of CL than VL
and an increase of both forms of the disease in the
state has been observed, especially towards the west
region; this has been proposed to be a consequence
of environmental changes associated with the
development of soybean and rice production™.

The climate in Bahia state is tropical with
stable and elevated temperatures throughout the
year and two distinct wet seasons. A tropical climate
is predominant in the coastal areas, while in the
interior areas, which occupy most of the land area,
the climate is predominantly semi-arid. The wet
season for the coastal area is from April to July, but
rainfall is observed throughout the year. In the semi-
arid region, the annual rainfall never exceeds 24 mm
and the dry season is from April to October. In the
semi-arid northeast region, where most records of
both CL and VL are reported, dry and rainy seasons
are clearly defined and there is evidence that vector
density is low during the dry season and increases
after the end of the rainy season (December—April),
reaching its highest density level around May. These
observations support reports of peak numbers
of Leishmaniasis cases in the months of January,
February and March when an increase in vector
density favors transmission'’.

NDMI - The NDMI gives an indication of the
wetness of the land surface. It detects the different
content of humidity from the landscape elements,
especially soil, rocks and vegetation. This index is
also a good indicator of dryness’. High NDMI values
indicate the existence of greater soil surface moisture
and low values indicate low soil surface moisture
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content. The mean NDMI observed in the present
study indicates dry soils are prevalent in areas in the
interior classified as a semi-arid environment. By
contrast, high moisture is observed throughout the
coast where a tropical climate predominates. NDMI
has been proven reliable in measuring moisture
from soil, vegetation and even predicting surface
temperatures. Soil moisture plays a significant role
in leishmaniasis incidence'>. Vegetated areas have
a greater abundance of sand flies than exclusively
urban environments®. The impact of moisture and
small water bodies as a source of moisture in the
environment on the occurrence of VL indicates that
NDMI is useful for identifying areas that provide
suitable conditions for vector development'2.

NDVI - NDVI has been widely used for
environmental studies on parasites as a remote
sensing surrogate of precipitation and surface
hydrologic regime Areas of recent interaction
between population growth and NDVIin urban areas
have been shown to be risk factors for VL in Piaui
State, Brazil, and demonstrated the impact of recent,
rapid occupation of periurban areas on risk of VL.
Population growth in an area thatis already urbanized
has a much smaller impact on VL incidence than the
same level of growth in an area with heavy vegetation
cover; NDVI can thus be a useful tool in identifying
pockets of dense or scarce vegetation coverage.
Vegetation in endemic areas provide shelter sites for
sand flies as well carbohydrates, which is the main
energy source for sand flies.

NDWI - NDWI values exhibit a quicker
response to drought conditions than NDVI®. This
index was associated with increased probability
of having VL or CL in the state. Although little
utilized thus far in studying diseases, NDWI can be
a useful tool in the public health sphere by either
identifying water bodies or a considerable quantity
of water in vegetation and isolated water bodies".
Since NDWI is also a good indicator for drought,
it is important to note that droughts have been
shown to favor the development of epidemics in
Latin American countries. Prolonged droughts in
semi-arid north-eastern Brazil have provoked rural-
urban migration of subsistence farmers, and a re-
emergence of VL. Such outbreaks could be the result
of human migration due to drought, environmental
degradation or economic reasons and may lead to

the spread of diseases in unexpected ways, and new
breeding sites for vectors. The vector of VL in Bahia,
Lu. longipalpis, has been often found inside residences
during drought periods’. Prolonged drought periods
can impact vector density and contribute to a
gradual increase in the potential risk of some related
epidemiologic factors, such as waning population
immunity and increase in the susceptible population
in the endemic areas'. According to Wilson and
Sader'®, NDWIand NDMI are theoretically similar to
each other for detection of spatial variation of surface
wetness. However, NDWI performed better than
other indices in identifying wetland surface water in
Bihar, India and detected more pixels with water and
water features in the Sahara-Sahel transition zone”.
TRMM Precipitation - Precipitation is an
important risk factor for CL and VL, and each form
of disease, and their respective vectors, have unique
environmental suitability requirements related to
moisture. Precipitation plays an indirect role in the
incidence of leishmaniasis by providing a suitable
habitat for vector development in terms of humidity.
SRTM - Topographic influences, especially
in landscapes where major altitude relief occurs, is
of particular importance in predicting disease risk.
Elevation by itself may not represent a crucial factor
in the incidence of leishmaniasis but may influence
other factors such as distance to water bodies, low
vegetation, soil rich in organic matter, which are basic
requirements for development and maintenance
of the sand fly vectors. Bhunia et al*> observed that
altitude had a relatively strong influence on the
distribution of Phlebotomus vectors in India where
Kala-azar incidence is concentrated at low altitudes
with fewer cases in the highlands. These results
indicate that a higher incidence should be expected
at low elevation as was found to be the case in Bahia
State. The results of the current study in Bahia State
agreed with studies by Bavia’ in which an inverse
relationship between leishmaniasis and altitude was
observed. Elnaiem et al”’, observed that although
the elevation did not correlate with VL incidence
in Sudan in their preliminary analysis, it appeared
as an important variable when used in multivariate
analysis indicating that in the final analysis, elevation
integrates the effects of many other factors, including
distance from rivers. Such results are in agreement
with other authors regarding the requirements and
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environmental preferences of vectors of Leishmania
parasites. However, it is necessary to take into
consideration the differences between different
geographic areas as well as sand fly species.

The present study indicated that risk models
based on use of environmental data generated from
NASA EOS can be used to identify and specifically
targetinterventionsinareasforcontrolof transmission
of leishmaniasis. Knowledge of the timing of the
transmission cycle and associated environmental
features is important so that intervention measures,
such as insecticide spraying, can be directed to areas
at risk. The cutaneous form of leishmaniasis was
more sensitive to environmental factors and NDWI
was the index that best depicted occurrence of both
forms of leishmaniasis in Bahia. NASA EOS data
products can be an effective tool in identifying the
environmental features that influence CL and VL
distribution and abundance in Bahia State, Brazil as
part of operational surveillance and response systems
for control and elimination of neglected tropical
diseases. Results of comparisons of classical NDVI
measurements calculated by NIR and red wavelengths
of the electromagnetic spectrum with more recent
NDMI and NDWT indices calculated from the NIR
and SWIR wavelengths, suggest further studies are
needed to better define the usefulness of NDMI and
NDWTI as compared to NDVI on suitability of the
environment for leishmania and other vector-borne
diseases.

The authors acknowledge the NASA DEVELOP
Program for supporting this project and providing
scientific consultancy under contract NNL11AA00B.
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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa, agente patogénico oportunista, é frequentemente encontrado em aguas
minerais e pode causar infec¢des em individuos imunocomprometidos. Neste estudo foi avaliada
a sobrevivéncia e/ou a multiplicagdo de P, aeruginosa em amostras de 4gua mineral em embalagens
plasticas de 1,5 L e 20 L, experimentalmente contaminadas, armazenadas a 35 + 1°C, 4 + 2°C e em
temperatura ambiente (20-25°C), durante o periodo de validade do produto. Nas amostras de dgua
mineral em garrafa plastica de 1,5 L, armazenadas a 35 + 1°C e 4 + 2°C, a populagédo de P. aeruginosa
manteve-se viavel durante 370 e 100 dias, respectivamente. O maior aumento da populagio bacteriana
ocorreu nas amostras de agua mineral em galdo de 20 L, armazenadas entre 20 a 25°C, que passou
de 3,8 para 6,6 log,, UFC/mL em um periodo de sete dias. Portanto, os galdes de 20 L merecem
atencdo especial, pois além de serem retornaveis, normalmente sio armazenados a temperatura
ambiente. Os resultados reforcam a necessidade das empresas de dguas minerais implantarem e
implementarem as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) e o sistema Analise de Perigo e Pontos Criticos
de Controle (APPCC) para eliminar ou minimizar os riscos do consumo deste produto.

Palavras-chave. Pseudomonas aeruginosa, agua mineral, sobrevivéncia, qualidade da agua.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa, an opportunistic pathogen, is often found in bottled waters and capable of
infecting the immunocompromised patients. The present study aimed at evaluating the survival and/
or the growth of P, aeruginosa strain in 1,5 L and 20 L bottled mineral water samples experimentally
contaminated, stored at 35 £ 1°C, 4 + 2°C, and at room temperature (from 20 to 25°C) during the
product shelf-life period. In the mineral water samples contained in 1.5 L bottles, stored at 35 £ 1°C
and 4 + 2°C, P, aeruginosa remained viable for 370 and 100 days, respectively. The major increase in
the bacterial population occurred in mineral water samples in 20 L bottles stored at 20 to 25°C, being
from 3.8 to 6.6 log10 CFU/mL, in a period of seven days. Therefore, the 20 L bottles deserve a special
attention because, in addition of being returnable, they are usually stored at room temperature. The
results reinforce the need of the mineral water companies in implementing the Good Manufacturing
Practice (GMP) and the HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point) to eliminate and to
minimize the risks of consuming the contaminated product.

Keywords. Pseudomonas aeruginosa, mineral water, survival, water quality.
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O aumento consideravel no consumo de agua
engarrafada tem sido observado mundialmente,
devido a percep¢do do consumidor em relagdo
ao produto como uma alternativa saudavel a agua
de abastecimento publico'. Neste cenario, o Brasil
destaca-se como o quarto maior produtor de agua
engarrafada, segundo a Associa¢do Brasileira da
Industria de Agua Mineral (ABINAM)?.

Entretanto, a 4gua mineral ndo ¢ um produto
estéril e pode apresentar micro-organismos
autoctones como Pseudomonas aeruginosa e
os organismos aldctones, nao provenientes da
fonte que podem aparecer nas etapas de pré-
engarrafamento e processamento’. Durante as etapas
de processamento, o numero de bactérias pode
aumentar de 10° para 10° UFC/mL*?, provavelmente
devido ao aumento do nivel de oxigénio® ou pelo
contato com compostos orginicos que podem
estar presentes em tubulagdes, reservatdrios ou nas
embalagens e tampas®.

A presenga de P aeruginosa em aguas
minerais ja foi relatada em vérios paises, incluindo
o Brasil”*, indicando que a fonte esta poluida por
material organico ou que o produto foi contaminado
durante o processo de engarrafamento®.

O consumo de aguas minerais contaminadas
com P aeruginosa pode representar um risco
potencial para individuos imunocomprometidos'®
devido a caracteristica oportunista deste micro-
organismo e sua capacidade em desenvolver
multirresisténcia a agentes antimicrobianos'. Este
micro-organismo ¢ uma das principais causas de
infec¢Oes hospitalares com alta taxa de mortalidade',
podendo causar infec¢do do trato urinario, infecgdo
do sistema respiratorio, dermatites, infeccdo de
tecidos moles, bacteremia e uma variedade de
infec¢des sistémicas, particularmente em pacientes
queimados e imunocomprometidos'. P. aeruginosa
possui a capacidade de formar biofilmes que
representam sérios problemas para as empresas
de dgua mineral e, principalmente, em ambientes
hospitalares®®. Além disso, podem sobreviver e se
multiplicar em condi¢des adversas como ambientes
com poucos nutrientes'> > 2!,

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
sobrevivéncia e/ou multiplicagdo de P. aeruginosa
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em amostras de dgua mineral em embalagens de
1,5 L e 20 L, experimentalmente contaminadas e
armazenadas a 4 + 2°C, 35 + 1°C e em temperatura
ambiente (20 a 25°C), durante o periodo de validade
do produto.

Cepa

A cepa de P aeruginosa utilizada no
experimento foi isolada de uma amostra de agua
mineral analisada pelo Nucleo de Microbiologia,
do Instituto Adolfo Lutz Central e mantida em agar
gelose conservagdo a temperatura ambiente até o
momento da realiza¢ao dos experimentos.

Amostras

Os experimentos foram realizados em
nove amostras de agua mineral acondicionadas
em embalagem original, sendo seis amostras em
embalagem de 1,5 L em garrafas de polietileno
tereftalato (PET), com prazo de validade de
12 meses, e trés em galdes de 20 L de cloreto de
polivinila (PVC), com validade de trés meses.
As amostras foram adquiridas no comércio da
cidade de Sao Paulo e eram todas do mesmo lote de
acordo com a embalagem.

Preparagao do indculo

Oindculo foi preparado deacordo com Legnani
et al’, com modificagdes. A cepa de P. aeruginosa
foi reativada em caldo BHI (Brain Heart Infusion
Broth) e incubada a 35 + 1°C por 24 h. Em seguida
uma aliquota de 0,1 mL desta cultura foi transferida
para 3 mL de solugao tampao fosfato estéril (pH 7,2),
homogeneizada e centrifugada a 1166 g (5000 rpm)
por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e
ao precipitado foram adicionados 3 mL de solucio
tampao fosfato, sendo este o inoculo inicial (10°)
utilizado para contamina¢ao das amostras de agua
mineral de 1,5 L.

Para as amostras de agua mineral em galdes
de 20 L, realizou-se o mesmo procedimento descrito
acima, utilizando-se uma aliquota de 0,4 mL da
cultura em 12 mL de solu¢do tampio fosfato e
apos centrifugacdo e descarte do sobrenadante,
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adicionou-se 12 mL de solugdo tampao fosfato,
sendo este o inoculo inicial (10°).

A concentragdo final de micro-organismo
em cada amostra, apds a inoculagdo, foi de
aproximadamente 10° UFC/mL.

Contamina¢do Experimental

Antes das andlises microbioldgicas e
contamina¢do experimental, as embalagens
foram lavadas, externamente, com agua e sabao e
desinfetadas com solugéo de alcool 70%.

Em seis amostras de agua mineral de 1,5 L,
inoculou-se uma aliquota de 1 mL do indéculo
inicial, com auxilio de uma seringa estéril. O mesmo
procedimento foi realizado para as trés amostras de
agua mineral em galdes de 20 L, sendo que o volume
utilizado para contaminagéo foi de 10 mL.

Apods contaminagdo experimental de cada
amostra, procedia-se a homogeneizagdo, no
minimo 25 vezes, por inversdo. Trés amostras de
agua mineral de 1,5 L foram mantidas em estufa
bacterioldgica a 35 + 1°C, as outras trés amostras
em refrigerador a 4 + 2°C e as trés amostras de
agua mineral em galdes de 20 L foram mantidas a
temperatura ambiente (20 a 25°C).

Todos os experimentos foram realizados em
triplicata e os dados foram expressos com a média
da contagem microbiana dos mesmos.

Analises microbiolégicas

Aleatoriamente escolheu-se uma amostra
controle (nao contaminada experimentalmente),
do mesmo lote de cada embalagem, de 1,5 L e
20 L, para realizagdo das andlises microbioldgicas,
de acordo com os parametros estabelecidos
pela Resolucao RDC n° 275, de 22 de setembro
de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA)?%: coliformes totais, coliformes
termotolerantes®, enterococos*, clostridio sulfito
redutor® e P aeruginosa®®, além da contagem de
bactérias heterotroficas®.

Apdés a contaminagdo experimental, as
amostras de dgua mineral de 1,5 L eram analisadas
em intervalos de tempo pré-estabelecidos: 0 h,
3h, 6 h,24h, 48 h, 3 dias, 5 dias, 7 dias, 9 dias,
11 dias, 22 dias, 70 dias, 100 dias, 130 dias, 160 dias,
190 dias, 220 dias, 250 dias, 280 dias, 310 dias,
340 dias e 370 dias. As amostras em galdes de 20 L

eram analisadas nos seguintes intervalos de tempo:
0 h, 7 dias, 15 dias, 25 dias, 40 dias e 60 dias.
Aliquotas retiradas de cada amostra eram
submetidas a contagem de bactérias heterotrdficas.
Apds a contagem das placas, cinco colonias eram
isoladas em agar IAL (Instituto Adolfo Lutz)*®
e incubadas a 35 = 1°C por 24 h. As colonias
caracteristicas de P. aeruginosa eram isoladas em
tubos contendo agar nutriente e incubadas a 35 + 1°C
por 24 h para serem submetidas as seguintes provas
bioquimicas confirmatdrias: citrato de Simmons,
produgao do pigmento piocianina e oxidase.

Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura
foi realizada no Laboratério de Filmes Finos do
Instituto de Fisica da Universidade de Sao Paulo.
Apés o periodo de experimentagdo foram realizados
recortes, de aproximadamente 3 x4 mm, das garrafas
de 1,5 L e dos galdes de 20 L e esses fixados em
suportes metalicos (stubs) e posteriormente secos
em ambiente com silica-gel. Com o equipamento
de Sputtering, Sputter SCD 004, foi realizado um
revestimento com carbono e posteriormente com
ouro. As amostras foram analisadas e fotografadas
em Microscopio Eletronico de Varredura SEM
JEOL JSM - 6460LV.

As amostras de dgua mineral ndo
contaminadas experimentalmente (controle)
estavam em conformidade com a Resolugio RDC
n° 275/2005* (coliformes totais <1 UFC/mL,
coliformes termotolerantes <1 UFC/mL, enterococos
<1 UFC/mL, clostridio sulfito redutor <1 UFC/mL
e P aeruginosa <1 UFC/mL) e ndo apresentavam
bactérias heterotréficas (<1 UFC/mL).

O armazenamento da dgua mineral no
comércio e nos pontos de consumo ¢é realizado,
geralmente, em temperatura ambiente. No Brasil,
como o clima é tropical e variavel nas diferentes
regides, podendo apresentar temperaturas acima de
30°C, optou-se por submeter as amostras a incubagao
nas temperaturas de 35 + 1°C e de 20 a 25°C. Além
disso, pela possibilidade da d4gua mineral de 1,5 L
ser armazenada e comercializada sob refrigeragao,
realizou-se o experimento a 4 + 2°C.

3/8



Souza AP, Rowlands REG, Martins CG, Paula APR, Ristori CA. Sobrevivéncia e desenvolvimento de Pseudomonas aeruginosa em adgua mineral
experimentalmente contaminada. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2019;78:1777.

Os resultados do presente estudo mostram
que a temperatura de armazenamento do produto
¢ um fator relevante para a sobrevivéncia e
multiplicagao de P. aeruginosa.

A populagao inicial de P. aeruginosa foi de
3,5log , UFC/mL, no tempo 0 h apds contaminagao
experimental, nas amostras de agua mineral em
garrafas de 1,5 L armazenadas a 4 + 2°C. Nestas
amostras, até o 3° dia (72 horas) de armazenamento,
nao houve alteragdo significativa da populagdo que

variou de 3,4 a 3,6 log,  UFC/mL. A partir do 3°
dia de incubagio houve o declinio da populagao de
P aeruginosa, com redugdo acentuada entre o 3° e
22° dia (528 horas) de armazenamento. Entretanto,
observou-se que o micro-organismo, mesmo
estando sob condicoes desfavoraveis para o seu
desenvolvimento, se manteve viavel pelo periodo
de 100 dias (2400 horas) (Figura 1). Khan et al®
demonstraram que P. aeruginosa pode sobreviver
em agua destilada por até seis meses a 4°C.
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Figura 1. Perfil de desenvolvimento de P. aeruginosa em amostras de agua mineral de 1,5 L armazenadas em temperatura de

4 + 2 °C por 190 dias (4560 h)

Em relagdo as amostras de agua mineral
em garrafas de 1,5 L, armazenadas a 35 £ 1°C,
a populagdo inicial de P aeruginosa foi de
3,6 log, UFC/mL. Nas primeiras 24 h de
armazenamento houve um aumento da populagdo
(5,2 log,, UFC/mL) que atingiu a concentragio
microbiana maéaxima em 160 dias (3840 h)

(5,9 log,, UFC/mL). Apoés este periodo, iniciou-
se a redugdo da populagdo bacteriana que atingiu
4,6 log, . UFC/mL em um ano de armazenamento
(Figura 2). Resultados similares foram observados
por Legnani et al”® que detectaram populagao de
P. aeruginosa de 4,46 log A UFC/mL pelo mesmo
periodo de tempo.
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Figura 2. Perfil de desenvolvimento de P. aeruginosa em amostras de agua mineral de 1,5 L armazenadas em temperatura de

35+ 1 °C por 370 dias (8880 h)
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Nas amostras de agua mineral de 20 L,
mantidas a 20-25°C por 60 dias (1440 horas),
verificou-se a multiplicagdo do micro-organismo
nos primeiros dias de armazenamento. A populagdo
inicial de P. aeruginosa era de 3,8 log,, UFC/mL e,
nos sete primeiros dias de incubag¢do, aumentou
para 6,6 log ~UFC/mL. A partir do 40° dia
(960 horas), a populagdo se manteve estavel
(6,1 log,, UFC/mL) até o término do ensaio no
60° dia (Figura 3). Resultado similar foi relatado por
Leclerc e Moreau™ em que a populagdo bacteriana
maxima em amostras de agua mineral foi observada,
geralmente, quando estocadas a temperatura
ambiente (aproximadamente 20°C). Por outro
lado, em estudo realizado por Khaniki et al*’, o
maior aumento da populagdo de P. aeruginosa foi
verificado em amostras incubadas a 37°C.

Lewenza et al*® demonstraram que
P. aeruginosa pode sobreviver por longos periodos

na agua sem nutrientes por se adaptar a este
ambiente, reduzindo seu metabolismo, alterando
a permeabilidade e composicao da membrana,
diminuindo tamanho da célula e condensando
seu DNA.

Deve-se ressaltar que as amostras utilizadas
nos experimentos nao apresentaram micro-
organismos mesdfilos, o que pode ter facilitado o
desenvolvimento e sobrevivéncia de P. aeruginosa
nas aguas minerais. Tamagnini e Gonzales®
isolaram P. aeruginosa de dguas minerais em garrafas
plasticas, estocadas por 30 dias e observaram que
quando a microbiota natural nao era encontrada
havia uma elevada multiplica¢io da bactéria.
Os autores verificaram que o tempo de geragdo
do micro-organismo era de 26,1 h nas amostras
apresentando microbiota competidora e de 3,6 h na
auséncia de outras bactérias.
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Figura 3. Perfil de desenvolvimento de P, aeruginosa em amostras de dgua mineral de 20 L armazenadas em temperatura de 20 a

25 °C por 60 dias (1440 h)

A contaminagdo da agua mineral por
P. aeruginosa pode ocorrer na fonte ou devido
a falhas de higienizacdo e sanitizagao dos
equipamentos na linha de produciao ou das
embalagens retornaveis, e em fun¢do da presenca
de capsula polissacaridica, este micro-organismo
pode formar biofilmes em diferentes superficies.
A presenca de P. aeruginosa aderida a superficie

de embalagens de 20 L e 1,5 L pode ser observada
nas microfotografias realizadas em microscépio
de varredura eletronica (Figuras 4 e 5). Deve-
se ressaltar que os fragmentos obtidos das
garrafas de 1,5 L foram da parte inferior (fundo)
e superior e, dos galdes de 20 L foram retirados
da parte central, em que havia uma reentrancia
na embalagem.
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Figura 4. Microscopia eletrdnica de varredura (aumento 5.000X)
do fragmento de policloreto de vinila (PVC) extraido de um galdo
de 20 L de 4gua mineral, onde se observa a adesdo de P aeruginosa

Figura 5. Microscopia eletronica de varredura (aumento 2.500X)
do fragmento de polietileno tereftalato (PET) de uma garrafa de
1,5 L de agua mineral, onde se observa a adesao de P. aeruginosa

Pelo fato da P. aeruginosa ser um patégeno
oportunista, formar biofilme e sobreviver, por um
longo periodo, em condig¢des adversas, sua presenga
em aguas minerais pode representar um risco a
sadde publica, podendo causar varias infecgdes,
especialmente em imunodeprimidos. Medidas de
higiene e estocagem adequadas das embalagens sao
fundamentais para garantir a qualidade e inocuidade
do produto. Além disso, os fabricantes precisam
estar atentos ao prazo de validade existente para
galdes de 10 e 20 L**, evitando assim a utiliza¢do
de embalagens que possam ter ranhuras na parte
interna, facilitando a formagao de biofilmes®.
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Os resultados demonstraram que o
armazenamento da agua mineral sob refrigeracao
(4°C) contribui para a reducdo da popula¢io de
P aeruginosa, enquanto temperaturas mais elevadas
favorecem a multiplicagdio do micro-organismo e
sua sobrevivéncia por longos periodos. Nas amostras
armazenadasa 35 + 1°C P, aeruginosa se manteve viavel
por mais de um ano, demonstrando a capacidade de
adaptagdo dessa bactéria em ambientes com baixas
concentragdes de nutrientes. Os galoes de 4gua mineral
de 20 L merecem aten¢do especial, pois além de
serem retornaveis, sdo armazenados, geralmente, em
temperatura ambiente que pode favorecer o aumento
da populagao de P aeruginosa, como demonstrado
nesse estudo. Portanto, as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF) e a aplica¢ao do sistema APPCC (Analise de
Perigo e Pontos Criticos de Controle) devem ser
implantadas e implementadas pela industria de aguas
minerais para minimizar estes riscos.

Os autores agradecem Daniel C. Flores
(Departamento de Epidemiologia - Faculdade
de Saude Publica, Universidade Sdo Paulo) pela
colaboragdo na Microscopia Eletronica de Varredura.
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RESUMO

Originaria da América Tropical, provavelmente do Brasil, a Sicana odorifera Naudin (Cucurbitaceae)
¢ uma planta herbdcea anual, vigorosa, rasteira ou trepadeira, cujos frutos exalam um odor intenso
e agradavel quando maduros. O presente trabalho visou caracterizar os metabdlitos secundarios em
extratos obtidos das folhas, sementes, polpa e casca do fruto, e avaliar a atividade antioxidante do
fruto. Diferentes classes de metabdlitos secundérios foram identificadas nas analises qualitativas e
quantitativas, realizadas nos diferentes extratos obtidos. A atividade antioxidante do extrato aquoso
da polpa do fruto foi determinada pela habilidade de sequestrar o radical estvel 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH). Os carotenoides foram extraidos com acetona, separados com éter de petroleo
e quantificados em espectrofotdometro UV. A triagem fitoquimica dos extratos indicou a presenca
de compostos como agucares redutores, depsideos e depsidonas, esteroides e triterpenoides,
polissacarideos, proteinas e aminodcidos, saponinas, taninos, alcaloides e carotenoides, além
de atividade antioxidante na polpa do fruto. De acordo com os resultados obtidos constata-se
que S. odorifera possui propriedades de interesse farmacoldgico. O estudo serve como subsidio
preliminar sobre o conhecimento da composi¢do quimica e viabilidade de emprego dessa planta
para fins medicinais.

Palavras-chave. metabdlitos secundarios, atividade antioxidante, extratos bioativos, Sicana odorifera,
Cucurbitaceae.

ABSTRACT

Being native of Tropical America, probably from Brazil, the Sicana odorifera Naudin (Cucurbitaceae)
is an annual herbaceous plant, vigorous, creeping or climbing, whose fruits exude an intense and
pleasant odor when ripe. This study aimed at characterizing the secondary metabolites in the
extracts obtained from the leaves, seeds, pulp and fruit peel, and to evaluate the fruit antioxidant
activity. Different classes of secondary metabolites were identified by the qualitative and quantitative
analyzes in the varied extracts. The antioxidant activity of the aqueous extract from the fruit pulp
was determined by the ability to sequester the stable radical 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl (DPPH).
The carotenoids were extracted with acetone, separated with the petroleum ether, and quantified by
UV spectrophotometer. Phytochemical screening of extracts indicated the occurrence of compounds
as the reducing sugars, depsids and depsidones, steroids and triterpenoids, polysaccharides, proteins
and amino acids, saponins, tannins, alkaloids and carotenoids, besides the antioxidant activity in the
fruit pulp. According to the obtained results, S. odorifera possesses properties of pharmacological
interest. This study provides a preliminary subsidy on the knowledge concerning the chemical
composition and the feasibility of using this plant for medicinal purposes.

Keywords. secondary metabolites, antioxidant activity, bioactive extracts, Sicana odorifera,
Cucurbitaceae.
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O género Sicana compreende um grupo de
plantas nativas brasileiras da familia Cucurbitaceae
encontradas nas regides Nordeste e Sudeste,
e espalhadas pela América Central e do Sul,
encontrado a 0-1400 m acima do nivel do mar, do
México ao Brasil. Entre as espécies pertencentes
a este género, destacam-se a Sicana sphaerica e a
Sicana odorifera'.

Sicana odorifera é planta herbacea anual,
vigorosa, rasteira ou trepadeira, com ramos
quadrangulares, folhas grandes e tripartidas e
frutos cilindricos e alongados, com até 60 cm de
comprimento e 12 cm de diametro, com casca dura
e coloragao variando de laranja-avermelhada a roxa-
escura. A polpa é carnosa, amarelada, com sementes
achatadas castanho-escuros, com cerca de 1 cm*

Ha poucos estudos relacionados ao fruto, no
entanto ja foi relatado que o fruto crua vermelho
possui uma gama de nutrientes, carotenoides,
vitamina C, vitamina E, vitamina A, rico em
potassio, cobre, ferro e zinco. Uma por¢ao de 105 g
fornece cerca de 70 kcal com altas concentragdes
de proteinas’.

Compostos aromaticos livres e na forma
de glicoconjugados envolvidos na formagdo de
aroma foram isolados e caracterizados da polpa dos
frutos®. Jaramillo et al’, relatam também a presenca
de flavonoides e antocianinas com atividade
antioxidante na casca dos frutos. Na composi¢ido
quimica do fruto S. odorifera, foram identificados
37 compostos volateis na polpa, sendo 22 destes
compostos responsaveis pelo aroma do fruto*.
Nas sementes foram evidenciadas substancias
triterpénicas, flavonas e quercitina®.

Este fruto tem sido utilizado no Brasil para
diversos fins como a ornamentac¢ao e para a medicina
popular, na qual é utilizada no tratamento de diversos
sintomas e enfermidades, sendo subutilizado e de
menor expressao economica, mas de caracteristicas
aprecidveis’. Ha relatos da utilizagao de S. odorifera
na medicina popular como anti-hipertensivo,
anti-hemorragico, tratamento de problemas de
pele, anemia e refluxo gastroesofagico, desordem
menstrual, doencas do ttero, verminose e azia®.

Diante do exposto este estudo visou
caracterizar os metabdlitos secundarios de interesse
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farmacoldgico em extratos obtidos a partir de
folhas, sementes, polpa e casca do fruto, e avaliar a
capacidade antioxidante do fruto.

Obtengao de folhas e frutos de S. odorifera

As folhas e um total de nove frutos (Figura 1)
foram coletados em uma propriedade rural
localizada no municipio de Barra Mansa, R],
localizada entre as coordenadas: 22° 32" 39” sul,
longitude de 44°10°17” oeste ealtitude de 381 metros,
com aérea de 548,9 km®. A coleta ocorreu no més de
agosto de 2017. Os espécimes foram encaminhados
ao Laboratério de Botanica e Laboratério de
Analises Fisico-Quimicas e Bromatoldgicas do
Centro Universitario de Barra Mansa (UBM), onde
foram devidamente identificados, higienizados,
medidos, pesados e armazenadas até sua utilizagao.
Os frutos pesavam entre 1,295 kg a 3,140 kg,
medindo de 18 cm a 38 cm de comprimento com
28,5 cm a 32,5 cm de circunferéncia.

Figura 1. Flor (A), folhas (B) e frutos (C) de S. odorifera
(Fonte: Victor Maximiliano Reis Tebaldi)

Obtencao dos extratos etandlicos das folhas,
sementes e casca do fruto

O material vegetal foi fragmentado em
pequenos pedagos e desidratado em estufa a 40°C
por 72 horas. Em seguida, procedeu-se a trituragao
até a obteng¢do de um p¢ fino, que foi utilizado na
preparacao dos extratos etandlicos.
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Os extratos foram obtidos a partir de 50 g do
p6 de cada uma das partes utilizadas adicionado
de 500 mL de alcool etilico na concentragido 80%.
Em seguida foram levados ao banho-maria a 80°C
por 60 minutos. Apds, o material obtido foi filtrado
a vacuo em funil de Biichner com papel filtro
qualitativo com gramatura 80 g/m” e 12,5 cm de
diametro. O processo de extragao foi repetido por
trés vezes. Ao final das trés extracdes os residuos
foram levados para o evaporador rotatério a
temperatura de 40°C por aproximadamente 5 horas
até que todo o alcool fosse removido das amostras’.

Obtencao do extrato aquoso da polpa do fruto

Para elaboragdo do extrato aquoso, os frutos
foram descascados e tiveram sua polpa separada do
mesocarpo com auxilio de bisturi e suas sementes
foram removidas. A polpa foi comprimida com
auxilio deum pistilo em gral de porcelana eadicionada
de agua destilada na propor¢ao de 1:2 (p/v), quando
necessario. Ap6s a compressdo, foram utilizadas
gazes cirdrgicas para a filtragao simples, e em seguida
o material resultante foi centrifugado por 15 minutos
a 1200 x g. Para os testes foram usados os sedimentos
resultantes da centrifugacao®.

Prospec¢do fitoquimica dos constituintes de
S. odorifera

A triagem fitoquimica foi realizada por meio
de ensaios qualitativos padronizados para deteccido
dos seguintes compostos: agucares redutores,
polissacarideos, proteinas e aminoacidos, taninos,
catequinas, flavonoides, glicosideos cardiacos,
esteroides e triterpendides, depsideos e depsidonas,
cumarinas, saponina e alcaloides''.

A confirmagdo da presenca dos compostos
fitoquimicos investigados nos extratos etanoélico
e aquoso foi verificada por meio das seguintes
observagdes: saponinas pela formac¢do de espuma
abundante e estavel por mais de 30 minutos;
catequinas, com o surgimento de cor vermelha;
esteroides e triterpenoides com o surgimento de
sucessdo de cores, do azul evanescente seguido de
verde persistente por extracio com cloroférmio,
anidrido acético e dacido sulftrico; cumarinas
pelo desenvolvimento de fluorescéncia azul na
parte exposta da mancha em papel de filtro sob
luz ultravioleta; alcaloides, com aparecimento de

precipitado laranja avermelhado para o reativo
de Bouchardat e branco para o reativo de Mayer;
acucares redutores pela formagdo de um precipitado
vermelho tijolo; depsideos e depsidonas pelo
desenvolvimento de coloragdo verde, cinza ou azul;
glicosideos cardiacos pelo surgimento de coloragao
roxa intensa; polissacarideos pelo surgimento
de colora¢ao azul; proteinas e aminoacidos pelo
surgimento de coloragdo violeta persistente;
taninos pela mudanca de coloragdo ou formacao de
precipitado; e por fim flavonoides pelo surgimento
de coloragdo rdsea no precipitado.

Determinac¢ao de atividade antioxidante da polpa
do fruto

Preparagdo de extratos

Os extratos foram obtidos de acordo
com Torres” com modificacdes. Foi diluido
aproximadamente 1 g de amostra com etanol 70%
em baldo volumétrico (50 mL). Esta solucido foi
submetida a um agitador magnético a 25°C durante
1 h e depois filtrada a vacuo utilizando um funil de
Buchner de vidro de 250 mL com placa porosa (n° 3).

Método de captura do radical livre (DPPH)

A capacidade antioxidante foi determinada
de acordo com o método DPPH, descrito por
Rufino et al® que se baseia na quantificacao da
eliminacdo de radicais livres, com modifica¢des.
Foi preparada uma solugao de metanol contendo
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) 0,06 uM.
Depois se adicionou uma aliquota de 100 pL
de extrato de amostras a 3,9 mL desta solugao.
A absorbancia foi medida em espectrofotdometro
UV-visivel (NI 2000UV, Nova Instruments®) a
517 nm. A quantidade da capacidade antioxidante
foi expressa em pM de trolox equivalente por
100 g de amostra (base umida). A eliminagdo
de radicais livres (% SRL) de cada amostra foi
calculada de acordo com a Equagdo 1. Onde:
Ac e Aa sdo valores de absorbancia no controle
e na amostra, respectivamente. Toda a analise foi
realizada em triplicata.

(A —A,)x100

Ac

4

% SRL =

(Eq. 1)
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Determina¢ao de compostos fenolicos totais

O conteudo fendlico total foi avaliado
seguindo o método de Folin-Ciocalteu'.
Os resultados foram expressos em equivalentes
de acido galico (GAE, mg/ 100 g de massa fresca)
utilizando uma curva padrao de acido galico (0,05
a 1,2 mg/ mL). Todas as analises foram realizadas
em triplicata.

Determinac¢ao de antocianinas totais

Para a extracdo de pigmentos de
antocianina foi utilizada a solu¢do de etanol 95%
acidificada com HCI 1,5 M (85:15 v/ v), pH 1,0,
obtendo a solugdo de extragdo da metodologia
de Fuleki e Francis®. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro UV com comprimento de
onda igual a 520 nm. Todas as analises foram
realizadas em triplicata.

Determinacao de carotenoides

Pesou-se aproximadamente 0,5 g de
amostras previamente trituradas diretamente
em béquer (50 mL). O pigmento foi extraido
da amostra com acetona (10 mL) e celite (1 g)
utilizando almofariz e pistilo de porcelana e
tiltradas em funil com placa de vidro sinterizado
até que o residuo se apresentasse destituido de
cor (4 extragdes).

Em um funil de separagio contendo
aproximadamente 50 mL de éter de petrdleo, foi
adicionado o extrato de carotenoides (obtido da
extracdo), seguido de adicao cuidadosa de agua
destilada (aproximadamente 300 mL). Apds a
separacdo das fases, a fase aquosa, constituida de
agua e acetona, foi descartada. O procedimento foi
repetido até que todo o extrato fosse transferido
para o éter de petroleo.

Em seguida, a fase etérea foi lavada cinco
vezes com agua destilada paraaremogao completa
de acetona. Apos o descarte da agua da ultima
lavagem, o extrato etéreo foi recolhido num baldo
volumétrico fazendo-o passar por funil de vidro
contendo uma pequena por¢ido de sulfato de
sodio anidro (2 g) para remogao de eventual agua
residual e recolhido em um baldo volumétrico.
Apos o ajuste do volume, leitura da absorbancia
no comprimento de 450 nm espectrofotometro
UV-Visivel*®.
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Os frutos de S. odorifera evidenciaram
de maneira geral tamanho e peso considerdveis
(até 3,140 kg, 45 cm de comprimento e 32,5 cm de
circunferéncia), e abundancia de polpa e sementes
em seu interior.

Os metabdlitos secundarios encontrados nos
extratos de S. odorifera estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Triagem fitoquimica dos extratos etandlicos de
folhas, sementes e casca do fruto e extrato aquoso da polpa do
fruto de S. odorifera

Constituintes Partes testadas

quimicos

Casca
do fruto

Polpa do

Folhas Sementes
fruto

Acucares
Redutores * * * M
Catequinas - - - -
Depsidios e
Depsidonas
Cumarinas - - - -

Esteroides e
triterpenoides

Flavonoides = = = =

Glicosideos
cardiacos

Polissacarideos - = - +
Proteinas e
aminodcidos
Saponinas - = - +
Taninos - - + -
Alcaloides*
(RB) - + - .
(RM) - + - +

*Reativos Bouchardat (RB), Mayer (RM); (+) Resultado positivo; (-)
Resultado negativo

Dentre os compostos pesquisados foi
verificada uma maior quantidade de classes de
metabdlitos secundarios ocorrendo na polpa e casca
do fruto e menor quantidade nas folhas. As cascas e
folhas do fruto podem ser utilizadas como refresco,
antipirético, hemorragias uterinas e infecgoes
sexualmente transmissiveis (IST). Com o cha das
folhas e flores, o mesmo pode ser utilizado como
antiflatulento, combatendo também dispepsia e
espasmos causadores de dor. A infusdo das sementes
¢ utilizada no Brasil como febrifuga, emenagoga,
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vermifuga e anticonstipante, contudo, deve-se ter
atencao quanto a quantidade a ser ingerida, pois as
sementes e flores podem conter acido cianidrico. Ja
a polpa do fruto pode ser consumida tanto verde
quanto cozida como legumes e utilizada em sopas,
conservas, fatiada e descascada como o meldo,
além de poder ser utilizada na preparacgao de sucos,
compotas, geleias, e diversas outras opgoes'.

A presenca de agticares redutores foi verificada
nas folhas e polpa dos frutos. Os monossacarideos
sao conhecidos também como agucares redutores
(AR), pois em sua estrutura quimica possuem um
grupo de aldeido ou cetona que ficam livres em
soluc¢do aquosa e sdo capazes de reduzir o bromo
(Br,). Sendo assim, os monossacarideos sdo capazes
de oxidarem na presenga de agentes oxidantes em
solugdes alcalinas. Os frutos das cucurbitaceas sdo
ricos em agua, sendo os agucares um importante
fator de qualidade no meldo, na melancia e em
algumas espécies de abdbora e sdo, ainda, ricos em
carotenos (provitamina A), um antioxidante que
protege o organismo e previne o envelhecimento
precoce, especialmente quando os frutos sido de
polpa laranja e amarela'’.

O teste para depsideos e depsidonas
apresentou resultado positivo apenas para os
extratos da casca. Os depsideos e as depsidonas
sao substancias fenodlicas, obtidas a partir de
acetil-CoA. Essa via é responsavel por produzir o
acido hidroxibenzoico que, ao formar ésteres de
duas ou mais subunidades, origina os depsideos,
os precursores para a formacgdo de depsidonas'®.
Segundo Macedo et al', terapeuticamente esses
grupos tém sido reconhecidos por apresentarem
propriedades antioxidantes, antivirais, antitumorais,
analgésicas e antipiréticas.

O extrato da polpa do fruto apresentou
reacdo positiva para a presenca de esteroides
e triterpenoides. De acordo com Simdes e
Spintzer", os triterpenoides sao produtos
biossintéticos gerados a partir de unidades de
isopreno. Eles possuem uma atividade anti-
inflamatéria, entretanto o mecanismo nao é
bem descrito. Agem como secretoliticos, pois
promovem irritagdo na mucosa bronquica e
aumentam o volume de secre¢do, ajudando na
expectoragdo. Os esteroides sdo formados a partir
dos triterpenos por meio de descarboxilagdes,

dentre suas principais bioatividades esta a agdo
anti-inflamatoéria e analgésica.

A ocorréncia de flavonoides na casca do
fruto, embora relatada por Jaramilo et al’ nao foi
constatada sua presenca em nenhuma das partes
analisadas neste trabalho.

O ensaio para a presenca de polissacarideos
foi positivo na polpa do fruto. Os polissacarideos
sao polimeros de alto peso molecular, formados a
partir da polimerizacao de varios monossacarideos.
Nos vegetais sao encontrados na forma de amido,
celulose, goma, mucilagem e pectina. Vem
ganhando bastante atencdo nas ultimas décadas
devido a sua ac¢do antitumoral, imunoestimulante,
anticomplemento,anti-inflamatéria,anticoagulante,
antiviral, hipoglicémica e hipocolesterolemiante''.
Os resultados encontrados no presente trabalho
corroboram com os descritos por Kienteka!, que
relata a presenca de 64,4% de carboidratos presentes
na polpa. De acordo com a mesma autora, a polpa do
fruto de S. odorifera de casca vermelha apresentou
um elevado contetido de glucose (53,1%) o que pode
sugerir a presenc¢a de amido ou até mesmo celulose,
seguido de acidos uronicos (24,9%) e cerca de 8%
de manose e 8 % de galactose.

Por meio da triagem fitoquimica verificou-se
a presenga de proteinas e aminoacidos nos extratos
de folhas, sementes, polpa e casca dos frutos. Em
relagdo as proteinas, é sabido que as de origem
animal tém maior valor bioldgico em comparagao
com as proteinas vegetais. No entanto, populagdes
de baixo poder aquisitivo tém acesso limitado
a proteinas animais. Assim, a identificacdo de
espécies vegetais ricas em proteinas e incentivos de
cultivo e consumo destas espécies podem contribuir
para diminuir as deficiéncias nutricionais destas
populagdes e fornecer alternativas nutricionais para
a populagao em geral, especialmente aquelas com
héabitos e dietas alimentares diferenciados, como
vegetarianos e veganos®.

Os frutos revelaram a presenca de saponinas,
evidenciada pela formagdo de espuma persistente
por mais de 30 minutos. Esses compostos sdo
terpenos policiclicos ou glicosideos de esteroides
de alta massa molecular que possuem uma
parte hidrofilica (agtcares) e outra hidrofdbica
(triterpeno ou esteroide). Esse metabolito tem sido
usado com adjuvante farmacéutico em formulagdes,
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componentes ativos em fitoterapicos e como matéria
prima para a sintese de esteroides. Também possui
caracteristicas hipocolesterolemiante, atividade
anti-inflamatoria, antiviral e aumento na diurese?.

A presenca de taninos foi evidenciada somente
na casca do fruto. Os taninos sdo compostos
fendlicos que apresentam solubilidade em agua e
possuem habilidade de formar complexos insoltveis
em agua com proteinas, gelatinas e alcaloides®. Esses
metabdlitos sdo encontrados em diversos 6rgaos das
plantas, tais como: madeira, folha, fruto e casca. Sao
substancias soluveis em agua, em alcoois e acetona.
Estes tém fun¢ao de protegdo da planta®. O conteido
de compostos fendlicos pode variar nas diferentes
partes dos frutos, principalmente quando se
comparam a casca e a polpa. Normalmente na casca,
observa-se maior concentragao destes compostos*.

Aos taninos pode-se atribuir diversas
atividades como, antidiarreico e antisséptico,
antimicrobiano, antifingico, sdo hemostaticos
e podem servir como antidoto em casos de
intoxicagdes, além de auxiliar no processo de
cura de feridas, queimaduras e inflamagdes™.
Em excesso podem reduzir significativamente
a biodisponibilidade mineral e a digestibilidade
proteica da refei¢ao®.

A triagem fitoquimica apontou a presenca
de alcaloides nos frutos e sementes. Os alcaloides
possuem uma grande diversidade estrutural e isso
lhe concede uma ampla gama de agdes bioldgicas,
como: anticolinérgicos, amebicida, emético,
anti-hipertensivos, antimaldrico, antitumorais,
antitussigenos, hipnoanalgésico, depressor cardiaco,
estimulante do sistema nervoso central (SNC),
diuréticos,  miorrelaxante,  simpatomimético,
antiviral entre varios outros®. Os alcaloides, devido
a sua grande diversidade estrutural, apresentam
elevado numero de agdes farmacoldgicas, muitas
delas uteis para a terapéutica como: antimaldrica
(quinina), antigotosa (co6lquio), antitumoral
(vimblastina e vincristina), emética (emetina)
e sedativa da tosse (codeina e narceina). Na
agricultura sdo utilizadas certas agdes especificas
de alguns alcaloides, como por exemplo a nicotina
do tabaco para combater afidios, alguns alcaloides
de nucleo pirrazolidinico sdo usados na sintese
de feromoénios empregados no acasalamento de
insetos, ou a utiliza¢ao da colquicina em floricultura
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para obter plantas com flores dobradas, por efeito
de duplicagdo de cromossomas®.

Entende-se que a aplicagao dos métodos
qualitativos, como a prospec¢io fitoquimica
preliminar, é relevante por possibilitar screening
inicial de mais baixo custo?, especialmente quando
¢ ainda desconhecido o perfil fitoquimico de
espécies medicinais potenciais pouco estudadas
regionalmente e presentes em biomas de relevante
interesse para conservagdo da biodiversidade®.

As pesquisas contemporaneas tém discutido
amplamente a respeito da capacidade antioxidante
de frutos devido sua a¢ao no organismo humano. Na
Tabela 2 sao observados os valores encontrados de
atividade antioxidante, bem como de fitoquimicos
que nela influenciam.

Tabela 2. Carotenoides totais, compostos fendlicos e
capacidade antioxidante de S. odorifera (n=3)

Carotenoides totais (jg/g) 36.92+0,67
Fendlicos (ug de acido galico/g de amostra) ~ 691,41+4,60
Capacidade antioxidante (UM Eq. 1957.58+0,69
Trolox/g de amostra)
%SRL 78,131+4,42
Antocianinas totais (mg/100 g de amostra) 4,15+0,42

*Média + DP = intervalo confidvel para uma probabilidade estatistica
de 95%; Os resultados apresentados na tabela correspondem a b.u.
(base umida); Cada valor é apresentado como média + desvio padrao
(n = 3). SRL (Sequestro de Radicais Livres); Eq. (Equivalente); pg
(micrograma); pM (micromolar)

Os carotenoides sao um grupo de compostos
formados por diversas substiancias soluveis em
lipideos importantes para a saide humana. Apesar de
existirem centenas de carotenoides ja identificados,
aproximadamente 20 sao encontrados em quantidades
significativas no organismo humano. Os carotenoides
totais possuem fun¢ao de conferir cor aos vegetais, e
por isso tém sido utilizados pela industria alimenticia
para a elaboragdo de corantes naturais®.

Os  carotenoides  apresentam, ainda,
capacidade antioxidante, devido sua capacidade
de sequestrar moléculas reativas de oxigénio e
reagir com radicais livres. Esta capacidade tem sido
relacionada a prevengdo de varias doencas™.

Souzaetal’ quantificaram o teor de carotenoides
totais de aboboras (Cucurbita moschata) no Banco
Ativo de Germoplasma de Cucurbitaceas da Embrapa
Semiarido. Os resultados encontrados pelos autores
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variaram de 14,93 até 290,62 pg/g. Outros autores
relatam outras fontes além da familia Cucurbitaceae
que sao consideradas ricas em carotenoides totais,
como o mamao (24,67 pg/g) encontrado por Carvalho
et al”* e a goiaba (42,98 pg/g) encontrado por Melo
et al®’; resultados semelhantes aos encontrados no
presente trabalho (36.92 ug/g).

Em rela¢do aos compostos fenolicos, trata-se
de compostos provenientes do metabolismo
secundario dos vegetais e sua capacidade
antioxidante estd relacionada as suas propriedades
de 6xido-redugdo. Estas podem desempenhar um
papel fundamental na absor¢do e neutralizagdo
de radicais livres, quelando moléculas reativas de
oxigénio ou decompondo peroxidos. Os mesmos
representam os principais fitoquimicos responsaveis
pela capacidade antioxidante de frutos®.

Segundo Teixeira et al, as antocianinas sio
substancias classificadas como fendlicas, responsaveis
pela pigmentacao das plantas e desempenham
diversas fungodes terapéuticas no organismo humano,
como por exemplo, a funcdo anti-inflamatoria
e antioxidante. Os autores estabeleceram uma
referéncia de no minimo 200 mg/100 g para um
fruto ser considerado rico em antocianinas. O melao
de cheiro, analisado no presente estudo apresentou
4,15 mg/100 g, o que ¢ considerado baixo, segundo a
referéncia supracitada.

Conforme verificado na Tabela 2, o percentual
de sequestro de radicais livres do fruto de meldo
de cheiro se mostrou elevado (78,13%), levando
em consideragdo a classificagdo utilizada por Melo
et al*® os quais classificaram os extratos da polpa de
frutos da seguinte maneira: baixo quando abaixo de
50%, moderado quando entre 50% e 70% e elevado
quando acima de 70%.

A atividade antioxidante do fruto crua
vermelho (1957,58 uM Eq. ao Trolox/g), quando
comparada a frutos conhecidamente ricos ou
pobres em atividade antioxidante, como por
exemplo, os resultados relatados por Gongalves*
para os seguintes frutos: camu-camu, que ja é bem
estabelecido como um fruto com alta atividade
antioxidante (1439 pM Eq. ao Trolox/g), abiu
(69 uM Eq. ao Trolox/g), tamarindo (21 pM Eq.
ao Trolox/g), entre outros resultados. Ja Ribeiro¥,
relata 1.221 uM Eq. ao Trolox/g de atividade
antioxidante no morango. O método de analise

antioxidante empregado para a compara¢ao de
ambos os trabalhos foi o DPPH, ratificando assim,
o poder antioxidante do crud vermelho.

Os testes de triagem fitoquimica realizados
nos extratos etandlicos das folhas, sementes e casca
do fruto, bem como no extrato aquoso da polpa
do fruto indicaram a presen¢a de oito classes de
metabolitos secunddrios presentes na espécie. Foi
constatada a ocorréncia de um maior nimero de
classes de metabdlitos secundérios nos extratos da
polpa e casca dos frutos, respectivamente, enquanto
o extrato das folhas apresentou apenas duas classes.

Ressalta-se o  expressivo  potencial
antioxidante da polpa do fruto mesmo com uma
baixa concentra¢ao de antocianinas, servindo de
base para estudos futuros que busquem novas fontes
naturais de compostos com esta caracteristica.

A partir dos resultados constata-se que
S. odorifera possui propriedades de interesse
farmacologico. O estudo serve como subsidio
preliminar sobre o conhecimento da composi¢io
quimica e viabilidade de utilizagdo dessa espécie
para fins medicinais, abrindo caminho para
trabalhos futuros de isolamento e elucidagdo
estrutural de seus constituintes quimicos.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi de avaliar a atividade antifungica de uma solugio a base de glucoprotamina
(GLU) e de dleo essencial (OE) de Cymbopogon citratus. Candida tropicalis, Claviceps lusitaniae,
Meyerozyma (Pichia) guilliermondii e Candida parapsilosis foram isoladas das superficies de um
hospital ptblico de Pelotas, RS. A atividade antifungica da GLU foi analisada nas concentragdes de
0,25% a 0,0005%, e para o OE, obtido por Clevenger, foi utilizado nas concentrag¢des de 17.500 pug/mL
20,034 pug/mL. A andlise cromatografica foi efetuada por meio de CG/MS. A atividade anti-Candida
foi analisada pela técnica de Microdiluigdo em Caldo para determinar a Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) e a Concentra¢do Fungicida Minima (CFM). A inibigdo pela GLU ocorreu em
todas as concentragdes testadas, enquanto o OE apresentou resultado de CIM que oscilou de 2846 a
5450 pg/mL, e CFM de 2853 a 5330 pg/mL. Alfa—citral (37,10%), beta—citral (32,77% e beta-mirceno
(18,75%) foram considerados como os compostos majoritarios do OE. Os dados obtidos neste
trabalho destacam a atividade antifingica da solu¢do a base de GLU e do OE de C. citratus na
eliminagdo dos isolados de Candida spp ambientais.

Palavras-chave. glucoprotamina, Candida, contamina¢do ambiental, Hospital, éleo essencial de
Cymbopogon citratus.

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the antifungal activity of glucoprotamine solution (GLU) and the
essential oil from Cymbopogon citratus (EO). Candida tropicalis, Claviceps lusitaniae, Meyerozyma
(Pichia) guilliermondii and Candida parapsilosis were isolated from the samples, which were collected
from the surfaces of a public hospital located in Pelotas, RS. The antifungal activity of GLU was
detected at the concentrations from 0.25% to 0.0005%, while the EO, by Clevenger, was used at
concentrations from 17.500 ug mL to 0.034 pg/mL. Chemical analysis was determined by GC/MS.
The anti-Candida activity was performed by using Broth Microdilution technique to determine
the Minimal Fungicidal Concentration (MFC) and the Minimal Inhibitory Concentration (MIC).
The inhibition by GLU occurred at all of the tested concentrations, whereas the EO showed MIC
ranging from 2.846 to 5.450 p/mL and the CFM from 2.853 to 5.330 ug/mL. Alfa—citral (37.10%),
beta—citral (32.77%) and beta-mirceno (18.75%) were the majority compounds in the EO. The data
obtained in the present study highlight the effectiveness of the solution based on GLU and EO for
eliminating the environmental isolates of Candida spp.

Keywords. glucoprotamine, Candida, environmental contamination, Hospital, essencial oil from
Cymbopogon citrates.
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O ambiente hospitalar configura-se como uma
fonte exdgena de infeccdo por selecionar agentes
infecciosos resistentes e reunir individuos com
diferentes niveis de vulnerabilidade’, deste modo,
as superficies hospitalares sio constantemente
contaminadas por bioaressdis emitidos pelos
pacientes internados, os quais podem entrar em
contato com individuos sensiveis’, bem como,
serem transferidos as maos dos profissionais de
saude que realizardo atendimento e procedimentos
nos pacientes hospitalizados’.

Dentre as op¢oes utilizadas para a higienizagao
de superficies hospitalares, solucoes a base de
glucoprotamina apresentam, na literatura, atividade
frente a virus e bactérias em superficies médicas e
odontoldgicas*®> e em fungos obtidos de amostras
biologicas de origem humana® De acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria’ (ANVISA),
a glucoprotamina possui atividade biocida e
apresenta-se como um composto biodegradavel com
constituintes provenientes do dleo de coco. De forma
semelhante, o trabalho de Sa Silva et al” traz o uso do
6leo essencial de Cymbopogon citratus como alternativa
anti-Candida, obtendo resultados satisfatdrios frente a
isolados oriundos de infec¢des hospitalares.

Tendo-se em vista os indices de infecgoes de
origem hospitalar, estudos que buscam verificar e
aprimorar os métodos utilizados nas instituigoes
de saude tornam-se de grande relevancia em saude
publica’. Neste contexto, o presente estudo tem como
objetivoavaliaraatividadeantifingica de umasolu¢ao
a base de glucoprotamina utilizada rotineiramente
na higienizagdo de um hospital publico situado no
municipio de Pelotas e do 6leo essencial de C. citratus
como alternativa anti-Candida.

Glucoprotamina (GLU)

O desinfetante, com o principio ativo
glucoprotamina, foi obtido no hospital de estudo
ja nas condigoes de uso pelos profissionais da
instituicdo, os quais, utilizam o desinfetante na
propor¢ao de 1:100. A atividade antifungica da
solugdo foi testada em concentragdes que variaram
de 0,25 a 0,0005%.
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Cymbopogon citratus

A espécie vegetal estudada foi adquirida por
meio do distribuidor comercial (Luar Sul®) com
certificacdo de qualidade e origem. Para a obten¢ao
do dleo essencial (OE) as folhas de C. citratus foram
submetidas a extracdo com arraste de vapor através
do aparelho Clevenger, de acordo com a Farmacopeia
Brasileira®. Apds a obten¢do, o dleo foi seco com
sulfato de sddio anidro, armazenado em frasco
ambar e mantido a -18°C até a utilizagao. O processo
de extragdo foi realizado no Departamento de
Quimica Organica, no Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA/UFPel).

Analise Cromatografica

A andlise dos constituintes quimicos do
6leo essencial foi realizada no Laboratério de
Pesquisa em Produtos Naturais, no Centro de
Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos
(CCQFA/UFPel), por meio da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa, em
um equipamento GC/MS Schimadzu QP2010,
equipado com injetor split/splitless com coluna
capilar Rtx-5MS RESTEK, nas seguintes condi¢des
cromatograficas: gas carreador Hélio, fragmentos
obtidos por impacto de elétrons na energia de
70eV, vazao de 1.27mL/min, fluxo dividido de 1:50
e volume injetado de amostra 1pL. Temperatura
programada do forno: a temperatura inicial foi de
40°C, com rampa de aquecimento em 5°C/min
até 280°C, estabilizando nessa temperatura por 10
minutos, com tempo de corrida de 58 minutos,
com uma temperatura do injetor e de interface
280°C. Os compostos foram analisados com base
na biblioteca NIST08 do GC/MS e o ¢leo diluido
em hexano (grau analitico, ultra puro).

Micro-organismos

Foram identificados quatro espécies de
leveduras no ambiente da Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) de um hospital publico na cidade de
Pelotas, Rio Grande do Sul: Candida tropicalis (n=1),
Claviceps lusitaniae (n=16), Meyerozyma (Pichia)
guilliermondii (n=18) e Candida parapsilosis (n=29).
Foram identificadas e caracterizadas geneticamente
por sequenciamento do espagador transcrito interno
(ITS) usando os primers ITS1 (5'-TCC GTA GGT
GAA CCT TGC GGQG) e ITS4 (5'-TCC TCC GCT
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TAT TGA TAT GC)° por meio de analise do banco
de dados NCBI BLASTn.

Atividade antimicrobiana

A atividade antifingica da glucoprotamina
GLU e do OE deteve-se nos isolados ambientais
e foram analisadas de acordo com o teste de
Microdiluigdo em Caldo, adaptada aos fitofarmacos,
para a determina¢do da Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) e da Concentragdo Fungicida
Minima (CFM) baseado no documento M27-S4'°,
Foram utilizadas dez diferentes concentragoes de
glucoprotamina, entre 0,25 e 0,0005%, e 17500 e
0,0347 ug/mL do OE, em meio Roswell Park Memorial
Institute - RPMI-1640, com indculo preparado em
concentragdo equivalente a 10°ufc/mL. As placas
foram incubadas a 36°C em estufa por 24 a 48 horas.
O teste foi realizado em duplicata.

A CIM foi determinada por comparagao visual
do crescimento do micro-organismo ocorrido nos
pogos referentes as concentragdes utilizadas com o
seu crescimento no pogo-controle positivo, sendo
considerada como a menor concentragdo capaz
de inibir o crescimento da levedura em relacao ao
pogo controle-positivo. A CFM foi determinada a
partir da transferéncia de 5ul de cada pogo negativo
em Agar Sabouraud dextrose. Para tal, as placas
foram incubadas a 36°C por 48 horas, sendo a CFM
definida como a menor concentra¢ido onde nao foi
observado crescimento.

A solugio a base de glucoprotamina
apresentou atividade antifingica a todas as
concentragdes testadas, enquanto que o 6leo essencial
de C. citratus apresentou atividade antifingica em
CIM que oscilou de 2846 ug/mL, para C. parapsilosis,
a 5450 ug/mL, para C. tropicalis. As mesmas espécies
também apresentaram as maiores variagdes quanto
a CFM a qual foi de 2853 ug/mL, em C. parapsilosis,
a 5330 ug/mL em C. tropicalis (Tabela).

Com relagdo aos componentes quimicos do
OE obteve-se como resultados, o alfa—citral (37,10%),
beta—citral (32,77%), e beta-mirceno (18,75%) como
0s compostos majoritarios do OE (Figura).

A glucoprotamina é um desinfetante de
uso hospitalar recomendado pela ANVISA® por

apresentar atividade antimicrobiana ao promover
a destruicdo da parede e membrana celular de
micro-organismos. Por ndo apresentar volatilidade,
ser facilmente dissolvida em dagua, nao apresentar
caracteristicas teratogénicas e mutagénicas, ¢
indicada na desinfecc¢do de superficies fixas
hospitalares. Widmer e Frei'! constataram efetividade
antimicrobiana da glucoprotamina na concentragio de
1,5% ao descontaminarem dispositivos médicos. Em
superficies de consultérios odontoldgicos, a solugao
a base deste composto, apresentou 100% de eficicia
na eliminagdo microbiana®. Segundo Zeiter e Rapp?*,
a acao desinfetante da glucoprotamina esta associada
ao tempo de exposi¢ao do produto na superficie a ser
higienizada, nas concentragdes de 0,25% e 5%.
Sabe-se da necessidade de uma adequada
descontaminacdo das superficies hospitalares, as quais
sdo constantemente contaminadas por bioaressois
emitidos pelos pacientes internados. Os fluidos
corporais contendo micro-organismos podem ser
gerados durante a tosse, espirro, fala, aspiracao e
broncoscopia, os quais sao impulsionados a uma curta
distancia antes de se fixarem rapidamente em uma
superficie, podendo causar complicacbes ao serem
depositadas diretamente na superficie da mucosa de
uma pessoa sensivel ou em superficies proximas, que
podem ser tocadas por uma pessoa sensivel’, bem
como, os micro-organismos pode ser transferidos
as maos dos profissionais de saide que realizarao
atendimento e procedimentos nos individuos
hospitalizados quando nao equipados corretamente.
Os Oleos essenciais sdo considerados fontes
promissoras de compostos bioativos, os quais, muitas
vezes, apresentam propriedades terapéuticas, dentre
estas, atividade antimicrobiana'>. O o¢leo essencial
de C. citratus, tem sido avaliado como antifiingico e
desinfetante em estudos, com inibicdo de C. albicans
na concentragio de 1 ug/mL", concentragao inferior
ao observado no presente estudo. De acordo com os
resultados obtidos por Mathew et al*%, o uso de dleo
de C. citratus é uma alternativa natural segura aos
antimicrobianos quimicos, sendo considerado eficaz no
controle de micro-organismos patogénicos podendo ser
utilizado de forma nao diluida para desinfecgao de areas
altamente contaminadas, enquanto que as diluigoes de
1:2 ou 1:4 sdo suficientes em dreas de baixa densidade
de patdgenos, concentracdes que se enquadram em
nossos resultados obtidos com o OE de C. citratus.
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Tabela. Médias da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e da Concentragio Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Fungicida Minima (CFM) da Glucoprotamina

Bt I\X’lmero de Oleo Essencial Médias: Glucoprotamina (%)
mostras CIM / CFM (ug/mL) CIM / CFM
C. parapsilosis 29 2846/ 2853 <0.0005 / <0.0005
C. tropicalis 1 5450/ 5330 <0.0005 / <0.0005
M guilliermondii 18 2868 /4238 <0.0005 / <0.0005
C. lusitaniae 16 2978 /3451 <0.0005 / <0.0005

Figura. Constituintes quimicos do 6leo essencial de Cymbopogon citratus obtidos por meio da Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrofotometria de Massa

O oleo essencial C. citratus é constituido  compreendeu 37,10% da totalidade do dleo

por alfa e beta-citral, o citral é considerado por
diversos autores como o constituinte majoritario
desse oleo essencial'*', estando as propriedades
antimicrobianas desta espécie vegetal relacionadas
com a presenca deste composto. A literatura
demonstra que o percentual do citral é variavel,
podendo ser encontrados dados que oscilam entre
40.05% e 80%'”'°. Em nosso estudo, o a-citral,
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essencial, percentual que se enquadra nos valores
observados nos demais estudos'”*.

Espécies de Candida estdo entre os patdgenos
mais notificados dentre os agentes etioldgicos
de infec¢des de corrente sanguinea em pacientes
hospitalizados'®, assim, estudos que busquem
otimizar a higienizacdo e a promocao de novos
produtos com atividade antifingica, tornam-se
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imprescindiveis no controle da contaminagdo
microbiana na tentativa de reduzir as taxas de
infecgao exdgena por Candida spp.

A inser¢do de novos compostos
antimicrobianos que se enquadrem como
desinfetantes para uso hospitalar é complexa, pois,
deve contemplar uma série de requisitos de modo
a nao comprometer a seguranca dos pacientes
e profissionais da saide’. Assim, a proposta de
estabelecer o OFE de C. citratus como antifungico
deve-se as suas caracteristicas de ser um produto
natural, de facil acesso e utilizacao.

O composto a base de glucoprotamina
utilizado no hospital de estudo apresenta atividade
anti-Candida nas concentragbes testadas, do
mesmo modo que o 6leo essencial de C. citratus,
que apresentou como compostos majoritdrios o
alfa—citral, beta—citral e beta-mirceno, podendo
ser utilizado na descontaminacdo de leveduras de
superficies hospitalares.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo apoio.
Baseada na tese da autora, Carolina Lambrecht
Gongalves, apresentada no ano de 2019 ao
Programa de Pés-Graduacgao em Parasitologia da
Universidade Federal de Pelotas.
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RESUMO

Neste trabalho foram avaliados os fatores de risco para doencas cardiovasculares (DCV) e o
consumo alimentar de mulheres climatéricas ndo usudrias de terapia de reposi¢do hormonal
(TRH), de acordo com os periodos climatéricos. Trata-se de um estudo transversal em 95
mulheres climatéricas residentes em trés municipios do Sudoeste do Parana. Foram coletados
dados sociodemograficos e clinicos por meio de entrevista, além de dados antropométricos e de
consumo alimentar. A média etdria foi de 52,5 + 5,85 anos, 77,9% estudaram 8 ou mais anos, 76,8%
possuiam renda familiar de até trés salarios minimos, 70,5% possufam conjuge e 60% nao tiveram
nenhum ou até dois partos. Foi observada frequéncia de excesso de peso e de risco para doengas
cardiovasculares em mais de 65% das mulheres. A presenga de comorbidades (p = <0,001) foi
mais frequentes nas mulheres pds-menopausicas. Quanto a ingestdo de lipidios e acidos graxos
saturados, observou-se maior consumo excessivo nas pré- e peri-menopdusicas (p = 0,042 e
p = 0,022, respectivamente). Os achados do estudo demonstram a importancia da prevengio de
DCV independentemente do periodo climatérico e da utilizagao de TRH.

Palavras-chave. menopausa, circunferéncia da cintura, dieta, excesso de peso.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the risk factors for cardiovascular diseases (CVD) and
the dietary intake in climacteric women not using hormone replacement therapy (HRT), according
to the climacteric periods. This is a cross-sectional study involving 95 climacteric women living in
three municipalities located in the Southwest region of Parana. Socio-demographic and clinical data
were collected by interviews, in addiction to the anthropometric data and on the food consumption.
The mean age was 52.5 + 5.85 years, 77.9% studied for eight years or more, 76.8% had a family
income of up to three minimum wages, 70.5% had a spouse, and 60% did not have any or up to two
deliveries. Frequencies of overweight and risk for cardiovascular disease were observed in more than
65% of women. The occurrence of comorbidities (p = 0.001) was more frequent in postmenopausal
women. With regard to the lipids and saturated fatty acids intake, a higher consumption in the pre-
and peri-menopausal periods (p = 0.042 and p = 0.022 respectively). These findings demonstrate the
importance of preventing CVD, independently of the climacteric period and the use of HRT.

Keywords. menopause, waist circumference, diet, overweight.
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O periodo compreendido entre os 40 e 65
anos corresponde a fase denominada de climatério.
Esse periodo é caracterizado pela mudan¢a no
perfil de produgdo dos hormodnios ovarianos -
estrogénio e progesterona - resultando em uma
série de mudangas clinicas, com sintomas fisicos
e psicolégicos como: suores noturnos; ondas
de calor no térax, pescoco e face; problemas
cardiovasculares; irritabilidade; falhas de memoria;
ansiedade e depressao’™.

O periodo climatérico pode ser subdividido
em pré menopdusico, perimenopausico e
pds-menopausico. Aproximadamente ao0s
40 anos tem-se inicio a pré-menopausa, na
qual as mulheres ainda apresentam os ciclos
menstruais regulares, enquanto a perimenopausa
compreende os dois anos que antecedem a
ultima menstrua¢do e perdura até um ano apds,
com a ocorréncia da irregularidade nos ciclos
menstruais e alteracdo nos padrdes hormonais,
sendo que a pds-menopausa tem inicio apos
decorrido um ano do ultimo ciclo menstrual®.

As mudangas clinicas caracteristicas desse
periodo possuem como medida de controle a
utilizagdo de Terapia de Reposigio Hormonal
(TRH), mas essa conduta ainda ndo é consenso,
tendo em vista a dissonancia dos resultados obtidos
quando esta é averiguada®®.

Além da TRH, o tratamento nutricional é
uma importante ferramenta para minimizar os
sintomas do climatério e auxiliar na diminui¢do
de riscos adicionais que as mulheres nesse
periodo estdo susceptiveis como osteoporose,
estresse oxidativo e doencas cardiovasculares.
Os micronutrientes atuam na manuten¢do da
saide e do bem-estar das mulheres climatéricas
em associagdo com uma ingestdo energética que
supra as necessidades nutricionais’*.

Deacordo coma Organizagdo Pan-Americana
da Saude (OPAS), as doencgas cardiovasculares
sao elencadas como a principal causa de morte
no mundo. Alguns fatores de risco modificaveis
destacam-se como preditores de DCV: a ingestdo
excessiva de bebidas alcodlicas, o tabagismo, a
pratica insuficiente de atividade fisica, a historia
familiar, aidade, o estresse e 0 consumo de alimentos
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que contenham uma grande quantidade de gordura
em sua composi¢ao, bem como aqueles com alta
densidade energética'"'.

As DCV fazem parte do grupo das Doengas
Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT), sendo
acompanhadas de outras patologias como a diabetes
mellitus e a obesidade. Além disso, o excesso de
peso também constitui um dos fatores de risco
para DCNT. A frequéncia de excesso de peso é
semelhante em homens e mulheres até os 40 anos,
mas a partir dos 40 até os 65 anos a prevaléncia
passa a ser duas vezes maior para as mulheres em
relagdo ao sexo oposto’.

O risco de desenvolvimento de DCV -
a exemplo da doenca corondria e da hipertensao
arterial sistémica - no periodo reprodutivo é menor
quando comparado a menopausa'?. No entanto,
investigagdes sobre a prevaléncia de sindrome
metabdlica na pds-menopausa tém demonstrado
alteragdes na pressdo arterial, circunferéncia da
cintura, metabolismo das lipoproteinas e glicose®.

Ainda, a frequéncia de excesso de peso nas
mulheres climatéricas aponta valores expressivos,
revelando a necessidade de estudos e intervengdes
com este publico'*".

Destarte, levando em consideragdo os poucos
estudos brasileiros realizados com mulheres
climatéricas ndo usuarias de TRH, a ocorréncia
do climatério em plena vida produtiva da mulher,
que compromete a qualidade de vida destas, o
presente estudo teve como objetivo identificar
fatores de risco para DCV e consumo alimentar
de mulheres climatéricas nao usuarias de TRH,
considerando os diferentes periodos do climatério.

Estudo de carater transversal com utilizagdao
de dados primarios de natureza quantitativa,
realizado no periodo de 2015 e 2016, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos sob o CAAE N° 48152115.1.0000.5564,
com aplica¢do de Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE). Mulheres com idade entre
40 e 65 anos, domiciliadas em trés municipios do
Sudoeste do Parand, que buscaram atendimento
nutricional ou ginecolégico nas Estratégias
Saude da Familia (ESF) foram selecionadas por
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conveniéncia. Foram excluidas da pesquisa as
mulheres que faziam uso de Terapia de Reposi¢do
Hormonal (TRH).

Para realiza¢do da pesquisa foram coletados
dados sociodemogrificos, clinicos, antropométricos
e dietéticos a partir de um questiondrio previamente
elaborado pelas autoras.

Inicialmente foram coletados os dados
referentes a idade, escolaridade, renda, situacdo
conjugal, caracteristicas do ciclo menstrual,
numero de gestagdes, comorbidades presentes,
tipo e frequéncia de pratica de atividade fisica e
tabagismo. Para a avalia¢do do nivel de atividade
fisica foram utilizadas as recomendacdes
da Organizagdo Mundial de Saude®, sendo
consideradas sedentdrias e pouco ativas as
pessoas que ndo praticavam atividade fisica ou
praticavam até 150 minutos semanais, sendo
consideradas ativas as que praticavam acima
dessa faixa de tempo.

Para avaliagdo antropométrica foram
coletadas as medidas da estatura (m), do peso
corporal (kg) e da Circunferéncia da Cintura -
CC (cm)?!. Para aferi¢do da estatura foi utilizado
um estadidmetro portatil com capacidade de
até 2 metros, com escala de 0,5 centimetros.
Para verificagdo do peso foi utilizada uma
balanga antropométrica digital com capacidade
maxima de 200 quilos da marca Marte®. Ja para
medir a CC foi utilizada uma fita antropométrica
inelastica Cescorf®.

Osdadosdeestaturaepesoforamempregados
para célculo do Indice de Massa Corporal
(IMC), utilizado para realizagdo do diagnoéstico
nutricional que foi classificado segundo os pontos
de corte definidos pela Organizagdio Mundial da
Saude*, no caso das mulheres adultas até os 59
anos e de acordo com a classifica¢ao de Lipschitz*
para mulheres idosas com faixa etdria igual ou
superior a 60 anos.

A CC foi utilizada para verificagao do Risco
de Doenga Cardiovascular (RDCV) com o ponto de
corte > 80cm?* como preditor de risco.

Para verifica¢do do consumo alimentar foi
aplicado um Didrio Alimentar de Trés Dias*,
preenchido pelas entrevistadas durante dois dias
da semana nao consecutivos e um dia de final de
semana, sendo conferidos e revisados pelas autoras

no ato do recolhimento do mesmo. Os dados
preenchidos em medidas caseiras foram convertidos
pelas autoras em gramas ou mililitros*>*°. Os valores
de energia (kcal), carboidratos (%), proteinas (%),
lipidios (%), acidos graxos saturados - AGS - (%),
acidos graxos monoinsaturados - AGM - (%),
acidos graxos poli-insaturados - AGP - (%),
colesterol (mg), fibras (g), calcio (mg), zinco (mg),
vitamina A (mcg) e vitamina C (mg) foram
calculados pelo software Nutrilife®. Os valores de
selénio (mcg) foram quantificados a partir de uma
tabela de composicao de alimentos”. Ressalta-se
que a vitamina A, a vitamina C, o zinco e o selénio
foram avaliados por serem micronutrientes com
atividade antioxidante.

A partir dos valores de ingestao de nutrientes
obtidos dos 3 dias descritos foi realizado o
calculo da média, sendo esta comparada com as
recomendagdes do Instituto de Medicina®*>!, com
excecdo dos valores de acidos graxos (AGS, AGM
e AGP) que foram comparados com os valores da
Sociedade Brasileira de Cardiologia®, uma vez que
ndo ha recomendacao especifica para esse grupo'.

Utilizou-se  estatistica  descritiva para
apresentacao dos dados obtidos, sendo os mesmos
analisados de acordo como o periodo do climatério.
As diferencas entre as propor¢des dos dados
sociodemograficos, clinicos, estado nutricional,
risco de doenga cardiovascular e estilo de vida
foram avaliadas pelo teste de Fisher, enquanto as
diferencas entre as médias de ingestao de nutrientes
foram avaliadas pelo teste T ndo pareado. Para
todas as andlises utilizou-se o programa GraphPad
Prism, versdo 5, sendo consideradas significantes
quando p <0,05.

A média de idade apresentada pelas mulheres
avaliadas foi de 52,5 *+ 5,85 anos. As caracteristicas
sociodemogrificas e clinicas da populagao avaliada
podem ser visualizadas na Tabela 1. A maior parte
das mulheres avaliadas estava na faixa dos 51 aos
65 anos (63,1%), apresentaram 8 ou mais anos de
estudo (77,9%), possuiam renda familiar de até
3 saldrios minimos (76,8%), possuiam conjuge
(70,5%) e relataram historico de nao ter tido parto
ou tido até dois partos (60%).
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Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas de mulheres adultas e idosas nao usudrias de TRH de acordo com o periodo
do climatério

Caracteristicas Total N (%)  Pré e perimenopausicas N (%) Pods-menopausicas N (%)  Valor de p*
Idade (anos)
40-50 35(36,9) 28 (71,8) 7 (12,5) <0,0001**
51-65 60 (63,1) 11(28,2) 49 (87,5)
Escolaridade
Menos de 8 anos de estudo 21 (22,1) 7 (18) 14 (25) 0,461
8 ou mais anos de estudo 71(77,9) 32(82) 42 (75)
Renda Familiar
Até 3 salarios 73 (76,8) 27 (69,2) 47 (83,9) 0,130
4 ou mais salarios 22 (23,2) 12 (30,8) 9(16,1)
Situac¢do Conjugal
Sem conjuge 28 (29,5) 7(17,9) 21(37,5) 0,043**
Com cOnjuge 67 (70,5) 32(82,1) 35 (62,5)
Paridade
Nulipara, um ou dois partos 57 (60) 27 (69,2) 30 (53,6) 0,141
Trés ou mais partos 38 (40) 12 (30,8) 26 (46,4)

*Teste de Fisher. ** Valor de p significativo, revelando diferenca entre as colunas

Ao analisar as caracteristicas sociodemograficas
e clinicas de acordo com o periodo do climatério,
foi possivel visualizar que a maioria das
mulheres pré e perimenopausicas eram mais jovens
em comparagdo com as pds-menopausicas, que
demonstraram valores de idade mais avancados
(p = <0,0001). Também observou-se uma maior
frequéncia de mulheres pré e perimenopausicas com
conjuge em relagdo as pds (p = 0,043). Para as demais

variaveis — escolaridade, renda familiar e paridade -
nio observou-se diferenca estatisticamente
significativa entre os diferentes periodos do
climatério.

Na Tabela 2 estao discriminados o estado
nutricional, o risco de doencgas cardiovasculares
(RDCV), a presenga de comorbidades e o estilo
de vida, caracterizados de acordo com o periodo
climatérico.

Tabela 2. Estado nutricional, risco de doenga cardiovascular e estilo de vida em mulheres climatéricas ndo usuarias de TRH de

acordo com o periodo climatérico

Caracteristicas Frequéncia N (%) Pré e perimenopausicas N (%) Pds menopausicas N (%) Valor de p*
IMC (Kg/m>)
Eutrofia 30 (31,6) 13 (43,3) 17 (56,7) 0,001%*
Excesso de peso 65 (68,4) 26 (40) 39 (60)
RDCYV (cm)
Sem risco de DCV 31 (32,6) 14 (45,2) 17 (54,8) 0,658
Com risco 64 (67,4) 25(39,1) 39 (60,9)
Comorbidades presentes
Auséncia 57 (60) 33(57,9) 24 (42,1) <0,0001**
Presenca 38 (40) 6 (15,8) 32 (84,2)
Nivel de AF
Sedentdrio e pouco ativo 66 (69,5) 27 (40,9) 39 (59,1) 1,000
Ativo 29 (30,5) 12 (41,4) 17 (58,6)
Tabagismo
Sim 5(5,3) 1(20) 4 (80) 0,645
Nao 90 (94,7) 38 (42,2) 52 (57,8)

IMC: Indice de Massa Muscular. RDCV: Risco de Doenga Cardiovascular. DCV: Doenca Cardiovascular. AF: Atividade Fisica. *Teste de Fisher.

** Valor de p significativo, revelando diferenga entre as colunas
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A frequéncia de excesso de peso foi observada
em 68,4% da amostra, independente da fase do
climatério em que as participantes se encontravam,
sendo 40% nas pré e peri e 60% nas pds. Da mesma
forma, a avaliagdo do RDCYV, identificado pela CC,
foi elevado em ambos os grupos, sendo de 39,1%
nas pré e peri e 60,9% nas pos-menopausicas.

A presenga de comorbidades - como
diabetes mellitus, hipertensaoarterial sistémica,
dislipidemias e doencas cardiovasculares -
foi significativamente maior no grupo das mulheres
pos menopausicas (84,2%) em comparagdo com
o grupo das pré e perimenopdusicas (15,8%)
(p <0,0001).

A avaliacao dos fatores de risco para
DCV demonstrou que com relagdo a pratica
de atividade fisica, as mulheres caracterizadas
como sedentdrias ou pouco ativas totalizaram
69,5% da amostra, sendo que ambos os grupos
apresentaram este padrao de nivel de atividade
fisica. Com relagdo ao tabagismo, o perfil que
predominou foi o de nao fumantes, totalizando
94,7% das avaliadas.

Na Tabela 3 estdo descritas a avaliagdo
de macronutrientes e fibras ingeridas pelas
participantes, bem como da média de ingestdo das
pré e perimenopausicas em comparagdo com a do
grupo das pos-menopausicas.

Tabela 3. Ingestdo de macronutrientes e fibras por mulheres adultas e idosas de acordo com o periodo do climatério

macron];:l?:iigri ?e/s /fibras Ai‘;:lgl::;‘t;;g :ia Total N (%) Pré e Perimenopausa N (%) Pos menopausaN (%) Valor de p*
Energia (Kcal) Média + DP 1505,97 + 355,13 1454,86 + 424,68 0,539
Insuficiente 52 (54,8) 23 (44,2) 29 (55,8)
Adequado 18 (18,9) 6(33,3) 12 (66,7)
Excessivo 25 (26,3) 10 (40) 15 (60)
Carboidrato (%) Média + DP 52,31 £6,85 55,43 £ 7,61 0,043**
Insuficiente 14 (14,7) 7 (50) 7 (50)
Adequado 74 (77,9) 32 (43,2) 42 (56,8)
Excessivo 7 (7,4) 0(0) 7 (100)
Proteina (%) Média + DP 19,25 + 3,84 18,30 + 3,93 0,247
Insuficiente 0(0) 0(0) 0(0)
Adequado 95 (100) 39 (41,1) 56 (58,9)
Excessivo 0(0) 0(0) 0(0)
Lipidio (%) Média + DP 29,90 £ 10,14 26,45 + 6,21 0,042%*
Insuficiente 10 (10,5) 3 (30) 7 (70)
Adequado 76 (80) 31 (40,8) 45 (59,2)
Excessivo 9(9,5) 5(55,6) 4 (44,4)
B ERD Média + DP 10,30 + 3,10 9,03 + 2,24 0,022**
saturado (%)
Insuficiente 0(0) 0(0) 0(0)
Adequado 59 (62,1) 18 (30,5) 41 (69,5)
Excessivo 36 (37,9) 21 (58,3) 15 (41,7)
LD Média + DP 8,59 + 2,78 7,73 £ 2,20 0,093
monoinsaturado (%)
Insuficiente 0(0) 0(0) 0(0)
Adequado 95 (100) 39 (41,1) 56 (58,9)
Excessivo 0(0) 0(0) 0(0)
HEDER RO Média + DP 4,96 + 1,85 5,12+ 2,10 0,700
insaturado (%)
Insuficiente 54 (56,8) 24 (44,4) 30 (55,6)
Adequado 38 (40) 14 (36,8) 24 (63,2)
Excessivo 3(3,2) 1(33,3) 2 (66,7)
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Continuagdo
macronil‘::;g: :le/s /fibras ﬁaglg;g :la Total N (%) Pré e Perimenopausa N (%) Pds menopausa N (%) Valor de p*
Colesterol (mg) Média + DP 228,38 + 83,15 217,60 + 109,94 0,605
Fibras (g) Média + DP 15,99 * 6,26 15,33 + 5,90 0,600
Insuficiente 84 (88,4) 36 (42,9) 48 (57,1)
Adequado 11 (11,6) 3(27,3) 8(72,7)
Excessivo 0(0) 0(0) 0(0)

¢ De acordo com a recomendagdo da IOM (2002, 2002/2005) e SBC (2017). *Teste T. ** Valor de p significativo

Foi possivel verificar elevada frequéncia de
ingestdo energética, de AGP e de fibras de forma
insuficiente (54,8%, 56,8% e 88,4% respectivamente),
enquanto os carboidratos, os lipidios e os AGS
demonstraram uma ingestdio com padrdo mais
adequado, 77,9%, 80% e 62,1% respectivamente. No
que diz respeito a média de ingestao, os carboidratos,
os lipidios e os AGS apresentaram diferenca estatistica
significativa (p = 0,043, p = 0,042 e p = 0,022
respectivamente). As ingestoes de proteinas e AGM
apresentaram-se dentro dos parametros recomendados
(100%). A ingestao média de colesterol foi similar entre
os dois grupos avaliados. Ainda, as fibras revelaram
valor de consumo insuficiente (88,4%).

A Tabela 4 apresenta a descricao da
avaliagdio dos micronutrientes ingeridos pelas
participantes, bem como da média de consumo
das pré e perimenopausicas em comparagio
com a do grupo das pds-menopausicas.
A ingestao média do mineral célcio foi insuficiente
na maioria da amostra estudada (93,68%), de
acordo com o recomendado. Ja no tangente aos
elementos antioxidantes avaliados, verificou-se
elevada frequéncia de ingestdo insuficiente de
vitamina A (96,8%). Para os minerais zinco e
selénio verificou-se ingestdo dentro do adequado
(85,3% e 93,7% respectivamente), bem como de
vitamina C (65,3%).

Tabela 4. Ingestdo de micronutrientes por mulheres adultas e idosas de acordo com o periodo do climatério

Avaliagio da

Micronutrientes e Total N (%) Pré e Perimenopausa N (%) Po6s menopausa N (%) Valor de p**
Calcio (mg) Média = DP 518,32 + 234,54 463,13 + 223,17 0,248
Insuficiente 89 (93,68) 35(39,33) 54 (60,67)
Adequado 6(6,32) 4(66,67) 2(33,33)
Excessivo 0(0) 0(0) 0(0)
Zinco (mg) Média + DP 11,01 = 3,85 11,43 + 6,26 0,706
Insuficiente 14 (14,7) 4(28,6) 10 (71,4)
Adequado 81 (85,3) 35 (43,2) 46 (56,8)
Excessivo 0(0) 0(0) 0(0)
Selénio (mcg) Média = DP 89,08 + 31,58 83,13 + 30,65 0,360
Insuficiente 6 (6,3) 1(16,7) 5(83,3)
Adequado 89 (93,7) 38 (42,7) 51 (57,3)
Excessivo 0(0) 0(0) 0 (0)
Vitamina A (mcg) Média + DP 170,63 + 111,05 165,14 + 132,48 0,832
Insuficiente 92 (96,8) 38 (41,3) 54 (58,7)
Adequado 3(3,2) 1(33,3) 2 (66,7)
Excessivo 0(0) 0(0) 0(0)
Vitamina C (mg) Média + DP 101,26 = 81,93 89,86 + 63,75 0,448
Insuficiente 33 (34,7) 11 (33,3) 22 (66,7)
Adequado 62 (65,3) 28 (45,2) 34 (54,8)
Excessivo 0(0) 0(0) 0(0)
*De acordo com a recomendacdo da IOM (2002, 2002/2005). **Teste T
6/12 Publicagao continua on line: nimero de paginas sem efeito para citagao

On line continuous publishing: page number not for citation purposes



Rel BAR, Oldra CM, Frigo M, Koehnlein EA. Fatores de risco para doengas cardiovasculares e ingestdo dietética em mulheres climatéricas nao
usudrias de Terapia de Reposi¢ao Hormonal (TRH). Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2019;78:e1781.

Estudos anteriores realizados com mulheres
climatéricas nao consideram as diferenciacdes
entre os periodos do climatério'*", assim como
avaliam a alimenta¢do de acordo com padroes de
consumo'®, ou ainda nutrientes de forma isolada®.
O inquérito alimentar mais utilizado pelos estudos
foi o Recordatdrio de 24 horas, que permite avaliar
apenas um dia de consumo'”**** Dessa forma, esse
estudo explorou as possiveis diferencas entre os
periodos climatéricos, bem como apresentou um
consumo alimentar mais detalhado em relacao aos
macronutrientes e micronutrientes.

A avaliagdo de fatores de risco para DCV em
mulheres climatéricas ndo usuarias de TRH, levando
em consideracdo o periodo climatérico, bem como a
avaliagdo da ingestdo dos tipos de lipidios dietéticos
e de micronutrientes — com atividade antioxidante -
¢ escassa na literatura internacional e nacional.

O periodo do climatério engloba as trés fases —
pré, peri e pos-menopausica — em que é esperado
que as mulheres pré e peri sejam mais jovens em
comparagao as pds, bem como as pos apresentem um
valor maior de patologias decorrentes da senescéncia,
sendo estas hipdteses condizentes com os resultados
encontrados na pesquisa. O mesmo resultado foi
encontrado no estudo de Rossi et al**, no qual a média
das pré menopadusicas foi de 45,3 anos, enquanto das
pds-menopausicas foi de 56,6 anos.

Figueiredo Neto et al’> realizaram um estudo
transversal com 323 mulheres climatéricas, em um
ambulatério de ginecologia de um hospital publico
terciario, que ndo faziam uso de TRH e as dividiram
em dois grupos: pré e pos-menopausicas. Em seu
estudo verificaram que a sindrome metabdlica teve
associa¢do com a faixa etaria da mulher climatérica,
sendo mais prevalente nas mais velhas. Da mesma
forma, no presente estudo as comorbidades
revelaram-se mais presentes nas participantes mais
velhas. Dessa forma, destaca-se a necessidade de
medidas preventivas na pré e perimenopausa.

A frequéncia de fatores de risco para doengas
cardiovasculares, especialmente o excesso de peso,
a inatividade fisica e a presenca de comorbidades é
elevada nesse periodo da vida da mulher. Gravena
et al'*avaliaram 456 mulheres pds-menopdusicas no
municipio de Maringa-PR em uso ou nao de TRH,

enquanto Nosse et al'® avaliaram 31 mulheres
climatéricas atendidas em uma Clinica-Escola
de Nutricao da Universidade Cruzeiro do Sul-SP.
O primeiro trabalho revelou que 72,6% das
mulheres apresentavam excesso de peso'?, similar
a frequéncia observada nesse estudo (68,4%) e
inferior ao encontrado por Nosse et al*® (84,1%).

No estudo de Gravenaetal'*ainatividade fisica
foi verificada em 71,7%, valor préximo dos 69,5%
visualizados no presente trabalho. Ja com relagdo
a presenca de comorbidades, esta foi verificada de
forma expressiva (76,1%)', enquanto no presente
trabalho foram encontradas comorbidades em uma
parcela menor da populagao (40%).

O trabalho de Franca et al** avaliou por meio
de um estudo transversal os dados de 157 mulheres
pos-menopausicas, atendidas no Ambulatério
de Saude da Mulher no Climatério da Faculdade
de Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo
e no Ambulatério de Ginecologia do Hospital
Universitario da Universidade de Sao Paulo, de
acordo com a utilizagao de TRH e identificou que
o uso de TRH na menopausa teve associagdo com
a prevaléncia de obesidade global, uma vez que
esta foi mais presente nas usudrias do método.
No entanto, os achados da presente pesquisa
também revelaram que a presenca de fatores de
risco para doencas cardiovasculares é bastante
elevada entre as mulheres ndo usuarias de TRH.

Ignacio et al’” realizaram um estudo de
revisdo sobre a regulacdo da massa corpdrea
pelo estrogénio e pela atividade fisica, relatando
que o hipoestrogenismo caracteristico da pos-
menopausa, bem como o sedentarismo sao fatores
que contribuem para o ganho de massa corpoérea,
corroborando com os valores elevados tanto
de inatividade fisica quanto de excesso de peso
encontrados no presente estudo.

No que diz respeito a ingestao de nutrientes
foi possivel observar que com relagao a ingestao de
carboidratos que Nosse et al’’ encontraram grande
percentual de mulheres com ingestdo abaixo do
adequado (80,6%), diferente do presente estudo em
que em sua maioria as mulheres apresentaram uma
ingestdo adequada (77,9%) deste macronutriente.
Ja Molz e Poll” que avaliaram 20 mulheres
menopausicas, atendidas no Servigo Integrado
de Saude, do Curso de Medicina da Universidade
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de Santa Cruz do Sul, RS verificaram que 80%
das mulheres apresentaram ingestio acima do
recomendado para esse nutriente. Os diferentes
achados podem ser decorrentes de diferentes
recomendac¢oes utilizadas. Molz e Poll", assim
como o presente estudo, utilizaram como referéncia
a faixa de 45 a 65% de ingestdo de carboidratos
como adequada, enquanto Nosse et al" utilizaram
de 55 a 75% como padrao de adequagdo.

Ainda, os dados reforcam a necessidade
de trabalhar as especificidades apresentadas por
individuos residentes em diferentes localidades do
pais, tendo em vista que um estudo foi realizado em
Sao Paulo, outro no Rio Grande do Sul e o presente
estudo no Parana, bem como demonstram que
ainda ndo foi encontrado um padrao de ingestao de
carboidratos pelas mulheres climatéricas, de acordo
com a literatura utilizada.

Martinazzo et al* avaliou o consumo
alimentar de 30 mulheres climatéricas, atendidas
em um ambulatério de especialidades em
Nutri¢ao no norte do Rio Grande do Sul, através
da aplicagao de um recordatério de 24 horas.
Com relagdo as médias de ingestao obtidas,
os AGS demonstraram 8,14 + 3,63%, resultado
este inferior aos 10,30 + 3,10% apresentados pelas
pré e peri e aos 9,03 £ 2,24% das pds-menopausicas.
Da mesma forma, os AGM totalizaram uma
média de 6,47 * 3,40%%, sendo este valor inferior
aos 8,59 * 2,78% das pré e peri, bem como aos
7,73 + 2,20% das pds-menopausicas. Ja com relagao
aos AGP, a média observada foi de 5,37 + 2,60%%,
revelando um valor superior aos encontrados no
presente estudo, sendo 4,96 + 1,85% para as pré e peri
e 5,12 +2,10% para as mulheres na p6s-menopausa.
A média de ingestdo de colesterol apresentada pelo
grupo das pré e peri foi de 228,38 + 83,15 mg,
semelhante aos 217,60 + 109,94 mg das pds, mas
divergente dos 169,50 + 90,15 encontrados no
estudo de Martinazzo et al®.

Os AGS sao encontrados nas gorduras de
origem animal e em algumas exce¢des de oleos
vegetais (como o oleo de coco), sendo um dos
principais responsaveis pela elevagao do colesterol
plasmatico®**. O teor mais elevado de AGS na
dieta das mulheres pré e perimenopausicas revela a
importancia de atengdo dietética das mulheres nesse
periodo do climatério, a fim de redugao do risco de
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DCV na fase da pds-menopausa. Ja os AGM estao
presentes em alimentos de origem vegetal como
azeitonas, avela, castanhas e abacate, por exemplo,
sendo que este tipo de gordura ¢ mais resistente
a peroxidagdo lipidica. Dessa forma, os AGM,
em detrimento dos AGS, auxiliam na redugdo da
concentragdo de colesterol plasmatico®®. Nesse
ambito, todas as mulheres avaliadas apresentaram
valores de ingestdo adequados de AGM, podendo
ser considerado como um fator positivo.

Os AGP, especialmente das familias 6mega 3
(correspondente ao Eicosapentaenoico — EPA —, ao
Docosahexaenoico - DHA - e ao linolénico), ou
omega 6 (correspondente ao linoleico) possuem
papel positivo de reducdo dos niveis de colesterol
plasmdtico como os AGM™. A ingestdo de AGP
foi mais expressiva de forma insuficiente nas
mulheres avaliadas (56,8%), demonstrando que o
tipo de gordura consumido precisa ter seu perfil
alterado, passando para consumos adequados de
todos os tipos de acidos graxos, sempre dando
maior preferéncia para a escolha dos alimentos
com AGM e AGP.

Em funcdo do seu papel no aumento da
saciedade, bem como da diminui¢do da sensacio
de fome e da ingestdo energética, a ingestdo
das fibras alimentares passou a ser investigado
no ambito do tratamento e da prevencao da
obesidade®. Nesse sentido é necessario ressaltar
a elevada frequéncia de ingestdo insuficiente de
fibras (88,4%), bem como a elevada frequéncia de
excesso de peso e fatores de risco para DCV nas
mulheres avaliadas.

O mineral célcio é descrito como um
nutriente essencial para a realizacdo de diversas
fungdes biologicas, bem como a sua baixa ingestao
merece maior aten¢do por estar relacionada
com a ocorréncia de doengas crdénicas como a
osteoporose, a hipertensdo arterial e a obesidade®.
No presente estudo verificou-se elevada frequéncia
na ingestao insuficiente desse mineral (93,68%),
similar ao encontrado no estudo de Molz e Poll'” de
95% e superior aos 83,8% apresentados no estudo
de Nosse et al’®. Na avaliacdo da ingestdo média,
verificou-se 518,32 + 234,54 mg no grupo das pré e
peri e 463,13 + 223,17 mg no grupo das pds, sendo
estes valores inferiores aos 549,63 + 315,87 mg
encontrados por Martinazzo et al*’. Dessa forma,
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torna-se necessario o incentivo do consumo de
alimentos fonte desse nutriente, devido suas
fungdes preventivas no organismo.

Os elementos antioxidantes estdo associados
com a diminui¢cdo do risco de coronariopatias,
tendo em vista que populagdes que apresentam
dietas com perfil rico em substéncias antioxidantes
possuem uma incidéncia menor de problemas
como aterosclerose coronaria. Assim, acredita-se
que os efeitos benéficos do consumo de frutas
e verduras diariamente advém da presenca de
antioxidantes nestes alimentos, como as vitaminas
A e C por exemplo®. A ingestdo de vitamina A foi
expressivamente insuficiente (96,8%), enquanto a
vitamina C apresentou um perfil mais adequado
de consumo (65,3%).

O zinco é um mineral que possui um papel
bioldgico importante nos mecanismos de protegao
antioxidante, sendo que quando seu consumo ¢é
insuficiente o organismo utiliza de mecanismos
de ajustes no intuito de promover a homeostase e
assegurar que fun¢des dependentes desse mineral
sejam mantidas*'. Desta forma, destaca-se como
positivo o achado de que 85,3% da populagao
avaliada revelar uma ingestdo adequada deste
mineral, contribuindo para garantia das fungdes
bioldgicas desempenhadas pelo mesmo.

O estudo de Silva et al** realizado em Sao
Paulo, com 33 mulheres fisicamente ativas, com
uma idade média de 40,1 anos, revelou que 76%
das avaliadas tinham uma adequada ingestdo de
selénio. Nesse contexto, o presente estudo revelou
um valor positivo de 93,7% de ingestao adequada
para o mineral selénio, propiciando beneficios para
a saude das mulheres avaliadas.

Uma meta analise realizada por Jayedi
et al*® indica que uma dieta com elevadas
propriedades antioxidantes pode minimizar o
risco de mortalidade, enfatizando a necessidade da
ingestdao de vitaminas e minerais como vitamina A,
vitamina C, zinco e selénio, através da ingestao de
frutas e verduras.

Levando em consideragdo a predisposi¢do
ao ganho de massa corporal das mulheres pods-
menopausicas com o achado de valores expressivos
deste grupo para comorbidades, associado ao
fato de pertencerem a um grupo com idade mais
avancada, assim como muitas destas nao possuirem

cdnjuges que poderiam incentivar a pratica de
exercicios fisicos, bem como a incorporagido de
habitos alimentares saudaveis, torna-se evidente
a necessidade de interven¢des que promovam a
saude dessas mulheres através de uma alimentacao
adequada e de habitos de vida saudaveis.

O tamanho amostral e sua andlise em
uma regido do estado do Parand, constituem as
limitagdes desse estudo. Assim, para estudos futuros
¢ importante ampliar o tamanho da amostra, bem
como realizar analises em diferentes regides do
pais, considerando suas singularidades.

Diante do exposto, concluiu-se que o risco
de DCV apresentou grande prevaléncia na amostra
avaliada, acompanhado da elevada prevaléncia
de excesso de peso e de inatividade fisica.
Apesar dos estudos demonstrarem associa¢do
de DCV com TRH, as ndo usudrias também
apresentaram fatores preditores que merecem
aten¢do. Ainda, apesar de a maior idade ser fator
de favorecimento para a ocorréncia de DCV nas
mulheres pds-menopausicas, as mulheres pré e
perimenopausicas também carecem destaque,
levando em consideracio o consumo excessivo
de AGS. Dessa forma, a prevencio de DCV
demonstrou-se de sumaimportanciaindependente
do periodo climatérico apresentado, nas mulheres
nao usudrias de TRH.

Com base nos achados desse estudo torna-se
evidente a necessidade de implementacdo de
politicas publicas que capacitem os profissionais
de saude para atender as necessidades nutricionais,
aspectos de seu estado de satude global e qualidade
de vida das mulheres nessa fase da vida, para
que esses possam estar mais preparados para o
atendimento, conhecendo as singularidades das
pacientes menopausicas.

A Fundagio Araucéria pelo apoio financeiro, através
do programa de bolsas de inicia¢ao cientifica (PIBIC),
edital N° 437/UFFS/2015.
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RESUMO

Toxoplasmose é uma zoonose parasitdria com ampla distribui¢do mundial provocada pelo
Toxoplasma gondii, considerado um dos protozoarios mais bem sucedidos do planeta, pois
infecta cerca de um ter¢o da populacdo mundial. Dentre as formas de transmissdo, o consumo
de carne mal cozida, contendo cistos, tem sido considerado um fator de risco para aquisicao
desta zoonose. Uma abordagem alternativa para o controle da toxoplasmose pela ingestdo
de carne bovina seria a sorologia dos bovinos, ja que animais soropositivos albergam cistos
teciduais. Contudo, a obten¢do de soro para esta avaliagdo, nem sempre é factivel, dada a
dificuldade de coleta de sangue durante a linha de abate e sua auséncia em cortes comerciais.
O exsudato carneo é uma alternativa para deteccdo de anticorpos anti - T. gondii em cortes
comerciais de carne, que foi a proposta deste estudo para avaliar o desempenho dos testes de
Hemaglutinagdo Indireta (HI) e Aglutinagdo Modificada (MAT) quando comparados ao ELISA
usando exsudato cdrneo. Este estudo mostrou que a acuracia dos testes de aglutina¢do nio
foi viavel devido aos baixos indices de sensibilidade e especificidade quando comparados ao
ELISA. Estes dados demonstram a importancia da escolha de testes eficientes como ELISA para
aplicagdo no controle da qualidade e inocuidade de cortes comerciais de carne bovina.

Palavras-chave. toxoplasmose, exsudato carneo, seguranca alimentar, testes de aglutinacéo.

ABSTRACT

Toxoplasmosis is a parasitic zoonosis with a wide worldwide distribution caused by
Toxoplasma gondii, which is considered one of the most successful protozoa on the planet,
since it can infect a third of the world population. Among the forms of transmission,
consumption of undercooked meat has been considered as a risk factor for the acquisition of
this zoonosis. An alternative approach to toxoplasmosis control by beef ingestion could be the
serological diagnosis in cattle, since seropositives animals harbor tissue cysts. However, the
use of serum for this evaluation is not always feasible due to the difficulty of blood collection
during slaughter and its absence in commercial beef cuts. Meat exudate is an alternative for
the detection of anti-T. gondii antibodies in commercial beef cuts, which was the propose of
this study to evaluate the performance of Indirect Hemagglutination (HI) and Agglutination
Modified (MAT) tests compared to ELISA using meat exudates. This study showed that the
agglutination tests accuracy was not viable due to low sensitivity and specificity indexes when
compared to ELISA. These data demonstrate the importance of choosing accurate tests such as
ELISA for application in quality control and safety of commercial beef cuts.

Keywords. toxoplasmosis, meat exudate, food security, agglutination tests.
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Toxoplasma gondii é o parasito responsavel
pela toxoplasmose, importante zoonose que causa
infeccdo aguda e também infecgdo cronica'. O
controle de T. gondii no ambiente é alcancado
com esforcos concentrados dos setores médico,
veterinario e ambiental tornando-se, assim, um
exemplo paradigmatico do conceito de saude
unica’. Devido a alta contaminagdo ambiental,
estima-se que possam ocorrer exposicdes multiplas
ao longo da vida dos hospedeiros, definitivos ou
intermediarios, dentre eles o0 homem, aumentando
o risco de infec¢do’. A importancia da toxoplasmose
estd associada ao fato de ser cosmopolita, altamente
difundida, e pela possibilidade de causar infecgoes
graves, com lesoes irreversiveis e morte’. Estima-se
que um ter¢o da populagdo mundial humana ja foi
infectada por T. gondii®, sendo descritas prevaléncias
de 15% a 85%, variando de acordo com o nivel socio
econdmico, areas geograficas, fatores climaticos,
habitos culturais, alimentares e idade®.

Um dos principais fatores da alta
prevaléncia dessa zoonose ¢ a ingestdo de alimentos
contaminados, seja com oocistos ou cistos teciduais,
que estd relacionado com o nivel de educagio
sanitaria da populagdo, o qual representa uma pratica
imprescindivel no controle e preven¢do da doenga.
A relevancia da toxoplasmose para a saude publica
esta associada ao grande numero de infecgdes
em gestantes e individuos imunocomprometidos
como portadores do virus HIV’. T. gondii apresenta
varias vias de transmissao em potencial, podendo
o hospedeiro entrar em contato com o agente
via transplacentdria, ou apds o nascimento por
mecanismos de transmissdo horizontal’. Dentre
eles, destaca-se a ingestdo de cistos contidos em
carnes, produtos carneos ou consumo de visceras de
animais infectados®®. Os cistos teciduais, presentes
nos cortes comerciais de carne, apresentam tamanho
variavel, entre 10 a 100 um, sendo que os cistos
jovens sdo frequentemente pequenos, contendo
somente dois bradizoitos em seu interior, enquanto
os maduros podem conter milhares deles. O
tamanho dos cistos também pode variar de acordo
com a sua localizacdo, sendo os encontrados no
cérebro, geralmente, menores do que os localizados
no musculo esquelético’.
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Em condi¢bes experimentais, animais
destinados ao consumo humano como bovinos,
suinos, ovinos e caprinos, apresentam resposta
imunolégica e formagdo de cistos teciduais,
mostrando-se susceptiveis a infec¢ao por T. gondii.
Em relacio a infec¢do natural, a maioria dos animais
de produgdo soropositivos para toxoplasmose ja
demonstraram albergar o parasita, na forma cistica,
em cortes comerciais de carne’.

Em relagdo aos bovinos, a ingestio de
pastagens contaminadas por oocistos é a principal
via de transmissao'’, por isso o sistema de cria¢ao
extensivo, muito comum no Brasil, favorece a
infecgdo por T. gondii nessa espécie'’.

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos
métodos parasitologicos e moleculares para
detecgdo de cistos de T. gondii na carne de diferentes
espécies animais, visando o aprimoramento de
medidas de controle e prevencao da toxoplasmose?,
porém a aplica¢ao destes métodos nem sempre é
viavel para o controle em larga escala, por apresentar
avaliacbes analiticas longas e equipamentos e
insumos especificos. Uma abordagem metodoldgica
factivel para o controle da toxoplasmose pelo
consumo de carne bovina é detec¢do de anticorpos
especificos no soro®. Contudo, a obtengdo de soro
para esta avaliacdo, nem sempre é possivel, dada a
dificuldade de coleta durante a linha de abate do
animal em matadouros comerciais e auséncia deste
material em cortes comerciais ja processados para
comercializacao. Nestes casos, o exsudato carneo
¢ um material bioldgico alternativo para detecgao
de anticorpos anti-T. gondii em amostras de carne
bovina'2.

Com o objetivo de auxiliar no
controle da qualidade da carne bovina frente
a toxoplasmose, avaliou-se o desempenho
dos testes de Hemaglutinagdo Indireta (HI) e
Aglutinagdo Modificada (MAT), comparados ao
ensaio imunoenzimatico (ELISA) em exsudatos
de cortes comerciais bovinos. Este trabalho
permitiu determinar os indices de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo e concordancia dos testes
de aglutinagdo. Os testes de aglutinacao (HI e
MAT) permitem a pesquisa de imunoglobulinas
especificas em  laboratérios com  menor
infraestrutura e poderiam ser aplicado em condigoes
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de campo, principalmente, por ndo exigirem o uso de
equipamentos de alta complexidade, possibilitando
a aplicagdo do exsudato carneo como material
biologico para detecgdo de anticorpos anti-T. gondii
em cortes comerciais de carne bovina.

Para a compara¢ao do desempenho dos
testes de aglutinagdo na detecgdao de IgG
anti-T. gondii, foram ensaiadas 89 amostras,
sendo 32 reagentes e 57 ndo reagentes, de
exsudatos carneos de cortes comerciais de carne
in natura adquiridas no varejo. As amostras foram
previamente ensaiadas pelo ELISA, considerado
método de referéncia para detecgdo de anticorpos
IgG, segundo padronizacdo de Mecca et al®,
adaptado para amostras de bovinos'~.

Como controles positivos e negativos
das reagdes foram utilizados exsudatos carneos
provenientes de animais previamente infectados e
ndo infectados confirmados pelo ELISA™.

As amostras foram processadas de acordo
com o protocolo preconizado por Mecca et
al”?, onde os exsudatos carneos foram diluidos
em tampdo Tris/HCl (10mM, pH 7,5), NH,CI
(150mM), NaNO, (ImM) e NaN, (ImM) para
lise de eritrdcitos e conversao da hemoglobina em
um composto estavel, que permitiu a mensuragao
da quantidade de sangue por espectrofotometria
em comprimento de onda por filtro de 540 nm.
Apos diluigdo de todas as amostras numa
mesma concentragdo de sangue, os exsudatos
foram ensaiados simultaneamente nos testes de
aglutinacao.

Hemaglutinagao indireta (HI)

Os testes de Hemaglutinagao Indireta (HI)
para deteccdo de anticorpos IgG anti-T. gondii
em amostras de exsudato carneo bovino foram
realizados com o kit comercial Imuno-Hai Toxo
(Wama®) seguindo as especificagdes do fabricante.
Foram adicionados 25 pL do exsudato carneo em
placas de microtitulagdo descartaveis, com fundo
em “V” de 96 cavidades, seguida da adi¢do de 25 pL
da suspensdo de hemadcias sensibilizadas com
componentes de Toxoplasma gondii. As placas
foram agitadas por vibragdo mecéanica por 3 a 4

Marciano MAM, Andrade Junior HE Meireles LR. Avaliagdo das rea¢des de Hemaglutinagdo Indireta (HI) e Aglutinagdo Modificada (MAT)
na detecgao de anticorpos IgG anti-T. gondii em exsudatos carneos bovinos. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2019;78:e1766.

minutos e mantidas em repouso por 1 a 2 horas
em temperatura ambiente (20°C) em bancada
fixa livre de vibragdes. Apds esse periodo, foi
realizada a leitura macroscopica das placas,
considerando como positivas as reagdes que
resultaram na formacio de uma rede ou malha
semitransparente sobre o fundo das cavidades.
Por outro lado, as reagdes foram consideradas
negativas quando houve a formagdo de um botao
escuro, nitido, uniforme e sem halo reagente no
fundo das cavidades. Foram aplicados na placa,
controles positivo e negativo, constantes no kit
comercial para comparagao dos resultados.

Teste de aglutinacao modificada (MAT)

Para o teste de aglutinacao direta
modificada (MAT) foram confeccionadas glacas
de 96 pogos de fundo em “V” (Costar ), de
acordo com o protocolo descrito por Desmonts
e Remington' com algumas modificagdes. Para
a produgao do antigeno, taquizoitos da cepa RH
(tipoI),mantidosnoLaboratériodeProtozoologia
do IMT-USP por inoculagao em camundongos
Swiss, foram filtrados do lavado peritonial e
diluidos 1:1 (v/v) em solugdo de formaldeido 6%.
Posteriormente, essa solugdo foi centrifugada
a 600 g por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspendido em
solucdo fisioldgica por mais duas vezes para
limpeza e retirada dos debris celulares. Em
seguida, os parasitas foram suspensos em tampao
borato pH 8,7 e quantificados em camara de
Neubauer para ajuste da solugdo em concentragao
final de 10° taquizoitos/mL. Em seguida, foi
padronizada a concentragao ideal de taquizoitos
a partir de dilui¢oes seriadas na base 2 partindo-
se de 1/2 até 1/128 de antigeno diluido em
tampao borato pH 8.2, contendo Azul de Evans.
Foram testados soros bovinos conhecidamente
positivos e negativos, nas dilui¢des 1/10, 1/100
e 1/1000, previamente ensaiados por ELISA.
Apéds a padronizagdo, foram adicionados 25
uL das amostras de exsudatos, diluidas 1:2 em
tampao Tris/HCI (10 mM, pH 7,5), NH,CI (150
mM), NaN, (1 mM) e azida sédica (1 mM),
anteriormente ensaiadas pelo ELISA, seguidos de
25 uL de tampao Borato pH 8.2, contendo 0,2% de
Azul de Evans e posteriormente 50 pL do antigeno.
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As placas foram homogeneizadas manualmente e
mantidas em temperatura ambiente por 18 horas
(20°C). A partir da leitura macroscépica do teste,
foram consideradas positivas todas as reacoes que
resultaram na formagdo de uma rede ou malha
semitransparente sobre o fundo das cavidades.
Por outro lado, as reacdes foram consideradas
negativas quando se formou um botao escuro,
nitido, uniforme e sem halo reagente no fundo.

Analise estatistica

Os indices de sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivos e negativos bem como
os intervalos de confianca de 95% para propor¢des
e a concordancia entre os testes (indice kappa) foram
estimados utilizando o programa Epilnfo 6.01., sendo a
reacdo de ELISA considerada como teste de referéncia.

Hemaglutinagao Indireta (HI)

Os resultados da HI apresentaram baixa
concordancia com os resultados do ELISA (método
de referéncia), com baixos indices de sensibilidade,
especificidade e valores preditivos positivos e negativos
(Tabela 1). No total de 32 amostras positivas, reagentes
no ELISA, somente 5 amostras foram positivas
pelo HI, apresentando, portanto, 27 amostras falso-
negativas. Este fato pode estar relacionado a provavel
interferéncia na ligagdo das imunoglobulinas da classe
IgG presentes no exsudato, podendo haver competicao
nos sitios de ligagdo do complexo antigeno anticorpo,
diferentemente em ensaios com amostras de soro'.

Teste de aglutinacao modificada (MAT)

Semelhante aos resultados da hemaglutinagao
indireta, os resultados do MAT apresentaram baixa
concordancia com os resultados do ELISA (método
de referéncia), com baixos indices de sensibilidade,
especificidade e valores preditivos positivos e negativos
(Tabela 2). Da mesma forma que a HI, houve uma
discrepancia dos resultados das amostras no MAT
quando comparados ao ELISA, no qual somente 07
do total de 32 amostras positivas, foram reagentes,
apresentando, portanto, 25 amostras falso-negativas.

A menor sensibilidade verificada no HI em
relagdo ao MAT, quando comparados ao ELISA, pode
estar relacionada ao fato do teste comercial apresentar
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quantidade especifica de antigeno, padronizada para
a deteccao de anticorpos em amostras de soro, nao
sendo possivel estabelecer doses padronizadas para
teste em exsudatos carneos'.

Tabela 1. indices de sensibilidade,
especificidade e valores preditivos positivos e negativos para a

reacdo de HI comparada ao método de referéncia (ELISA) para

Determinacdo dos

amostras de exsudato bovino

HI ELISA
Positivo Negativo Total
Positivo 05 08 13
Negativo 27 49 76
Total 32 57 89

Sensibilidade: 15.6% (I1.C.95% = 5.9 — 33.5)
Especificidade: 86.0% (I.C. 95% = 73.7 - 93.3)

Valor Preditivo Positivo: 38.5% (I.C. 95% = 15.1 - 67.7)
Valor Preditivo Negativo: 64.5%(1.C. 95% = 52.6 — 74.9)

Tabela 2. Determinagdo dos indices de sensibilidade,
especificidade e valores preditivos positivos e negativos para
a reagdo de MAT em relacio ao ELISA para amostras de

exsudato bovino

MAT ELISA
Positivo Negativo Total
Positivo 07 10 17
Negativo 25 47 72
Total 32 57 89

Sensibilidade: 21,9% (I.C.95% = 9.9 - 40.4)
Especificidade: 82,5% (I.C. 95% = 69.6 — 90.0)

Valor Preditivo Positivo: 41,2% (I1.C 95% = 19.4- 66.5)
Valor Preditivo Negativo: 65,3% (I.C 95% = 53.1 - 75.9)

Os resultados obtidos, neste trabalho,
denotam que a aplicagdo dos testes de aglutinacao
paraamostras de exsudato carneo bovino foilimitada,
quando comparada aos resultados do ELISA,
permitindo verificar algumas particularidades
que parecem estar relacionadas a espécie animal
estudada, pois dados da literatura mostram que o
teste de aglutinagao modificado (MAT) apresentou
altos valores de sensibilidade e especificidade para
amostras de esxudato carneo de coelho®. Este
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tipo de problema pode ser decorrente da forma de
exsanguina¢do do animal durante o abate, restando
mais sangue na carne bovina “carne vermelha” do
que na carne de coelho que apresenta coloragiao
résea. Além disso, a quantidade de mioglobina
presente na fibra muscular da carne bovina e liberada
durante o processo de ruptura da fibra muscular pelo
descongelamento da carne é superior ao da carne de
coelho, fator que poderia influenciar na mensuragao
de sangue presente no exsudato bovino pela
espectrofotometria. Resultados falso negativos foram
também obtidos por outros autores em ensaios com
o Kit comercial PrioCHECK Toxoplasma AB para
amostras de exsudato carneo suino’.

Os testes de HI e MAT para bovinos
apresentaram resultados favoraveis para as amostras
de soro'?, em infeccdo experimental, porém para
as amostras provenientes de exsudatos de cortes
comerciais, os indices obtidos foram inferiores,
com baixa concordéancia em relagdo ao ELISA. Estes
achados podem estar relacionados ao volume e a
quantidade de proteinas totais e outros componentes
do exsudato carneo bovino, incluindo a presenca
de grande quantidade de material adiposo. Esta
questdo ¢ plausivel pelo proprio aspecto do
exsudato bovino que apresenta maior numero de
componentes precipitados apds centrifugacao, além
de maior quantidade de sangue e intensidade de cor
vermelha. Assim, a maior quantidade de proteinas
ndo especificas presentes nas amostras de exsudatos
bovinos poderiam influenciar a reagao de aglutinagao
dos anticorpos IgG especificos com os epitopos
antigénicos do T. gondii, ja que estas proteinas
poderiam competir com os sitios de ligacao do
antigeno, impedindo a formagdo do imunocomplexo,
o que explicaria os resultados falsos negativos
encontrados em nossos testes de aglutinacgdo.
Outro aspecto importante, que deve ser levado em
consideragdo, ¢ o elevado grau de vascularizacao
da carne bovina que permite a liberacdo de uma
quantidade maior de sangue e exsudato carneo,
necessitando de mais diluente na solucdo final a
ser ensaiada. Outro ponto que deve ser ressaltado
¢ a resposta imunoldgica intrinseca de cada espécie
em relagdo a infecgao por T. gondii. Estudos relatam
que os bovinos sdo mais resistentes a infecgdo pelo
protozoario quando comparados a outras espécies
animais, apresentando menor titulo de anticorpos

e menor numero de cistos teciduais que as demais
espécies de produgao®. Alguns autores relatam que
o risco de infec¢ao por T. gondii pela ingestio da
carne bovina pode estar associado a fatores como
adulteracdo dos produtos carneos bovinos, com o
proposito de baratear o produto, por adi¢do de carne
de outras espécies mais contaminadas com cistos
do parasito'®, como por exemplo, a carne suina.
Contudo, cistos teciduais de T. gondii foram isolados
em visceras de bovinos naturalmente infectados'®
foi demonstrado que os mesmos podem permanecer
vidveis por periodos superiores ha trés anos em
coragdo, lingua e figado'

Assim, é necessario enfatizar que os testes de
aglutinagdo, utilizando o exsudato cdrneo, devem ser
rigorosamente padronizados e avaliados para cada
espécie animal antes de serem utilizados como testes
de triagem, ja que podem sofrer agdo inespecifica dos
constituintes do exsudato como demonstrado neste
trabalho para amostras de bovinos. Vale ressaltar a
importancia deavaliar a sensibilidade e especificidade
dos métodos analiticos frente a um método de
referéncia, garantindo resultados confiaveis.

O presente estudo denota a importancia
do desenvolvimento de técnicas diagnodsticas
alternativas para amostras de alimentos, consideradas
matrizes complexas. A aplicagdo do exsudato
carneo como material bioldégico é um método
factivel, recentemente empregado, que possibilita
a otimiza¢do das andlises em cortes comerciais de
carne. Os resultados dos testes de aglutinagao HI e
MAT na detecgdo de anticorpos anti-T. gondii em
exsudatos carneos bovinos provenientes de cortes
comerciais revelaram baixos indices de sensibilidade
e especificidade quando comparados ao ELISA
que foi considerado método de referéncia. Quando
comparados os resultados dos testes de aglutinacao,
o MAT apresentou uma maior sensibilidade, com
um numero menor de amostras falso negativas em
relacdo ao HI, fato este que pode estar relacionado a
padronizagdo da reacao, diferentemente do HI que
foi aplicado um kit comercial. Apesar dos resultados
obtidos neste trabalho demonstrarem a baixa
sensibilidade dos métodos de HI e MAT, outros
parametros destes testes poderdo ser avaliados em
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estudos futuros visando a utilizacio dos mesmos
para deteccio de imunoglobulinas especificas em
exsudato carneo. Vale ressaltar que pela primeira vez
foi aplicado o exsudato carneo em testes comerciais,
sendo relevante os achados para nortear pesquisas
futuras, principalmente no controle de alimentos
frente a patdgenos intrinsecos.
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RESUMO

Os embutidos carneos estdo entre os produtos mais consumidos e comercializados e podem
representar uma importante fonte de contaminagdo por micro-organismos patogénicos ou
deteriorantes decorrentes de manipulagdo excessiva, do aumento da superficie de contato e pela
maior exposi¢do ao oxigénio atmosférico. Este trabalho avaliou a qualidade microbioldgica de
mortadelas fatiadas comercializadas em Fortaleza, CE. Foram coletadas 12 amostras de mortadelas,
de diferentes marcas, em supermercados de Fortaleza, CE e estas foram fatiadas e embaladas no
momento da compra. As amostras foram submetidas a avaliagao microbioldgica quanto a presenca de
coliformes termotolerantes, estafilococos coagulase positiva e presenga/auséncia de Salmonella spp.
Os resultados obtidos demonstraram que todas as amostras analisadas estavam dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislagdo brasileira. A presenca de coliformes e estafilococos coagulase positiva
nos alimentos, mesmo que seja em niveis inferiores aos preconizados pela legislagdo vigente, pode
indicar condi¢des higienicossanitarias insatisfatorias. Neste contexto, enfatiza-se a necessidade de
efetuar a adogdo de boas préaticas em supermercados e maior fiscalizacdo por parte dos drgios
responsaveis, com o intuito de minimizar os possiveis problemas de satide publica.

Palavras-chave. qualidade dos alimentos, andlise microbioldgica, alimentos industrializados,

embutido carneo.

ABSTRACT

Meat sausages are among the mostly consumed and commercialized products, and they are
the important source of contamination by pathogenic or deteriorating microorganisms due to
the excessive manipulation, the increased surface contact and the considerable exposure to the
atmospheric contents. The objective of this study was to evaluate the microbiological quality of
sliced mortadella commercialized in Fortaleza, CE. Twelve samples of mortadella from different
brands were collected in supermarkets located in Fortaleza, CE, and they were sliced and packed
at the time of purchase. The samples were evaluated by the microbiological analyses for detecting
the occurrence of thermotolerant coliforms, coagulase positive staphylococci and presence/absence
of Salmonella spp. The results from the present study showed that all of the analyzed samples were
within the standards established by the Brazilian legislation. The occurrence of coliforms and
coagulase-positive staphylococci in food, even at lower levels than those recommended by current
legislation, they indicate the unsatisfactory sanitary hygienic conditions. Therefore, it is emphasized
the need to adopt the good practices in supermarkets and a major supervision by the responsible
agencies, in order to minimize the occurrence of possible public health problems.

Keywords. quality of food, microbiological analysis, food of animal origin.
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A atual rotina dos consumidores requer
praticidade e conveniéncia no preparo dos alimentos,
assim esses fatores podem influenciar na escolha de
produtos prontos para o consumo’.

Neste contexto, os embutidos cdrneos,
elaborados a base de carne e/ou mitidos comestiveis
acrescidos ou ndo de especiarias, condimentos e
submetidos a acdo do calor, estdo entre os produtos
mais consumidos e comercializados. Nesse grupo,
encontram-se mortadelas, peito de peru, salsichas e
presunto cozido®.

Nos setores de fatiamento de produtos
embutidos dos supermercados, observa-se falta de
controle ou inspe¢ao em relagdo a manipula¢ao desse
tipo de alimento. Nesse ambiente, a maior parte dos
produtos vindos da industria é fracionada em grande
quantidade, o que aumenta o risco a saide dos
consumidores, devido a ndo ado¢ao das boas praticas
com os utensilios e equipamentos utilizados durante
o fatiamento, aumento da superficie de contato do
produto com o oxigénio™*.

De acordo com Alves et al>, um importante
agente  de contaminagdo dos alimentos é o
manipulador, pois os habitos ou praticas inadequadas
de higiene, podem favorecer a veiculagdo de micro-
organismos patogénicos, tais como Salmonella spp.,
Staphylococcus spp., Escherichia coli, Shigella spp.,
Listeria spp., Streptococcus spp. e virus da hepatite
que podem levar a ocorréncia de doengas aos
consumidores.

Diante do exposto, observa-se relevancia do
presente estudo para os consumidores e autoridades
sanitarias, visto a escassez de investigagbes e
publicagbes sobre a qualidade microbioldgica
de embutidos fatiados e comercializados nos
supermercados. Desta forma, este trabalho teve
como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica de
mortadelas fatiadas comercializadas em Fortaleza,
CE.

Foram adquiridas 12 amostras de mortadela na
qualidade de consumidor, nos meses de julho a outubro
de 2017, em supermercados da cidade de Fortaleza, CE
sendo analisadas cinco marcas diferentes.
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As mortadelas foram fatiadas no ato de
aquisi¢do e embaladas em bandejas de poliestireno
cobertas por filme de PVC. As amostras foram
transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo
ao laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Centro Universitario Estacio do Ceara para as analises
microbiolégicas, de acordo com os parametros
estabelecidos pela Resolugdo RDCn° 12, de 02 dejaneiro
de 20015, e avaliadas quanto a presenga de coliformes
termotolerantes, estafilococos coagulase positiva e
Salmonella spp. A pesquisa desses micro-organismos foi
realizada segundo a metodologia de Silva et al’.

A determinagao de coliformes termotolerantes
ocorreu por meio da técnica do Numero Mais
Provavel (NMP) de trés tubos multiplos, onde
dilui¢des 10!, 102 e 10 das amostras dos produtos
foram preparadas com Agua Peptonada (Oxoid) e,
em seguida, aliquotas de 1 mL foram inoculadas em
Caldo Lauril Sulfato Triptose (Oxoid) — LST simples.
Os tubos foram incubados a 35°C durante 48 horas e
avaliados quanto ao crescimento e producao de gas.
Em seguida, as culturas positivas foram inoculadas
em Caldo Verde Brilhante Bile 2% - BVB (Oxoid),
incubadas a 35°C durante 48 horas e examinadas
quanto ao crescimento e produgao de gas. As culturas
do caldo LST que também apresentaram crescimento
com produgao de gas em caldo BVB, foram inoculadas
em caldo EC (Oxoid), incubadas a 45°C durante
24 horas e examinadas quanto a producdo de gas
para confirma¢do de coliformes termotolerantes.
O NMP de coliformes termotolerantes (NMP/g)
foi determinado com base na propor¢ido de tubos
positivos para a produgao de gas.

A pesquisa de Salmonella spp. foi constituida
das etapas de pré-enriquecimento das amostras
em Caldo Lactosado (Oxoid) durante 24 horas a
35°C, seguida da retirada de 0,1 mL deste caldo
para inoculagdo em 10 mL de Caldo Rappaport
(Oxoid) e de 1 mL para o enriquecimento seletivo
em 10 mL de Caldo Tetrationato (Oxoid) com
incubac¢ao por 24 horas a 35°C. Apos esse periodo,
uma alcada das solugdes foi estriada em Agar Xilose
Lisina Desoxicolato - XLD (Oxoid) e Agar Entérico
de Hektoen - HE (Oxoid) com incubagao por 24
horas a 35°C. As coldnias tipicas de Salmonella
spp. devem apresentar-se transparentes, com ou sem
centro preto, de cor rosa escuro nas placas contendo
XLD e coloragio verde azulada nas placas com HE.
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A contagem de estafilococos coagulase positiva
foi realizada com inoculagio de 0,1 mL em Agar Baird-
Parker (Oxoid), a partir das diluigoes 10!, 10 e 10~ das
amostras dos produtos preparadas com Agua Peptonada
(Oxoid). Apds a incubagdo a 35°C por 48 horas, as placas
contendo entre 20 e 200 colonias, foram selecionadas
para as contagens (UFC/mL ou g). As colonias com
coloragdo preta, zona opaca e halo transparente foram
submetidas ao teste de coagulase, sendo consideradas
positivas as que apresentaram a formacgao de coagulo.

Segundo a RDC n°l2, os padroes
microbiolégicos para produtos carneos cozidos ou ndo,
maturadosounao, fracionadosou fatiados, mantidossob
refrigeracao permitem o limite de até 10° de coliformes
termotolerantes, até 5 x 10° de estafilococos coagulase
positiva e estabelecem a auséncia de Salmonella spp.
em 25g. De acordo com os resultados apresentados
na Tabela verificou-se auséncia de Salmonella spp.
nas amostras, porém em nove amostras (75%) foram
encontrados coliformes termotolerantes e estafilococos
coagulase positiva, mesmo que em niveis inferiores aos
preconizados pela legislagdo vigente.

Tabela. Resultado das andlises microbioldgicas de mortadelas fatiadas
comercializadas em supermercados na cidade de Fortaleza,

P — Coliforriles Salmonella Esct:fé:;lc:s‘;os
45°C SPp- positiva>
A 4 NMP/g Auséncia 3,35x10°
B 3 NMP/g Auséncia <10*
C 3 NMP/g Auséncia <10*
D 1100 NMP/g  Auséncia <10
E 9 NMP/g Auséncia 4,28x10?
F 4 NMP/g Auséncia 3,63 x 10
G 43 NMP/g  Auséncia 5,3x 10"
H <3NMP/g  Auséncia 1,1 x10°
I 4 NMP/g Auséncia 2,1x10?
J <3NMP/g  Auséncia 2,5x 10"
L 4 NMP/g Auséncia 1,3x 10
M <3NMP/g  Auséncia 2,9x 10"
estiﬁﬁé?ido 10° Aellllsle; SC gla 5x 10°
na legislacdo

Nota: (') Nimero mais provavel (NMP); (*) Contagem em placas
- UFC/g

Santos et al® encontraram resultados diferentes
ao avaliar a qualidade higienicossanitaria de 51
amostras de frios pré fatiados. Dessas amostras
analisadas 10 estavam fora dos padroes estabelecidos
em relagdo aos coliformes termotolerantes, ou seja,
ultrapassaram o valor permitido de 10° NMP ou
UFC/g. Os autores observam também que trés
amostras apresentaram Salmonella spp., enquanto
para Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e
clostridios sulfito-redutores estavam de acordo com
a legislacao vigente.

Os embutidos fatiados necessitam de maiores
cuidados, visto que, sofrem excessiva manipulag¢ao,
e apresentam uma maior superficie de contato com
0 oxigénio, o que favorece a contaminagdo por
micro-organismos deteriorantes ou patogénicos'.
Desta forma, apesar da quantidade de coliformes
termotolerantes e estafilococos coagulase positiva
estarem dentro dos limites estabelecidos pela
legislagdo, a presenca desses micro-organismos
em mortadelas fatiadas pode ser atribuida a
diversos fatores como falhas no processo produtivo,
higieniza¢do de equipamentos e utensilios de forma
inadequada, falta de cuidados durante a manipulagao,
armazenamento dasembalagensemlocal inadequado
e expostas a possiveis contaminantes.

A presenga de coliformes em amostras de
mortadelas fatiadas pode sugerir uma contaminagao
no pos-processamento, durante o fatiamento da
mortadela e pela embalagem utilizada’, enquanto a
presenca de estafilococos nos alimentos ¢é indicativa
de condi¢cdes higienicosanitarias insatisfatorias,
especialmente em relagido aos manipuladores,
necessitando de maior aten¢do com vestimentas
adequadas e limpas, uso de luvas e higienizacao
constante das maos®.

Salmonella spp. é um enteropatogeno
responsavel por causar casos e surtos de origem
alimentar. Sua presenca no alimento implica na
rejeicao de todo lote'.

Os micro-organismos pesquisados estavam
abaixo do limite permitido pelalegislagdo, o que pode
estar relacionado a presenca de conservantes em sua
formulagdo ou pelo processo de defumagdo e por
estarem armazenados sob refrigeracdo, ressaltando
que a temperatura de armazenamento dos alimentos
¢ fundamental para conservagio e inibicao do
crescimento microbiano. O armazenamento sob
refrigeracdo diminui a velocidade de reagoes
bioquimicas ou a atividade microbiana'.
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Os conservantes quimicos utilizados nos
alimentos proporcionam condi¢des desfavoraveis
para o crescimento de micro-organismos, como no
caso do nitrato e nitrito utilizados em mortadelas,
além de promoverem a coloragio e sabores
caracteristicos, assim como podem prolongar o
tempo de conserva¢ao do produto'.

A defumagdo ¢é uma pratica antiga
responsavel por atribuir colora¢do e sabor aos
alimentos. Esse processo estende a vida util
do produto devido aos efeitos combinados da
salga, da cocgdo, da secagem e da deposicao de
substidncias quimicas bactericidas presentes na
fumaca, isto é, os fendis, os aldeidos e os acidos
organicos'’.

As analises microbioldgicas das
mortadelas  fatiadas encontram-se dentro
dos limites estabelecidos pela legislagdo
brasileira. Entretanto, a presenga de coliformes
termotolerantes e estafilococos coagulase positiva
podem indicar condi¢des higienicossanitarias
inadequadas.

Devido a poucos estudos sobre o assunto,
ressalta-se a necessidade de mais pesquisas
com alimentos fatiados comercializados em
supermercados, visto que estes sao produtos prontos
para o consumo e podem oferecer um risco a saude
dos consumidores quando contaminados.

Dessa forma, enfatiza-se a importancia de
uma fiscalizagdo mais rigorosa, implanta¢do das
boaspraticasde manipulagdo pelos supermercados,
treinamentos dos manipuladores quanto a
forma correta de higienizacdo de equipamentos
e utensilios, além do armazenamento das
embalagens em locais longe de contaminagdo,
com o intuito de minimizar agravos a saude dos
consumidores.

Ao Centro Universitario Estacio do Ceara pelo
incentivo e apoio financeiro.
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RESUMO

As infecgdes parasitarias intestinais sdo amplamente distribuidas em todo o mundo e a populagéo
infantil é a mais afetada. A prevaléncia das infec¢des parasitarias intestinais materna e infantil de
pacientes atendidos em uma unidade de satide ptiblica do municipio de Lagoa Santa, Minas Gerais
foi avaliada pela técnica de centrifugo sedimentagdo em formol-éter. A positividade foi de 41,7%
para gestantes, 37,3% para maes e 35,7% em criangas. Endolimax nana (17,1%) e Giardia intestinalis
(17,1%) foram os parasitos mais frequentemente detectados em criangas com idade inferior a dois
anos e em gestantes (33,3%). Para as maes, G. intestinalis (20,3%) foi o parasito mais prevalente
seguido de Entamoeba coli (17%). A infec¢do simultdnea de mae e filho foi detectada em 7 das
25 criangas infectadas. Apesar das a¢oes de educagdo em saude, melhoria no nivel educacional e
acesso a servicos médicos, a frequéncia de infec¢des por endoparasitas permanece alta. A literatura
é escassa em relacdo ao tema e acredita-se que a deficiéncia na aplicagdo de medidas de educagio
sanitaria possa fazer com que maes infectadas possam contribuir para a infecgdo parasitéria de
seus filhos, assim como os filhos podem ser fonte de infec¢do para suas maes.

Palavras-chave. saide publica, satde de grupos especificos, infecgdes parasitarias, protozoarios
intestinais.

ABSTRACT

Intestinal parasitic infections are widely distributed throughout the world and children are the
most affected population. The objective of the present study was to evaluate the prevalence of
parasitic maternal and infant intestinal infection of patients attended at a public health unit in
the municipality of Lagoa Santa, Minas Gerais. The centrifugal-sedimentation in formol-ether
was the technica used for stool analysis. Positivity was observed in 41.7% for pregnant women,
37.3% for mothers and 35.7% for children. Endolimax nana (17.1%) and Giardia intestinalis
(17.1%) were the most frequently detected parasites in children under two-years old and pregnant
women (33.3%). For mothers, G. intestinalis (20.3%) was the most prevalent parasite followed
by Entamoeba coli (17%). Simultaneous infection of mother and child was detected in 7 of 25
infected children. Despite health educations actions, improvement in educational level, and
access to medical services, the frequency of endoparasite infections remains high. Literature
is scarce in relation to the present theme and it is believed that infected mothers can contribute
for parasitic infection of their kids, just as children can be a source of infection for their mothers.

Keywords. public health, health of specific groups, parasitic infections, intestinal protozoa.
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As infec¢bes  parasitarias  intestinais
continuam sendo um dos principais problemas
de saude publica mundial pelo grande nuimero
de pessoas afetadas. Estas merecem especial
ateng¢do nos paises em desenvolvimento, pois estao
intimamente associadas as condigdes sanitarias
precarias e podem causar consequéncias adversas
para os individuos infectados, sobretudo criangas'.
Ja nas mulheres adultas, na maioria das vezes, as
parasitoses nao configuram uma situagao nosoldgica
propria e raramente interferem na capacidade
produtiva e reprodutiva da mulher. Tal fato faz
com que seu diagndstico seja protelado e detectado
apenas pelo exame coproparasitologico, quando esse
é solicitado®.

A associagdo entre gravidez e parasitos
intestinais foi estimada em 6,9 milhoes (26,7%)
das 25,9 milhées de mulheres gravidas na Africa
Subsariana®. A associacdo entre gravidez e a
ocorréncia de parasitoses tem despertado o interesse
de alguns pesquisadores, por se tratar de grupo com
caracteristicas proprias e transitorias dos padroes
metabolicos, endocrinolégicos e imunologicos.
O conhecimento das rotas de transmissio e a
prevaléncia das parasitoses intestinais sdo uteis
na implementacdo de estratégias preventivas e
terapéuticas como parte das iniciativas em saude
publica'.

Dada a auséncia de informagdes sobre a
relacdo materno-infantil, sobretudo no que se
refere a regido de Lagoa Santa - MG, o presente
trabalho teve por objetivo verificar a frequéncia
de parasitos intestinais em gestantes, criangas
recém-nascidas, de até dois anos de idade, e
suas respectivas maes, sendo estudo importante
para o conhecimento epidemiolégico destas
doencgas.

Etica

O presente trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa, da Faculdade
da Saude e Ecologia Humana (FASEH), sob o
protocolo de n® 123/2006 conforme a resolugdo
CNS 466/12.
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Descricao da area

O estudo foi realizado no municipio
de Lagoa Santa — MG, localizado a 40 Km,
aproximadamente, da capital do estado de
Minas Gerais. Possui cerca de 231,9 Km2 de
area e populagdo estimada em julho de 2017 de
61.752 habitantes. O municipio conta com uma
rede de saude para assisténcia populacional
composta por: uma Policlinica; oito unidades
basicas de saide (Programa de Saude da Familia
- PSF); um hospital, Santa Casa de Misericordia
de Lagoa Santa (Hospital Dr. Lindouro Avelar);
e um CAPS - Centro de Atengdo Psico-social.

Coleta de dados

O trabalho consistiu na realizagdo de
um estudo transversal, com amostra definida
pelo cadastramento de familias residentes na
area de abrangéncia do PSF Mdrio Casassanta,
municipio de Lagoa Santa, MG.

A amostra foi composta por todas as
gestantes e criangas menores de dois anos de
idade com as suas respectivas maes cadastradas
no PSE tendo como critério de inclusdo ter
assinado o TCLE (Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido) e fornecer trés amostras de
fezes, resultando em n=216, sendo 21 gestantes,
99 criangas menores de dois anos e 96 maes das
respectivas criangas. Previamente, foram dadas
orientagoes e entregue o TCLE para assinatura
atestando consentimento sobre a pesquisa. Em
seguida, foram distribuidos coletores universais
de fezes contendo fixador MIF (merthiolato-
iodo-formaldeido) tamponado para a coleta de
trés amostras, em dias alternados.

Processamento das amostras

As amostras de fezes foram processadas
utilizando o método de sedimentagao por
centrifugacdo por formol-éter (método de
Blaag) para detecgdo de ovos e larvas de
helmintos, assim como cistos e oocistos de
protozodrios. A partir da homogeneizacao
de aproximadamente 2g de fezes em 10ml de
MIF, o material foi filtrado em gaze cirtrgica,
dobrada quatro vezes e, posteriormente,
2ml do filtrado foi misturado a 4ml de éter e
centrifugado por 1 minuto a 1500rpm. Apds
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centrifugacao, o sobrenadante foi desprezado e trés
laminas com laminula (24 x 32 mm) do sedimento
de cada sujeito da pesquisa foi examinado em
microscdpio 6ptico, no Laboratério de Parasitologia
da Faculdade de Sauide e Ecologia Humana (FASEH).

Dos 216 individuos para os quais foram
entregues TCLE e os coletores de fezes, 141 (65%)
retornaram com as amostras para andlise, sendo
12 (8,5%) gestantes, 59 (42%) maes e 70 (49,5%)
criangas menores de dois anos de idade (Tabela 1).
Tabela 1. Percentual de individuos infectados por parasitos

intestinais em uma populacio atendida em uma unidade de
saude publica do municipio de Lagoa Santa, Minas Gerais

Grupo Amostra total ~ N° Infectados (%)
Gestantes 12 05 (41,66)
Maes 59 22 (37,28)
Criangas 70 25(35,71)
Total 141 52 (36,87)

A andlise coproparasitolégica, verificou-se
que 65 (46%) individuos apresentaram algum tipo
de parasito intestinal, sendo que destes, 12 (18,5%)
apresentavam-se infectados por mais de um parasito.

Quanto a  distribuicdo  total  dos
enteroparasitos  na  populagdo  parasitada,
verificou-se que 28 (43,1%) estavam parasitados
por Endolimax nana, 21 (32,3%) por Giardia
intestinalis, 14 (21,5%) por Entamoeba coli, 2 (3,1%)
por Entamoeba histolytica/ E. dispar (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia de protozodrios de acordo com espécies
em gestantes, maes e criancas residentes no municipio de Lagoa
Santa, Minas Gerais

Gestante Mae Crianga Mae+Crianga

E. nana 04(333%) 12(203%) 12(17,1%) 02
G. intestinalis 01(8,3%) 10(170%)  03(4,3%) 03
E. coli 04(333%)  02(34%) 12(17,1%) 02
E.histolytica/E. 00 05 (8,5%) 00 00

dispar

\

No que tange a relagdo materno-
infantil, das 25 criangas parasitadas, sete (28%)
apresentaram correspondéncia com parasitismo
materno, sendo duas infectadas por E. nana; duas
por G. intestinalis e trés por E. coli.

No presente estudo verificou-se que na
drea de abrangéncia do PSF Mario Casassanta
¢ marcante a auséncia de saneamento basico;
a presenca de fossas sépticas; agua nao potavel
proveniente de cisternas e pogos artesianos. A
literatura cientifica aponta que este conjunto de
fatores pode estar relacionado ao favorecimento
da transmissdo de parasitos intestinais. Estes
figuram como um importante problema de
saude publica em todo o mundo, sobretudo
nos paises em desenvolvimento. Tal fato deve-
se, dentre outros fatores, as precarias condigdes
de saneamento basico e ao baixo nivel sécio-
econdmico de uma popula¢io, que em associagdo
com habitos higiénicos precarios contribuem
para a perpetuacao dos enteroparasitos**.

No presente estudo verificou-se que
E. nana foi o parasito mais frequente, seguido
por G. intestinalis, E. coli e E. histolytica/E dispar.
A transmissdo de protozodrios patogénicos e
helmintos pela dgua é um grave problema de
saude publica*’. A alta prevaléncia de E. nana
pode ser considerada um indicativo para a falta
de condi¢oes de saneamento basico do ambiente,
0 que constitui um fator de risco crucial para
frequéncia de outros parasitos considerados
patogénicos*”.

Nas populagoes onde verifica-se baixos
niveis socio-econdmicos, como falta de agua
tratada e auséncia de escoamento sanitdrio, as
criangas sdo realmente as mais prejudicadas, visto
que tém alimentacdo e imunidade muitas vezes
insuficientes, assim como habitos higiénicos
pouco consolidados como néo lavagem das maos
antes das refeicoes ou apds uso de sanitario,
higieniza¢do inadequada de alimentos a serem
ingeridos in natura, dentre outros. Assim, ficam
mais facilmente expostas aos locais e aos riscos
de infec¢ao®.

Apds a analise coproparasitologica, foi
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possivel verificar que cerca de 35,7% das amostras
provenientesdecriancascomidadeinferioradoisanos
de idade encontravam-se positivas para pelo menos
uma espécie de protozoario, sendo G. intestinalis e E.
nana os mais prevalentes. Estes resultados concordam
com outros estudos onde foram analisadas amostras
de fezes de criangas entre seis meses a cinco anos,
tendo G. intestinalis como parasito intestinal mais
prevalente’. Dentre os principais parasitos intestinais
que infectam humanos, o protozoario G. intestinalis
destaca-se como um dos mais frequentes observados
em inquéritos coproparasitologicos realizados em
diferentes regides do mundo, especialmente em paises
em desenvolvimento, onde é uma das principais
causas de diarreia infecciosa, sobretudo em criangas®.
Apos sua implantacgao, este parasito causa episddios
de diarreia, tendo como consequéncia problemas de
md absor¢do, avitaminoses, desnutricido e diminui¢do
da capacidade de desenvolvimento fisico e cognitivo’.

O parasitismo, a partir dos seis meses de
vida, pode estar relacionado ao periodo de desmame
da crianga, introdugdo de novos alimentos e pela
etapa de maior mobilidade no ambiente. Alimentos
complementares contaminados sdo a principal rota
de transmissdo dos agentes causadores de diarreia
em criangas. Os baixos niveis de higiene materna
podem contribuir para o aumento da transmissao,
sobretudo para a populagdo pediatrica, uma vez
que as maes atuam como manipuladoras diretas do
alimento dos infantes. Praticas maternas adequadas
de manejo, preparo, administragdo e estocagem
dos alimentos complementares podem reduzir
a contaminagdo dos mesmos'. Neste estudo,
constatou-se a correspondéncia de parasitismo
materno-infantil em sete das 25 (28%) criangas
infectadas. A necessidade de uma maior pratica
de higiene pessoal, como o aumento do acesso a
agua limpa para lavagem das maos, acesso a fossas
sépticas apropriadas para restringir a contaminagdo
e educagdo relacionada a higiene pessoal e
ambiental sdo essenciais para que haja melhoria a
saude, sobretudo de criangas. Também pode estar
relacionado a maior susceptibilidade da populagao
infantil as infecgbes parasitarias, devido aos habitos
higiénicos inadequados, assim como aos niveis
socioecondmicos e de escolaridade'. Ensaios
randomizados devem ser realizados para abordar
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a relagdo causal entre higiene pessoal, infec¢do
parasitaria e desnutri¢éo.

Nas analises, nao se verificou a ocorréncia
de ovos ou larvas de helmintos, nas amostras
dos trés grupos estudados. Neste contexto, uma
importante questdo a ser considerada, refere-se as
atuais politicas das unidades basicas de satude e a
nova classe de profissionais de satude: os agentes
comunitarios. Desde a implementacao do Programa
de Saude de Familia, na década de 1990, tem se
verificado uma queda na ocorréncia de parasitoses
intestinais, sobretudo, com relagao aos helmintos. Tal
decréscimo parece ser um reflexo da ampla difusao e
distribui¢ao de “vermifugos” para a populagao, sem
a prévia constatacdo de positividade nos exames
coproparasitologicos. As evidéncias existentes
indicam que a desparasitagio em massa é um
investimento em satde, econdmico para governos de
paises de baixa renda onde as infec¢des por vermes
sao generalizadas''. A curto prazo, esta medida tem
mostrado resultados algumas vezes satisfatorios,
todavia, o tratamento inespecifico faz com que se
desconheca a frequéncia dos principais agentes
parasitarios, dificultando agdes politicas, sociais e
preventivas. Em outra pesquisa foi demonstrado que
a desparasitacio com albendazol ou praziquantel
durante o segundo ou terceiro trimestre da gravidez
trata efetivamente infecgdes suscetiveis, mas nao tem
efeito geral sobre anemia materna, peso ao nascer,
mortalidade perinatal ou anomalias congénitas'.
Além disso, a dosagem inadequada, associada a
inespecificidade parasitaria de algumas drogas tende,
a longo prazo, ao aparecimento de cepas resistentes
aos farmacos disponiveis. O tratamento coletivo
recomendado pelo governo brasileiro engloba, além
de outras parasitoses, as geohelmintiases utilizando o
albendazol®.

No presente trabalho verificou-se que
das cinco gestantes parasitadas, quatro estavam
infectadas por G. intestinalis, quatro coinfectadas
por E. nana e uma por E. coli, sendo todas
assintomaticas. Em um estudo também realizado
com gestantes, os autores verificaram que a infec¢do
parasitaria intestinal durante a gestacdo pode
representar fator de risco ndo declarado de anemia
e CIUR (crescimento intra-uterino restrito)".
Muitos autores sugerem que os sintomas sdo leves
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e os riscos nao esclarecidos. Logo, o tratamento
pode ser postergado para ap6s o parto e apenas em
situagdes graves devem ser tratadas, mas sempre a
partir do segundo semestre da gestagao'*".

Confirma-se com este estudo, a necessidade
de uma reavaliacdo e verifica¢dio da qualidade
do saneamento basico, melhores programas de
educacdo em saude bem como, uma modificagdo
do comportamento e habitos alimentares da
popula¢ao avaliada. Neste sentido, propde-se
como segunda fase desta avaliagdo, um estudo
longitudinal para avaliar as alteragdes nas relagoes
entre parasitismo materno-infantil, delimitando
suas possiveis causas e influéncias, entre elas o
aleitamento materno. Assim, com os resultados
do presente estudo, novas formas de intervengoes
sociais e educativas devem ser implementadas
pelas politicas publicas, que visem diminuir a
frequéncia das enteroparasitoses em gestantes,
maes e criangas menores de dois anos.

As gestantes, mdes e filhos por contribuirem para
que este trabalho fosse possivel de ser concluido.
As enfermeiras Ana Paula A. Pereira, Leticia E Sabino e
Sonia R. M. Wondollinger, que contribuiram com todo
processo de coleta e acolhimento dos participantes.
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ABSTRACT

This study identified the modal salient behavior, the normative and the control modal beliefs
on the nutritional label use for the prepackaged food products among the college students.
In November 2015, the exploratory qualitative research was conducted with 19 nutrition
students, applying the concepts of Theory of Planned Behavior. Contents analysis of two
organized focus groups and the statistical descriptive analysis of quantitative variables were
performed. Both focus groups mentioned the advantages of the use of nutritional information,
as the assistance for choosing the healthy food. A specific disadvantage associated with the
mentioned nutritional claims was this influence on the purchase decisions (behavioral beliefs).
The students mentioned their parents and siblings as the peoples who approve the use of this
information, when they purchase a product (normative beliefs). Small lettering and difficulty
to interpret the portions size indicated in the nutritional information on the labels were the
factors, which could difficult their use. Making easy to read the nutritional claims tend to
stimulate the purchasing decisions (control beliefs). Eleven salient modal beliefs were identified,
which may explain participants’ behavior when using information and nutrition claims.

Keywords. nutritional labeling, consumer behavior, student.

RESUMO

O trabalho teve como objetivo identificar as crengas modais salientes comportamentais, normativas e
de controle sobre o uso do rétulo nutricional de produtos alimenticios entre estudantes universitarios.
Em novembro de 2015, 19 estudantes de nutri¢do participaram de pesquisa qualitativa exploratoria,
que abordou conceitos da Teoria do Comportamento Planejado. Foram realizadas a andlise de
contetido de dois grupos focais e a andlise estatistica descritiva das varidveis quantitativas. Ambos
os grupos focais mencionaram vantagens do uso de informag¢des nutricionais, como auxilio na
realizacdo de escolhas de alimentos saudaveis. Uma desvantagem especifica associada as alegac¢des
nutricionais mencionada, foi a influéncia desta na decisdo de compra (crengas comportamentais). Os
alunos mencionaram seus pais e irmaos como pessoas que aprovam o uso dessa informagao, quando
compram um produto (crengas normativas). Quanto as letras pequenas e a dificuldade de interpretar
o tamanho das por¢des, na informagao nutricional nos rétulos, foram fatores que poderiam dificultar
o uso. Em rela¢io as alega¢des nutricionais, por serem faceis de ler, tenderam a estimular as decisoes
de compra (crencas de controle). Foram identificadas 11 crengas modais salientes, que podem
explicar o comportamento dos participantes ao usar a informacao e as alega¢des nutricionais.

Palavras-chave. rotulagem nutricional, comportamento do consumidor, estudantes.
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Nutritional information presented on food
product labels can influence the purchasing decisions
of consumers'. Brief messages related to nutritional
content printed on food product labels, known as
nutritional claims are also influential®.

Since 1969, the Codex Alimentarius advocates
that consumers have a right to clear and adequate food
labels on prepackaged products. These labels must not
present any misleading or false information that may
create an incorrect impression about the products
characteristics that could induce consumers to poor
choices’.

It is hoped that with the continuous
improvement of laws and standards that involve
food labeling, the population improve access and
comprehension of food label and claims, thus
contributing to their buying decisions. However, the
way that this information is displayed on labels usually,
confuses consumers and generates doubts. It can also
lead to contradictions between nutritional claims and
the nutritional data presented on packages®.

Beyond aspects related to legislation,
consumers  beliefs about nutritional information
and claims are also factors associated to their buying
decisions®. Beliefs are created at different moments of
an individuals life, and can be modified or forgotten
over time. They indicate what people believe to be true
about an object, person or behavior®.

The Theory of Planned Behavior (TPB), an
extension of the Theory of Rational Action (TRA),
has been used mainly to ascertain behaviors related
to health, including those related to eating habits. It is
based on the principle that all actions are planned before
they are taken, while the cause of the behavior depends
on the individuals intention to effectuate it°. Therefore,
the TPB affirms that various aspects are necessary to
understand the intention to realize a behavior, including
personal attitudes (which are related to behavioral
beliefs), subjective norm of social influence (related
to normative beliefs) and events that may facilitate or
impede the action of the behavior (related to control
beliefs). According to the TPB, the combination of these
three beliefs are fundamental to determining behavioral
intentions that will concretize a certain behavior.

Thus, knowing and understanding beliefs
related to nutritional information and claims on
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prepackage food products that lead individuals to
make purchasing decisions are an important factor in
the construction of nutritional education strategies, at
both the individual and collective levels. Therefore, the
objective of this study is to evaluate consumers’ beliefs
about the nutrition label use among college students on
prepackage food products.

Drawing on the TPB, the research used
a qualitative, exploratory approach to determine
consumers beliefs about the use and importance of
nutritional information and claims found on nutrition
labelling when purchasing food products.

In this research were included nutrition
students who are 18 or older that purchase at least one
prepackage food product per month. Participants were
invited personally in classrooms and by email. Two
focus groups were constituted to identify consumers’
salient beliefs (behavioral, normative and control
beliefs). One with students who had already taken the
course that addresses the theme “nutrition labeling’,
and another with those that hadn.

A preliminary test was conducted at the same
location where the focus groups would be held, to
adjust the data collection instrument, equipment and
environment. This preliminary focus group session
lasted approximately forty minutes and was composed
with six students, one moderator and one assistant to
observe and take notes. Suggestions were made during
pre-testing, resulting in alterations to the collection
instrument, seeking better comprehension.

The focus groups were carried out in November
2015, in the laboratory of Nutrition Education located at
the Department of Nutrition of the Federal University
at Parana (UFPR). The first focus group was composed
of thirteen female college students who had already
studied the theme “nutrition labeling” The second
focus group included six female college students who
had not yet studied this theme. Both focus groups lasted
about 40 minutes. The size of the groups and the time
allowed the effective participation of the students and
an adequate discussion’.

Prior to the realization of each focus group,
participants were informed about how the session
would be, clarifying all the questions that would be
asked. They read and completed the Free and Informed

Publicagio continua on line: nimero de paginas sem efeito para citagao
On line continuous publishing: page number not for citation purposes



Fraiz GM, Bertin RL, Medeiros CO. Nutrition students beliefs on the nutritional information and nutritional claims in the pre-packaged food
products: an application of the Theory of Planned Behavior. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2019;78:e1772.

Consent Agreement and then completed a semi-
structured questionnaire prepared specifically for the
study about sociodemographic data (sex, age, marital
status, monthly family income) and prepackage food
product buying habits (frequency of supermarket
shopping and reading habits of nutritional information
and claims). The economic extract of participants
was evaluated with the instrument of the Brazilian
Association of Population Studies®.

The focus group began after the participants
completed this semi-structured questionnaire. The
focus groups were conducted by a moderator who was
assisted by two observers. To identify salient beliefs, the
participants were questioned about: advantages and
disadvantages in using nutritional information and
claims at the time of food purchases (behavioral beliefs);
factors that could facilitate and impede using nutritional
information and claims at the time of food purchasing
(control beliefs); and about people who would like to
participants use (or not) the nutritional information
and claims when purchasing food (normative beliefs).
Participants were instructed to first answer the
questions about nutritional information and then about
nutritional claims.

Before the questions were presented, the
definitions of nutritional information and claims
that should be considered during the discussion were
clarified. “Nutritional information” was defined as the
declaration of the caloric value and nutrient quantities
from the standard list or statement of nutrient contents
found on food packaging, with the sole function to
provide an understanding of the quantity of nutrients in
the product. Yet, “nutritional claims” were considered as
any representation that affirms, suggests or implies that
a food has certain nutritional proprieties, including, but
not limited to, caloric value and amounts of proteins,
fats and carbohydrates, as well as specific vitamin
and mineral contents'. It was also explained that the
term nutritional labeling comprises both nutritional
information and claims, for it is defined as a description
that informs consumers about the nutritional
proprieties of food, considering complementary
nutritional proprieties, in addition to the declaration of
caloric value and the quantities of nutrients'.

The discussions were recorded with two
recorders and data transcription was then conducted to
allow content analysis of the focus groups, according to
recommendations from Gagné and Godin’.

Data analyses began with a “floating reading”
of interviews faithfully transcribed, which allowed a
first contact with the document and a systematization
of ideas. The material was then explored to define
categories according to similarities found in the
transcribed verbatim analysis. Finally, the results
were properly treated and interpreted for qualitative
evaluation. To ensure the reliability of each category,
two independent evaluators conducted data analyses.
After this stage, evaluators reviewed and reached an
agreement about the categories identified. This allowed
identifying modal salient behavioral, normative and
control beliefs.

To determine salient beliefs, the categories
identified were placed in groups of behavioral,
normative and control beliefs. Next, the frequency they
were mentioned was verified for each category. Then,
the final frequencies were calculated and the beliefs
were ordered according to decreasing frequency. Modal
salient beliefs were considered those mentioned most
frequently, reaching, at least, 75% of the total number of
citations’.

The research was approved by the Committee
of Research Ethics, of the Federal University of Parana
(Number: 1.294.619).

Characteristics of the participants

All participants were single and female with an
average age of 20.2 + 1.2 years. Participants belonged
to economic classes A, Bl and B2 and their average
family income was of 4.42 + 0.96 minimum salaries (1
minimum salary = $ 205.03 dollars). Most participants
(84%) made 1 to 6 food purchases per week, 11%
made 2 to 3 purchases per month and 5% made daily
purchases.

All nutrition students had the habit of reading
the nutritional information at the time of purchasing.
In relation to reading nutritional claims, only 1 student
mentioned she did not read them when making a
purchase.

Modal salient beliefs

The modal salient beliefs about nutritional
information and claims that emerged in the focus
groups are presented in Tables 1 and 2, respectively.
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Table 1. Modal salient beliefs about nutritional information according of the focus groups. Curitiba, Brazil, 2015

Focal Group 1 (N=13)*

Focal Group 2 (N=6)"

Categories
Ne Speeches Ne* Speeches
Behavioral Beliefs
Make contradictions 5 “[..] I have nutritional information to base
explicit (advantage) myselfon, so I can say that thisisnotasmagical - -
and healthy as they say in advertisements,
that’s why it is an advantage.
Know abouta « 1if g h 1 “[...] you look at the nutritional
products’ composition 4[] if you want a product with more or less ¢ information and no longer buy it, just
(advantage) fat, you can go by that information: because you know what that proJuct
contains.”
Make healthy choices ) ) 5 “[...] when you have the habit of looking, you
(advantage) begin to consume things that are probably
healthier]...]”
Control Beliefs
Being nutrition 3 “[...] for those of us who took the course in  _ )
academic (facility) Fu%ition, most would facilitate purchases
] “[...] this part, mainlg the % of daily
Daily reference value 1 needs, is very vague, because there the - -
(% VD) (difficulty) daily reference is a 2,000 kilocalorie diet#
and very few people eat exactly 2,000
kilocalories []p
Difficulty in 1 “[..] creates confusion [...] I still don't notice thatitis 4 “[...] because it is there in grams and
interpreting portion the same portion stated there, I eat it all and regret you have to divide the thing to know the
size (difficulty) it later” quantity [...]”
“[...] the letters are too small, so any
Small letter and table . 3 blur is sufficient to make it hard to
(difficulty) see[...]”/“[...] and the nutritional table
i[s t]l}’at tiny little table behind like this
Normative Beliefs
“My mother [..] doesn’t like it because I
spend hours at the supermarket][...] but she
Father and Mother 5 also likes it because it is a way for her to learn 2 “[...] My mother and father get really
(like and dislike) and eat better, right?![...]”/ “[...] there, the happ?l when I give tips, so back home
better products are generally more expensive, they like it when I read the information.”
and my father takes them out of the grocery
cart, and I put them back [...]”
“[One] of the people who like me to look, is
Sister/Brother (like) 4 my sister, she always asks me everything, she - -
likes that I know?”
Health professionals “I think that in the case of information, itis
(like) - - 5 i[nt]e);esting [...] to doctors and nutritionists
Family® (like) ) } 4 Ithink that in the case of nutritional

information, it is interest [...] to our
families [...]”

Subtitle: N° = number of citations; *Focus Group 1 = had already taken the theme “Nutritional labeling” in college; "Focus Group 2 = had
not taken the theme “Nutritional labeling” in college; ‘In Brazilian legislation, daily values (%) are based on a 2,000 kilocalorie diet; *Excluding

parents and siblings
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Table 2. . Modal salient beliefs about nutritional claims according of the focus groups. Curitiba, Brazil, 2015

Focal Group 1 (N=13)*

Focal Group 2 (N=6)"

Categories
Ne  Speeches N°*  Speeches
Behavioral Beliefs
1 P “[...] people will want to buy that
p roduc't e 6 [2}11 ght fEOd i IE? lessdfla't O,; sugllgr, its vérlttep 4 gojiberry more because it’s written that it
expensive on the package you know this, but this product is L @
. A . 5 has antioxidants [...]
(disadvantage) more expensive just due to this change’
) “[...] so it doesn't have trans-fat, but go there
Not specific about and see if there isn't hydrogenated fat. Its  _ _
content (disadvantage) something that makes it difficult, isn’t it?!So
for having traces, I think it should be specified
that it has”
Encourages purchase B 5 “[... ]the guy puts that information to grab the
(disadvantage) consumer attention and buy it [...]”
Control Beliefs
Do not feel it is easy or “[...] if it is written there it doesn't make any
difficult ¢ difference to me, because I will see the label . .
anyway [...]”
) » “[...] it says it’s rich, fortified and such, but I'm
Distrust r.zutrztzonal 1 not sure when reading the label, I don't know if - -
claims (difficulty) that quantity is right [...] or if it is just for saying
it has a quantity i to sell ”
Facility in accessing ] “[..] it needs to be, I don't know;, without lactose, )
the claim (facility) just by seeing the claim, she goes right to it, so it is
afacility [...]”
More visible/larger “For claims to be more visible on the
letters (facility) ) ) 3 package
[...] It’s already there on front [...]”
Not specific about the . 4 “I sometimes get curious, it says there it is
content (difficulty) rich in amino acids or essential fatty
acids. Ah, but which one? [...]”
Normative Beliefs
“[...] I think that people who would most like me “[...] but in the case of claims it is the
Food product to 4 company itself, because this shows what it
producers (like) be taken by nutritional claims are those who wants you to see, what's she wants to call

make those products, because they print that
precisely for you to just look and buy”

your attention.”

Subtitle: N° = number of citations; *Focus Group 1 = had already studied the theme “Nutritional labeling” in college; 'Focus Group 2 = had
still not studied the theme “Nutritional labeling” in college
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Nutritional information
Behavioral beliefs

Two modal salient behavioral beliefs were
identified in each focus group, one of which was common
to the groups: “know the products composition”. The
groups did not identify any disadvantages of using
nutritional information about food.

Control beliefs

In relation to control beliefs, participants’ in
both focus groups reported encountering various
difficulties when analyzing nutritional information
when purchasing prepackage food products. In total,
three modal salient control beliefs were identified in the
first group and two in the second.

Normative beliefs

Modal salient normative beliefs were identified
in both groups. However, three beliefs were identified in
group 2 and two in group 1.

Participants in both groups mentioned that
their parents would like them to use nutritional
information when buying a product. People in group
2 also mentioned that health professionals would most
approve the use of this information.

Nutritional claims
Behavioral beliefs

Two modal salient behavioral beliefs were
identified in each group, and one was common to both
groups: “product more expensive” Both focus groups
reported that nutritional claims made prepackage food
products more expensive, which was considered a
disadvantage.

Control beliefs

In relation to nutritional claims, many
participants of the first focus group did not mention
factors that facilitate or impede them at the purchasing
moment. Participants from the second focus group
evidenced as factor to facilitate the larger and more
visible letters used in nutritional claims, which
are different from the lettering used in nutritional
information, that they judged to be too small.

Normative beliefs

Only one modal salient normative belief was
identified: “food product producers” Prepackage food
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product producers were mentioned in both groups as
people who would approve of the use of nutritional
claims on packaging.

Reading of nutritional information and claims
at the time of purchasing is a habit reported by all the
students, with the exception of one who did not read
nutritional claims. Considering that in this study
the participants in the focus groups were students
of nutrition, it was expected that they would read
nutritional information and claims, since this course
addresses, among other subjects, the importance of
healthy eating and reading food labels. This behavior
also seems to occur among other populations. Turkish
consumers showed interest and considered reading of
nutritional information to be important™.

In relation to behavioral beliefs, participants
from both groups reported as an advantage the use
of nutritional information, the possibility to know
more about a food’s composition, since it allows
them to choose a product that has nutrients that best
provide what they want. It should be emphasized that
nutritional information has been considered a valuable
tool in the nutritional education of consumers, since
they recognize it is important and necessary to have
these statements on food labels.

Nutritional information makes a products
contents explicit and allows comparison with the
nutritional claims. This allows consumers to assume
that a product may not be as appropriate as advertising
claims, revealing possible contradictions between
nutritional claims and information. This was an
advantage indicated by group 1. Another advantage
presented by the majority of the second focus group was
the possibility that nutritional information would lead
to the selection of healthier foods. Other studies also
found that nutritional information led to this"'.

One disadvantage of nutritional claims
raised by both focus groups is that prepackage
food products that have them are normally more
expensive. Participants believed that these claims
are a tool that companies use to attract consumers
and present their product as better because it has
a particular property, for which reason the price is
higher. Another study among 25 UK-based female
nutrition information users aged 23-35 years found
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that nutritional claims were considered to be
marketing strategies'?.

When asked about control beliefs, the
interpretation of portion sizes was mentioned as a
difficulty by both groups. In focus group 1, this difficulty
was determined by the inability to perceive that the
portion sizes presented in the tables on food packaging
are relative to a specific quantity, and not to the whole
package. Yet, members of group 2 considered it
difficult to use the tables to calculate the quantity
they wanted to consume. Miller and Cassady"”,
recognizing the difficulty in interpreting these
portions, discussed and identified opportunities to
improve this aspect of nutritional information on
food labels. Among these improvements would be
markings on the package indicating portion size and
how much that would represent in comparison to the
whole package, thereby how many portions there are
in the package.

Other aspect emerged from the second focus
group related to the printing of nutritional information,
because they found the tables and letters to be too small
and, sometimes, even blurred, making reading difficult.
This shows the need to change the presentation of
nutritional information on food labels, requiring bigger
tables and letters with less complex data.

Among the participants from group 1 who
mentioned having a facility in using health claims, fast
access to information was cited. This was classified as
important, because this facilitates purchasing decisions.
Focus group 2 identified the use of larger and more
visible letters to present health claims as facilitating
a decision. It was suggested that any structured
and legible presentation of key nutrient and energy
information on the front-of-pack label is sufficient
to enable consumers to detect a healthier alternative
within a food category when provided with foods'.

In relation to normative beliefs, parents were
mentioned as people who would like participants to
use nutritional information at the time of purchase.
However, the first group mentioned this is not always
positive, because some parents considered that this
makes shopping more time consuming and normally
leads to choosing more expensive products. The groups
also mentioned that siblings would also approve using
the information, because they see the participants
as reference in the family because they are nutrition
students, so they can thus teach the family members

some nutrition concepts. All these aspects were also
observed by Lim et al”® that studied the mainly beliefs
explaining nutrition label use of 275 female college
students from a university in Seoul, Korea. This shows
that people who have closer ties and who have lived
together with participants can have a greater influence
on the use of nutritional information and claims.

Other family members, beyond parents and
siblings, also approved that participants from the
second focus group paid attention to nutritional
information when buying food. Moreover, in
this group health professionals were mentioned
as those who would most approve of the use of
this information, since they help to choose foods
more appropriate for consumers’ health.

Both focus groups in this study identified
prepackage food product manufactures as those who
would certainly approve of the use of health claims
on packages, since they may influence consumers to
buy their products. This aspect was also revealed in
the study of Wabhlich et al'?, since the participants of
the focus group believed that food producers used
nutritional claims as a strategy to disclose particular
information that they believed important when
influencing consumers to acquire their product.

Based on these findings, some limitations
were observed in this study, and are related to that
only two focus groups were conducted with college
students studying nutrition. Therefore, the results
may not reflect modal salient beliefs of other students
or consumers. Thus, generalizations must be made
cautiously. Nevertheless, considering that beliefs
change over time, future focus groups and monitoring
could be done with participants from focus group 2 to
identify possible changes in modal salient beliefs after
they attend the course that involves “food labeling”

Modal salient behavioral, normative and
control beliefs in this study are related to participants’
behavior in relation to the use of nutritional
information and claims at the time of purchase.
Eleven modal salient beliefs were identified that relate
to the use of nutritional information when buying
prepackage food products and nine modal salient
beliefs related to health claims. When considering the
two focus groups, some differences and similarities
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were observed between the beliefs identified, mainly
between behavioral and control beliefs, demonstrating
the importance of considering different consumer
groups to better understand this subject.

Results from this study can contribute to a
reflection by responsible authorities, and professionals in
the field and by the food industry about how nutritional
information and nutritional claims are presented to
consumers. It is believed that the use of these elements
can be improved by standardizing formats and greater
coherence of labels contents. Furthermore, better
legibility of nutritional information is essential at the
time of purchase.

Based on this knowledge of consumer beliefs,
it is possible to develop actions and measures aimed
at health education, to increase consumer knowledge
and so that nutritional information and claims are
more realistic. Considering the results of this study,
a point to be highlighted could be the interpretation
of information present on food labels and how to
use them to choose healthier or more appropriate
products, according to the state of health of each
individual.

Future studies with consumers with
other profiles could be made, to increase
understanding of beliefs about nutritional
information and claims. However, the modal
salient beliefs identified in this study can
already be used as research tools to better
understand consumer behavior about the use
of nutritional information and claims when
buying prepackage food products. Future
studies with this focus could be conducted with
consumers, to identify psychosocial predictors
of the realization of this behavior.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as informag¢des contidas no roétulo de embalagem de
melados de cana-de-acgucar disponiveis no mercado, seguindo-se as regulamentagdes vigentes
no Brasil. As marcas dos melados indicaram nos respectivos rétulos, a denominagéo, os
dados, a origem e a validade dos produtos. Contudo ndo houve a apresentagdo do padrio
de rotulagem quanto a tabela nutricional de melado de cana-de-agucar, e seis (40%) das
marcas avaliadas ndo indicaram todas as informag¢des requisitadas. Dada a importancia da
rotulagem para o entendimento e o conhecimento do produto e na sua compra consciente pelo
consumidor, bem como na relevincia destas informagdes para a valorizagdo do produto, fica
evidente a necessidade de efetuar estudos abrangentes sobre o assunto, a fim de regularizar a
rotulagem de forma fiavel, considerando-se que esta seja uma fonte segura de informacéao ao
consumidor.

Palavras-chave. rotulagem de alimentos, rotulagem nutricional, qualidade de alimentos,

embalagem de alimentos.

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the information contained in the label of the commercial
sugarcane syrup, in accordance with the prevailing regulations in Brazil. All of the samples
presented the denomination, the origin data, and the validity, in their respective labels.
However a no labeling standard for the nutritional table of sugarcane syrup was shown,
and six (40%) of the evaluated brands did not indicated all of the required information.
Given the importance of labeling for the customer understanding and for the conscious
buying, and also the relevance of this information for the product appreciation, it becomes
evident the need for performing the comprehensive studies on the product, in order to
regulate the labeling to become reliable, and being a safe source for consumer information.

Keywords. food labeling, nutritional labeling, food quality, food packaging.
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O melado também chamado de xarope ou
mel de cana é definido como um liquido xaroposo
obtido pela evaporacao do caldo de cana-de-agticar
(Saccharum officinarum L). Nao deve ser fermentado;
deve estar isento de matéria terrosa, parasitas e outras
sujidades, com aspecto liquido viscoso, colora¢ao
amarelo-ambar, aroma proprio, gosto doce sem
adicdo de esséncias, corantes naturais ou artificiais,
conservadores e edulcorantes’.

O rétulo de um produto é fonte de informacao
ao consumidor para compra. Bendino et al® afirmaram
que ha dificuldades por parte dos consumidores para
interpretar as informagdes contidas nos rétulos dos
alimentos e na tabela de informagdes nutricionais,
dado que cerca de 70% declararam entender
parcialmente as informagdes contidas nos rétulos
dos alimentos. O valor caldrico é a informacio
mais compreendida; o sodio, a mais negligenciada
pelos consumidores avaliados. Verificou-se que os
consumidores com menor grau de escolaridade
apresentaram desconfianca quanto as informagdes
contidas no rétulo e na tabela nutricional, o que pode
ser justificado pela falta de compreensdo dos termos
utilizados e a importancia deles.

De acordo com Aragjo’, os rétulos
alimenticios, sejam gerais ou nutricionais, sdo
regulamentados visando a promog¢do de escolhas
saudaveis de alimentagdo, permitindo que os
consumidores alcancem a garantia de seguranga
alimentar e nutricional ao se analisar e comparar
informagdes inscritas nas embalagens dos alimentos; é
indispensavel que a rotulagem apresente informagdes
sérias e fidedignas, sendo aliada ao consumo alimentar
equilibrado e sadio do ser humano.

No Brasil, existem diversas normas que
regulamentam a rotulagem de alimentos. De
acordo com a RDC n° 259 todo alimento que seja
comercializado embalado na auséncia do cliente
e pronto para oferta deve ser rotulado segundo o
regulamento, no idioma do pais de origem e nao
devem conter vocabulos ou objetos que possam tornar
a informagdo incorreta, insuficiente ou que induza ao
equivoco em rela¢ao a qualquer informagao, atributo
ou utilizagao do produto e suas origens*.

De forma complementar, a RDC n° 360
regulamenta a rotulagem nutricional de alimentos
embalados, possibilitando ao consumidor conhecer

2/7

as propriedades nutricionais dos alimentos por meio
dela, de forma definida, que deve estar presente em
alimentos embalados e comercializados’.

Por padronizagio, as unidades que devem ser
utilizadas na rotulagem nutricional sdo: quilocalorias
(kcal) e quilojoules (k]) para valor energético, gramas
(g) para proteinas, carboidratos, gordura e fibra
alimentar, miligramas (mg) para sédio e colesterol,
miligramas (mg) ou microgramas (ug) para vitaminas
e minerais. E obrigatério que os valores sejam dados
pela por¢ao adequada ao uso para massa (gramas:
g) ou volume (mililitros: mL) e, medidas caseiras;
também obrigatério, o Valor Didrio (VD%), exceto
para gordura trans’.

O célculo do VD% considera tanto os Valores
Diédrios de Referéncia de nutrientes (VDR) como
os de Ingestdo Didaria Recomendada (IDR). Deve
apresentar a adverténcia que tais valores podem
variar dependendo das necessidades energéticas
particulares’.

Se um alimento possui propriedades
nutricionais é possivel inserir no rétulo Informagdes
Nutricionais Complementares particulares (INC); em
carater optativo, seu teor de vitaminas e minerais®.

A RDC n° 360 e a 54 especificam que os
alimentos com INC ndo podem ser apresentados
de maneira que levem a interpretagido erronea,
que possam incentivar o consumo excessivo de
determinados alimentos e, sugiram que o alimento seja
nutricionalmente completo®*.

Existem também leis que regulamentam
a informagdo da presenca ou ndo de componentes
potencialmente alergénicos de forma clara e destacada.
Sao exemplos: gliten em qualquer quantidade, lactose se
acima de 100 miligramas por 100 gramas ou mililitros e
diversos outros componentes citados na RDC n° 26, tais
como: castanhas, soja e leite”.

Considerando o melado de cana-de-agticar como
produto de interesse com poucas informagoes ao publico
consumidor;, neste estudo foi avaliado se as embalagens das
marcas estavam adequadas ao regulamento especifico para
alimentos embalados (denominagio do produto, validade,
lote, contetido liquido, lista de ingredientes, instrucdes de
armazenamento, dados do produtor e/ou distribuidor
e origem do produto). Além da existéncia e adequagio
da rotulagem nutricional, informagdo nutricional
complementar, adverténcia quanto a presenga de gltiten e
lactose no produto e se ha a indicagao da possibilidade de
alergénicos por contaminagao cruzada.
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Método
Foi realizada pesquisa qualitativa de carater
expositivo, informativo e comparativo.

Obten¢iao das marcas
Foram adquiridos 15 frascos de marcas de

melados de cana-de-agticar em mercados, feiras e lojas
online. O periodo de aquisigao foi de maio a julho de
2017 e as analises foram realizadas de junho a agosto do
mesmo ano. As marcas foram procedentes dos estados:
Sao Paulo (A, H e K), Parana (B, E e G), Santa Catarina
(C,Fe]), Rio Grande do Sul (D, I e L), Mato Grosso do
Sul (M e N) e Rio de Janeiro (O).

Andlise da rotulagem

Os rétulos das marcas de melados foram
avaliados e comparados com os regulamentos, RDC ne:
259, 360, 54, 26, 136, e Lei n° 10.674,*° e também, com a
Tabela de Composigao de Alimentos (TACO)". Foram
verificadas as informagdes obrigatdrias para alimentos

embalados como: denominagdo do produto, validade,
lote, contetido liquido, lista de ingredientes, instrugdes de
armazenamento, dados do produtor e/ou distribuidor,
origem do produto, a adverténcia “contém gltiten’; e tabela
nutricional (por¢do e medida caseira, valor energético,
carboidratos, proteinas, gorduras totais, saturadas e trans,
fibra alimentar, e informagao nutricional complementar).

Para fins de comparagido entre as marcas e
discussdo foi considerada uma por¢io de melado como
uma colher de sopa (20 gramas).

NaTabela 1 sdoapresentadas as informagoes
da presenga ou ndo dos itens obrigatérios no rétulo
de alimentos embalados. Obrigatoriamente, o rétulo
deve  especificar: a denominagdo de venda do
alimento, lista de ingredientes incluindo aditivos
alimentares, conteudos liquidos, identificagao
da origem, nome ou razao social do produtor,
identificagdo do lote, prazo de validade e instrugoes
sobre o preparo e uso do alimento, quando necessario®.

Tabela 1. Contetido dos rétulos das embalagens das 15 diferentes marcas de melado de cana-de-agticar

relativo a presenga ou nao de informacdo dos itens obrigatdrios

Marca  Den Val Lot Ctd TN Arm Ing Gla Org
A S S S S S S S S S
B S S S S S S S S S
C S S S S N S S S S
D S S S S S NI S S S
E S S S S N S S S S
F S S NI S S S S S S
G S S S S S S S S S
H S S S S S S S S S
I S S S S S S S S S
J S S S S S S S S S
K S S S S S S S S S
IL S S S S S NI S S S
M S S NI S S S S S NI
N S S NI S NI NI NI NI NI
O S S NI S NI NI S S NI

NI= valor ndo informado; S= valor informado; Den= denominagio do produto; Val= prazo de validade; Lot = lotes

de produgao; Ctd = contetido liquido; TN= tabela nutricional; Arm= orientagdo de armazenamento; Ing= ingredientes;

Glu= adverténcia: contém de glaten; Org= dados de origem e produgdo
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Os rotulos das 15 (100%) diferentes marcas
de melados apresentaram: denominagdo do produto,
data de validade, conteido liquido e dados de
origem e produc¢ao. Dentre as marcas: 4 (27%) nao
apresentaram a identificacdo de lote e modo de
armazenamento; 2 (13%) ndo constava a tabela
nutricional obrigatéria, 3 (20%) ndo continha a
adverténcia “contém gluten” e 6 (40%) apresentaram
todas as informagoes obrigatdrias no rétulo.

As marcas M e N foram as que apresentaram
menos informagdes ou dados incompletos, e isso
pode ser atribuido pelo fato de serem as unicas de
producao e envasamento artesanal.

Quando existentes, a descri¢cdo de aditivos
alimentares deve constar a fung¢do principal ou
fundamental do aditivo no alimento e/ou seu
nome completo ou seu numero INS (Sistema
Internacional de Numeracdo FAO/OMS)*. Trés
marcas apresentam acido citrico como aditivo, sendo
apenas citado na lista de ingredientes da marca B
como “acido citrico’, da F como “suco de limao” e
declarado como acidulante na J. O acido citrico é um
importante aditivo no melado, uma vez que dificulta
a cristalizacao do xarope pela quebra da molécula de
sacarose em glicose e frutose'. Porém, a Resolu¢ao
12/33 de 1978 estipula que nao é permitida a
adicao de esséncias, corantes naturais ou artificiais,
conservadores ou edulcorantes no melado de cana’.
A marca ] também continha na lista de ingredientes:
caldo de cana, a adi¢do de sacarose e glicose.

Na identificagdo de origem deve ser indicado
o nome do fabricante, produtor, fracionador ou
titular da marca e seu endere¢co completo, além
do numero de registro ou cdédigo de identificagao
do estabelecimento fabricante junto ao drgao
competente®.

Todas as marcas forneceram o nome do
produtor e ou comerciante, o Cadastro Nacional de
Pessoa Juridica (CNPJ) e endereco. Dependendo do
local de origem também foi fornecido numero de
inscri¢do estadual ou cadastro municipal de saude.

Para produtos que possuem prazo de
validade superior a trés meses, ¢ necessario
especificar a0 menos o més e o ano de vencimento.
Caso existam condigbes especiais para sua
conservagao, antes ou apos abertura da embalagem,
deve ser incluida uma legenda com caracteres bem
legiveis, indicando as precaugdes necessarias para
manter suas caracteristicas normais*. As marcas de
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melado apresentaram prazos de validade variando
entre trés meses (marca M) e dois anos (marcas
E, F e H). Trés marcas ndo apresentaram a data
de fabricagdo junto ao lote, ndo sendo possivel a
identificacdo da vida util do produto (marcas A,
G e J). Os melados ] e O apresentaram data de
validade com apenas més e ano, embora tenham
prazo superior a trés meses. Com exce¢ao da marca
], todas as datas de validade estavam claramente
visiveis.

Quanto as orientagdes de armazenamento,
das 15 marcas, trés nao forneceram orientagdes
(marcas L, N e O), enquanto seis recomendaram o
armazenamento em local seco e fresco ou arejado
ou temperatura ambiente (A, B, C, E, I e K), cinco
definiram 30 ou 60 dias como um novo limite
para consumo (B, C, E H, e J), quatro indicaram
refrigeragdo apos abertura (F, H, ] e M), uma marca
(G) orientou a evitar temperaturas acima de 40°C,
eamarca D indicou a fervura do xarope em caso de
cristalizacao.

No Brasil ha também regulamento para
composicao do painel principal, devendo constar a
denominag¢ao de venda do alimento, sua qualidade,
pureza (quando regulamentada), e conteudo do
produto em conjunto com o desenho, quando
existente. E obrigatorio que as informacdes estejam
em contraste de cores que assegure sua correta
visibilidade e que o tamanho das letras e numeros,
exceto a indicagdo dos contetidos liquidos, nao seja
inferior a 1 mm4. Quanto a esses pardmetros, a
marca J, ndo apresentou visibilidade do lote e prazo
de validade, uma vez que foi necessario esvaziar a
embalagem, ou vira-la de forma que nao houvesse
melado nos ultimos centimetros do recipiente,
para que as informagdes fossem legiveis, dado que
estavam apenas gravadas no plastico, sem qualquer
contraste ou destaque.

A RDC n°360 exige que sejam declaradas o
valor energético, carboidratos, proteinas, gorduras
totais, gorduras saturadas, gorduras trans, fibra
alimentar e sodio’. Optativamente, podem ser
declarados os minerais, as vitaminas e outros
nutrientes quando em quantidade igual ou maior
a 5% da Ingestao Didria Recomendada (IDR) por
porg¢ao indicada no rétulo®.

Para calculo dos valores nutricionais, devem
ser utilizados os valores e fatores de referéncia da
composi¢ao, na disposi¢do o realce e a ordem da
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informacido nutricional devem estar baseados na
RDC n°360, a qual determina que a informacao
nutricional apareca agrupada, estruturada em
forma de tabela, com os valores e as unidades em
colunas, ou em forma linear no caso de espacos
ndo suficientes5. Nenhuma marca rotulada com
a tabela nutricional (13 marcas) indicou presenca
de proteinas, gorduras totais, gorduras saturadas e
gordura trans. A marca A indicou teor de fibras (3g).
Embora a TACO" especifique que ndo ha lipideos,
proteinas e fibras no melado, é possivel que sejam
encontradas pequenas fibras provenientes da cana-
de-agucar, o que pode justificar os 3g apresentados
na rotulagem da marca A.

Quanto ao valor energético, a que
apresentou maior valor foi a marca A (100 kcal),
enquanto a marca G apresentou apenas 15 kcal por
porcao. Desconsiderando os dois extremos, a média
encontrada para o valor energético foi 58 kcal em
20 g de melado. Para carboidratos, os extremos
foram novamente as marcas A(25 g) e G(3,6 g).
Excetuando esses extremos, a média indicada
para carboidratos foi 15g por por¢ao. A TACO™
especifica que, para 20 g, sdo encontrados 59,4 kcal
e 15,32g de carboidratos. Desta maneira embora
as médias estejam proximas do recomendado,
existe uma variacao significativa na composi¢ao
do produto. Nogueira et al'* analisaram minerais

de diversos melados comerciais, e encontraram
valores diferentes dos definidos pela TACO™.
Melados feitos com caldos contendo teores iguais
de determinado mineral podem apresentar teores
diferentes deste mineral, mesmo que o Brix ou o
teor de umidade dos melados sejam semelhantes,
uma vez que a concentrac¢ao de cada caldo depende
do teor de agucar inicialmente presente nesse
caldo'.

Dentre as 13 marcas com rétulo nutricional
trés ndo apresentaram informac¢des de INC (G, ]
e L). De acordo com a RDC n° 54, é considerada
INC qualquer representacdao que afirme, sugira ou
implique que um alimento possui propriedades
nutricionais particulares, nao sendo consideradas
a mengdo de substdncias na lista de ingredientes e
como parte obrigatoria da rotulagem nutricional,
nem a declaragao de alguns nutrientes, ingredientes
ou do valor energético no roétulo. Porém, a
quantidade de qualquer nutriente sobre o qual se
faca uma INC deve ser obrigatoriamente declarada
na Tabela de Informacao Nutricional, e no caso de
agucares a quantidade deve estar indicada abaixo
dos carboidratos®.

Os nutrientes indicados sdo variados, sendo
isto devido a variabilidade do préprio produto, ou
falta de padronizagdo da rotulagem nutricional
(Tabela 2).

Tabela 2. Nutrientes declarados nos rétulos das embalagens das amostras de melado de cana-de-agticar

Nutrientes(mg/20g)

Amostra Ferro Calcio Magnésio Fosforo Vitamina B6  Potassio
A 2,0 NI NI NI NI NI
B 4,0 NI NI NI NI NI
C 2,0 NI NI NI NI NI
D 1,1 NI NI NI NI NI
E 2,1 6,6 NI NI NI NI
F 2,0 40,0 NI NI NI NI
H 1,1 20,0 23,0 15,0 NI NI
1 5,0 118,0 NI 24,6 NI NI
K 0,8 41,0 32,0 25,0 0,1 30,6
M 0,5 8,7 NI NI NI NI

NI: valor ndo informado
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As 10 marcas que apresentaram INC
indicaram presenga de ferro, sendo, numa porgdo de
20 g de melado, a marca I com a maior quantidade
do mineral (5 mg), e a M com o menor teor (0,5 mg).
Excluindo-se esses extremos, a média calculada para
ferro nas rotulagens das 13 demais marcas foi de 2
mg por porgao.

As marcas E, F H, I, K e M indicaram teor
de célcio, porém com valores variando de 6,6 a 118
mg. O magnésio estava citado em 3 rétulos, variando
de 15 a 25 mg por por¢ao. A TACO'" relata 20,4
mg de calcio e 24 g de magnésio na mesma por¢ao,
evidenciando mais uma vez a grande variagdo na
rotulagem nutricional deste produto. A vitamina B6,
assim como o potassio, foi citada por apenas uma
marca (K e I, respectivamente).

Nenhuma marca especificou caracteristicas
nutricionais de forma destacada, apresentou INC
em local outro que nio a tabela nutricional, e de
nenhuma forma levou ao mau entendimento. O
fato das caracteristicas inerentes do melado serem
muito variadas, devido a diferenca da matéria prima
e do processamento, pode dificultar o processo de
identificagdo e divulga¢ao de seus beneficios.

O melado de cana-de-agticar, por sua
composi¢ao intrinseca, ndo possui gliuten. Das
15 marcas analisadas, 12 continham o aviso “nao
contém gluten” de forma claramente visivel, e trés
ndo apresentaram a informac¢ao (marcas M, N e O).
De mesma forma, o aviso de lactose em melados
de cana-de-agticar ndo € necessario, exceto em caso
de alta contamina¢ao cruzada8, pois assim como
no caso do gliten a substancia nao faz parte de sua
composi¢ao. Ainda assim, a marca C apresentou o
aviso “ndo contém lactose”, junto ao “nao contém
glaten”, de forma destacada.

Uma vez que o melado de cana-de-agtcar
ndo contém nenhum alergénico em sua formulagao,
sendo um produto de unico ingrediente, é necessario
se atentar aos casos em que nao for possivel garantir
a auséncia de contaminac¢do cruzada dos alimentos,
ingredientes, aditivos alimentares ou coadjuvantes
de tecnologia por alérgenos alimentares, devendo
constar no rétulo a declaragao “Alérgicos: pode
conter” quando aplicavel a situacao’. Este aviso nao
foi encontrado em nenhuma das marcas analisadas,
seja por nao haver o risco de contaminagdo
cruzada no local de produgéo, envasamento, ou por
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desconhecimento.

Sendo o melado umalimento de produgdo tanto
artesanal como industrial, e sujeito a variabilidade da
matéria prima, e considerando o melado de cana-
de-agucar como produto de interesse com poucas
informagdes ao publico consumidor, é de extrema
importancia sua regulamentagdo, em particular
quanto a rotulagem, que deve ser fiavel, uma vez que
é a principal fonte de informacio ao consumidor.

Entretanto, nossos resultados evidenciaram
que nao ha um padrio de rotulagem quanto a
tabela nutricional de melado de cana-de-agtcar,
especialmente quanto ao valor energético, sodio e
informagdo nutricional complementar. Assim, fica
clara a necessidade de estudos abrangentes sobre a
composi¢do e rotulagem do melado de cana-de-
agucar, bem como de legislagao especifica e atualizada
para o produto.
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RESUMO

A produgio de queijo Minas Frescal em propriedades rurais é uma atividade econémica importante em
Minas Gerais. Entretanto, a presenga de micro-organismos patogénicos compromete a seguranga desses
produtos, coloca a satide publica em risco e ameaga esta atividade. Neste estudo, objetivou-se avaliar a
ocorréncia de Listeria spp. em queijos Minas Frescal, as condi¢des de produgio e comercializagdo desses
produtos e relaciond-las a presenca desses micro-organismos. Foram coletadas 161 amostras, 81 em
agroindustrias e 80 em seus pontos de venda. Foram utilizados métodos analiticos oficiais estabelecidos
pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento para detec¢do e diferenciacdo das espécies de
Listeria. A adogio das boas praticas durante a fabricagio e a comercializagio foi mensurada mediante
avaliacdo in loco direcionada por listas de verificagdo pré-elaboradas. Constatou-se Listeria spp. em
14 amostras (8,7%) provenientes de oito das doze agroindustrias estudadas, quatro inspecionadas e quatro
ndo inspecionadas. L. monocytogenes foi isolada em duas amostras. O percentual de atendimento as boas
préticas de fabricagdo variou entre 28,3% e 51,1% e diversas irregularidades foram observadas durante a
comercializagdo dos queijos. Os resultados indicam risco potencial do consumo deste tipo de produto e
a necessidade de adogéo das boas priticas de fabricacéo e comercializagio para prevenir contaminagdes.

Palavras-chave. inspe¢io de alimentos, queijo, agroindustria, pasteurizacao, Listeria.

ABSTRACT

The production of Minas Frescal cheese on rural properties is an important economic activity in
Minas Gerais, Brazil. However, the presence of pathogenic microorganisms compromises the safety
of these products, puts public health at risk and threatens this activity. The purpose of this paper
was to evaluate the conditions of production and commercialization of the Minas Frescal cheese
produced in family agroindustries of Vigosa, MG and to connect them to presence of Listeria spp. A
total of 161 samples of Minas Frescal cheese were collected, 81 which were in agroindustries and 80
in their respective market. Were adopted official analytical methods established by the Agriculture
Ministry for the detection and differentiation of Listeria spp. The conditions of manufacture and
commercialization were evaluated through observations directed by pre-elaborated checklists.
Listeria spp. was detected in 14 samples (8.7%) from eight different establishment, four inspected
and four non-inspected. L. monocytogenes was isolated in two samples. The compliance with good
manufacturing practices ranged from 28.3% to 51.1% and several irregularities were observed during
the marketing of the cheeses. These results indicate the potential risk of consumption of this product
and the need to prevent contamination of this product in manufacturing and marketing stages.

Keywords. food inspection, cheese, agroindustry, pasteurization, Listeria.
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A fabricagao do queijo Minas Frescal em
pequenas queijarias localizadas em propriedades
rurais é muito comum no Brasil, em especial no
Estado de Minas Gerais. Esta atividade caracteriza-
se pela produ¢io em pequena escala, uso de
técnicas simples e baixa capacidade tecnolégica,
e tem como objetivo agregar valor a producio
agropecudria desenvolvida na propriedade rural. As
pequenas queijarias contribuem para a construgio
de um modelo de desenvolvimento regional mais
equilibrado, geram renda e ocupam a mao de
obra. No entanto, para garantir a rentabilidade e
sustentabilidade desta atividade é necessario atender
as exigéncias legais e garantir que esses produtos
nao oferecam riscos a saude do consumidor.

O género Listeria inclui 18 espécies, das
quais apenas duas, L. monocytogenes e L. ivanovii,
sao patogénicas'. Caracterizam-se por bastonetes
Gram-positivos, anaerdbios facultativos nao
formadores de esporos, apresentam motilidade
tipica a temperatura menor ou igual a 30°C, toleram
elevadas concentracoes de sal (10%) e podem
multiplicar-se em ampla faixa de temperatura (0 °C
a 45 °C) e pH (6 e 9)*. Listeria monocytogenes foi a
primeira espécie do género a ser descoberta e desde
entdo é a principal espécie patogénica ao homem?’.

A listeriose, infec¢ao provocada por esse
patdgeno, pode ocorrer de forma assintomatica ou
provocar diarreia e febre, quando acomete pessoas
imunocompetentes, manifestando-se na forma nao
invasiva®. No entanto, individuos imunossuprimidos
podem apresentar quadro clinico de listeriose
invasiva como septicemia, infeccdo do sistema
nervoso central e listeriose materno-fetal, com
alto percentual de casos fatais (20-30%)>’. Em
gestantes as principais consequéncias sdo aborto,
parto pré-maturo, ma formacao do feto e infecgao
generalizada no recém-nascido®.

O consumo de alimentos contaminados ¢ a
principal causa da listeriose humana, visto que o
patégeno pode contaminar uma grande variedade
de produtos e é capaz de sobreviver em condigbes
adversas como alta acidez, congelamento e alta
concentragao de sal>. Queijos frescos contaminados
foram responsaveis por surtos de listeriose,
ocorridos entre 1983 e 2016, em diferentes paises
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da Europa e América do Norte*>. Em 2012, na
Espanha, dois surtos de listeriose, que envolveram
uma gestante e um recém-nascido, também foram
relacionados ao consumo deste tipo de produto*.
Em Portugal, entre 2009 e 2012, trinta individuos
apresentaram sintomas de listeriose e 11 foram a
6bito pela doenga apds consumirem queijos frescos®.
Nos Estados Unidos, entre 1998 e 2011, queijos
contaminados provocaram doze surtos de infecao
por L. monocytogenes, com cinco 6bitos, sendo a
maior parte deles (66%) associada ao consumo de
queijos fabricados com leite pasteurizado®.

No Brasil, a listeriose ¢, ainda,
subdiagnosticada e subnotificada’. Embora haja
evidéncias da ocorréncia e caracterizacao de estirpes
de L. monocytogenes isoladas de pacientes no pais*’,
ndo foram encontradas informagdes capazes de
estabelecer uma relacio entre a doenca, suas vias
de transmissdo e os possiveis alimentos envolvidos.
A avaliagdo de trinta e cinco casos de meningite
provocados por Listeria spp. ocorrido em Sao Paulo,
entre 1999 e 2015, mostrou que 34,3% dos isolados
de pacientes caracterizava-se por L. monocytogenes
e 65,7% por Listeria spp’. Embora nao haja relacao
estabelecida entre esses casos de listeriose e o
consumo de alimentos, o alto numero de isolados de
Listeria spp. em pacientes com meningite ¢ um alerta
para o risco de consumir alimentos contaminados
com bactérias desse género. E necessério intensificar
e aprofundar as pesquisas sobre o patdgeno em
amostras clinicas e alimentos para mensurar a
relevancia deste micro-organismo no Brasil e propor
medidas de prevencdo das contaminagbes para
evitar a ocorréncia de casos e surtos’.

A presenca de Listeria spp. em queijos frescos
foi relatada no Brasil*'’. L. monocytogenes foi isolada
em amostras de queijo Minas Frescal produzidos
em Minas Gerais'®"! e Sdo Paulo’, e esté relacionada
a contaminagdes ocorridas durante a fabricagdo e a
capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo dessas
bactérias no produto, mesmo quando mantidos sob
refrigeragdo. Diferentes espécies de Listeria foram
isoladas em queijos e no ambiente de produgao de
trés laticinios de pequeno porte no norte do estado
de Sao Paulo, sendo L. innocua a principal delas®.
O isolamento de Listeria spp. e L. monocytogenes em
diferentes queijarias torna o ambiente de fabricagao
uma importante fonte de contaminagao®'?, visto

Publicagao continua on line: nimero de paginas sem efeito para citagao
On line continuous publishing: page number not for citation purposes



Vinha MB, Pinto CLO, Vanetti MCD, Chaves JBP. Listeria spp. em queijos Minas Frescal e avalia¢do das condigdes higiénicossanitarias de
produgdo e comercializagdo em Vigosa, MG, Brasil. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2019;78:e1774.

que algumas linhagens podem permanecer viaveis
por longos periodos de tempo em drenos de piso'.

O risco associado ao consumo de queijos frescos
contaminados por L. monocytogenes, principalmente
por individuos de grupos de risco, e a relevancia deste
patdgeno para a saide publica justificam a necessidade
de estudos sobre sua ocorréncia no produto. Embora
L. monocytogenes seja a principal espécie patogénica,
a presenca e o desenvolvimento de outras espécies do
género em queijos Minas Frescal sugere a possibilidade
de contaminacdo pelo patdgeno e representa um risco
potencial para os consumidores’. Diante disto, este
estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de
Listeria spp. em queijos Minas Frescal produzidos
em agroindustrias familiares, identificar as espécies
deste género e relacionar os resultados as condi¢des de
produgio e comercializacdo dos queijos.

Foram selecionadas seis agroindustrias
inspecionadas pelo Servico de Inspe¢ao Municipal
(SIM) e seis agroindustrias ndo inspecionadas.
Dentre as agroindustrias informais, trés utilizavam
leite pasteurizado e as outras trés utilizavam leite cru
como matéria-prima para a producdo dos queijos.
As condigdes de fabricagao foram avaliadas e amostras
de queijo Minas Frescal foram coletadas para avaliagao
microbioldgica. Amostras do produto também foram
coletadas nos respectivos pontos de venda que foram
selecionados com base nos critérios de aleatoriedade
e disponibilidade do produto. Durante a coleta
das amostras avaliou-se as condi¢des higiénicas de
comercializagdo. Entre janeiro e dezembro de 2008
foram realizadas duas coletas em cada uma das estagdes
do ano nas agroindustrias e nos pontos de venda
As amostras foram indicativas de lote, representadas
por uma peca em embalagem original fechada pesando
aproximadamente 500g. Asamostras coletadasnafonte
de produgao e no comércio foram independentes.

Foram coletadas 161 amostras de queijos
Minas Frescal, 81 provenientes da fonte de
producao e 80 de seus respectivos pontos de venda.
De 81 amostras coletadas na fonte de produgao,
42 eram de estabelecimentos inspecionados e 39 de
ndo inspecionados. De 80 amostras coletadas no
comércio, 42 foram fabricadas em agroindustrias
inspecionadas e 38 em estabelecimentos informais.

As andlises microbioldgicas foram realizadas
no Laboratério de Microbiologia da Empresa
de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
(EPAMIG), Vigosa, MG, segundo a metodologia
preconizada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento®. Aliquotas de 25 g da
amostra foram submetidas ao enriquecimento
seletivo primario em 225 mL de caldo Half-Fraser
adicionado de dacido nalidixico e acriflavina,
homogeneizadas e incubadas a 30 + 1°C, por 24
horas. Em seguida, uma aliquota foi submetida
ao enriquecimento secundario em caldo Fraser
suplementado com citrato de amonio e ferro
III e incubada a 30 + 1°C, por 24 a 48 horas. A
partir do segundo enriquecimento, realizou-se
o plaqueamento seletivo diferencial em Palcam
Listeria Selective Agar e Agar Listeria, de acordo
com Ottaviani e Agosti (ALOA). As coldnias
tipicas foram submetidas as provas de catalase,
motilidade tipica, reducao de nitratoe VM-VP para
identificagdo do género. As culturas caracterizadas
como Listeria spp. foram diferenciadas quanto
a espécie por meio de provas bioquimicas que
incluem produgao de beta-hemolise, CAMP teste
e fermentacdo de carboidratos: xilose, manitol e
ramnose.

A frequéncia de isolamento de cada espécie foi
dada pela razao entre o nimero de vezes que uma
espécie foi detectada e numero total de detecgdes.
A ocorréncia de acordo com Listeria spp. foi
relacionada ao tipo de agroindustria (inspecionada
ou ndo inspecionada), ao percentual de adequagdo
as Boas Préticas de Fabricacao (BPF), a matéria-
prima utilizada (leite cru ou pasteurizado) e a
origem da amostra (produ¢ao ou comércio).

As condi¢oes de fabricac¢ao e comercializagao
foram avaliadas durante a coletada das amostras
por meio de observacgdes in loco direcionadas por
listas de verificagdo elaboradas pelos autores que
abordavam requisitos de boas praticas.

Constatou-se Listeria spp. em 14 amostras
(8,7%) provenientes de oito agroindustrias diferentes,
quatro inspecionadas e quatro ndo inspecionadas.
Dentre as seis espécies de Listeria identificaveis
pela metodologia adotada, quatro foram detectadas
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nas amostras de queijo, o que caracteriza alta
diversidade de espécies deste género neste tipo de
produto. L. innocua foi a mais frequente (72%),
seguida de L. monocytogenes (14%), L. ivanovii (7%)
e L. seeligeri (7%). Nao foram identificadas espécies
diferentes em uma mesma amostra de queijo. As
quatro espécies do género foram isoladas de amostras
provenientes de uma agroindustria nao inspecionada
(K), que utilizava leite pasteurizado como matéria-
prima, sendo duas delas coletadas na fonte de producao
e duas no comércio. A contaminagao recorrente dos
queijos fabricados neste estabelecimento por Listeria
spp. sugere que haja persisténcia deste grupo de
bactérias no ambiente de produ¢ao, o que aumenta o
risco de contaminacao pelo patégeno.

Queijos Minas Frescal comercializados em
Campinas, SP, apresentaram maior percentual de
amostras contaminadas por Listeria spp. (11,8%),
no entanto, constatou-se menor diversidade de espécies
dogénero,comprevalénciadeL.innocua(72,7%)seguida
de L. monocytogenes (27,3%)°. Maior contaminagao
por bactérias do género Listeria (16,2%) também foi
constatada em queijos coloniais comercializados no
RioGrandedoSul, representadapor L. innocua (42,9%),
L. seeligeri (35,7%) e L. monocytogenes (21,4%)".
Em unidades de processamento de Sao Paulo,
Listeria spp. foi detectada em superficies, salmoura
e queijos, com destaque para presenca de
L. innocua (56,5%) frente a L. monocytogenes (32,9%),
L. seeligeri (9,4%) e L. welshimeri (1,2%)®. No sul da
Italia, fabricas de laticinios que utilizavam leite de cabra
e ovelha apresentaram alta diversidade de espécies de
Listeria isoladas na matéria prima (leite refrigerado),
produtos (queijos frescos) e subprodutos (coalhada e
soro), enquanto que nas unidades que beneficiavam
apenas leite bovino, a diversidade foi menor,
representada por L. innocua e L. monocytogenes'.

Listeria spp. foi detectada em amostras de
queijo MinasFrescal provenientesdeagroindustrias
inspecionadas e nao inspecionadas, no entanto, a
maior parte dos isolados (64,3%) foram obtidos
de queijos nao inspecionados (Tabela). Amostras
oriundas de agroindustrias  inspecionadas
apresentaram contaminag¢des por L. innocua (4/5)
e L. monocytogenes (1/5), enquanto que as
amostras fabricadas em estabelecimentos néo
inspecionados apresentaram maior diversidade
de espécies: L. innocua (6/9), L. monocytogenes
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(1/9), L. ivanovii (1/9) e L. seeligeri (1/9). Estes
resultados sugerem que a regularizagdo sanitdria
contribui para redu¢do do nimero de amostras
contaminadas e reforca a hipétese de que produtos
fabricados a margem da fiscalizagdo oferecem
maior risco a saude. A fabricacdo dos queijos nos
estabelecimentos nao inspecionados ocorria em
areas comuns as residéncias, como varandas e
cozinha, o que dificulta a implantagao de medidas
para evitar a contaminagao dos produtos e favorece
a ocorréncia de contaminagdes cruzadas durante
a fabricacéo.

A presenca de Listeria spp. em amostras
coletadas nas unidades de produgéo (6/14) indica
possivel contamina¢do durante a fabrica¢do dos
queijos. Outra possibilidade ¢ a utilizagao de
matéria-prima contaminada, uma vez que esse
grupo de bactérias pode estar presente no leite
cru. O baixo percentual de atendimento as BPF,
constatado em todas as agroindustrias (Tabela),
demonstra deficiéncia na adoc¢do de medidas
para evitar a contamina¢ao dos produtos nestas
unidades. A agroindustria que apresentou menor
percentual de adequagdo entre as inspecionadas
apresentou contamina¢do por L. innocua em
duas amostras coletadas na produ¢do. Entre
as amostras coletadas nas agroindustrias ndo
inspecionadas, L. innocua foi detectada em trés
(G,KelL)e L. monocytogenes foi identificada em
uma amostra (K).

A maior parte das amostras contaminadas
foi coletada no comércio (8/14) (Tabela). Diversas
irregularidades foram constatadas nos pontos
de venda durante a coleta, tais como, limpeza
insuficiente dos balcdes de refrigeracdo (58,2%),
temperatura de armazenamento superior a 10°C
(49,4%), habitos de higiene e praticas inadequadas

de manipulagio (48,1%), comprometimento
da capacidade de refrigeracio dos balcoes
(43,0%), armazenamento concomitante com

carne crua ou seus derivados (38,0%), focos
visiveis de contaminacdo (31,6%) e acumulo
de gelo nos balcoes (22,8%). Falhas ocorridas
durante a comercializacdo podem ser a causa
das contamina¢des observadas, no entanto, nao
¢ possivel afirmar a origem da contaminacao
dessas amostras, pois diversos fatores podem ter
contribuido para este resultado.
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Tabela. Adequagio aos requisitos de Boas Praticas de Fabricacio, tipo de matéria-prima utilizada e presenca de Listeria spp. em
queijos Minas Frescal produzidos em agroindustrias familiares — 2008

Numero de amostras

Numero de amostras contaminadas por

Unidades de Adequagio  Uso de leite coletadas Listeria sp.

producdo asBPF (%)  pasteurizado Produ¢io Comércio Produgio  Comércio Total

A 41,1 Sim 8 8 0 1 1

B 33,7 Sim 8 8 2 0 2

] C 40,8 Sim 8 8 0 0 0

Inspecionada ) ) Sim 8 8 0 1 1

E* 41,6 Sim 2 2 0 0 0

F 359 Sim 8 8 0 1 1

G 33,9 Sim 8 8 1 1 2

H 45,0 Nao 8 8 0 1 1

Nio I 444 Sim 8 8 0 0 0

Inspecionada ~ J+* 31,8 Nio 4 7 0 0 0

K 433 Sim 8 5 2 2 4

| Dol 28,3 Nao 3 2 1 1 2

* O estabelecimento encerrou as atividades apds a primeira coleta
** Produgdo eventual

Queijos fabricados com leite pasteurizado
apresentaram maior frequéncia de isolamento
de Listeria spp. (11/14) e alta diversidade de
espécies (L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii
e L. seeligeri). A pasteurizagdo do leite é eficaz
para reduzir ou eliminar este grupo de bactérias
na matéria-prima, no entanto, a presenca de
Listeria spp. no ambiente de produgdo pode resultar
na contaminagdo de queijos*'?. Contaminagdes
pos-pasteurizagdo do leite geralmente ocorrem
em baixas contagens microbianas, no entanto, a
capacidade de multiplicacdo de Listeria spp. em
alimentos refrigerados contribui para aumento
desta populacao, possibilitando sua deteccdo
em etapas subsequentes aquela em que ocorreu
a contaminagdo®’. A contaminac¢do de queijos
fabricados com leite pasteurizado ¢é ainda
mais preocupante, uma vez que, a velocidade
de multiplicagdo de L. monocytogenes, e das
demais espécies, ¢ maior neste tipo de produto’.
Portanto, o uso de leite pasteurizado deve estar
associado a adogdo de boas praticas de fabricagdo e
comercializagdo para obten¢ao de queijos seguros.

L. monocytogenes foi identificada em 1,2%
das amostras analisadas (2/161). Estudo semelhante

identificou maior percentual de isolamento de
L. monocytogenes (9,6%) em queijos Minas Frescal
fabricados com leite pasteurizado em laticinios da
Zona da Mata Mineira'®. Em Juiz de Fora, MG,
queijos de uma mesma marca, produzidos com leite
pasteurizado, coletados em dois pontos de venda,
apresentaram contaminagdo por L. monocytogenes
(6/10). Avaliagdes realizadas na unidade de
producao constataram a presenca do patégeno em
diferentes pontos da planta e identificaram que os
resfriadores foram as fontes de contaminacio'’.
O patdgeno também foiisolado de queijos fabricados
com leite pasteurizado (3/93) comercializados em
Campinas, SP®.

Observou-se maior ocorréncia de Listeria spp.
em amostras coletadas na primavera (64,3%),
seguida do outono (35,7%) e nao foi constatada
ocorréncia em amostras coletadas no inverno e
no verdo. Zaffari et al** avaliaram a influéncia das
estagdes do ano no isolamento de Listeria spp. em
queijos coloniais comercializados no Rio Grande do
Sul e, assim como neste estudo, identificaram maior
ocorréncia deste grupo de bactérias em amostras
coletadas na primavera (7/80), seguida do outono
(6/80) e em uma amostra coletada no verao'.
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A presencga de L. monocytogenes e Listeria spp.
em queijos Minas Frescal produzidos em
agroindustrias familiares inspecionadas e ndo
inspecionadas esta relacionada a ocorréncia de
falhas nos procedimentos de boas praticas durante a
producao e comercializacao dos queijos. O queijo
Minas Frescal, produzido a partir de leite cru
ou pasteurizado, em estabelecimentos que nao
atendem aos requisitos de BPF, oferece risco
potencial a saude do consumidor. A implantagio
das boas praticas nas etapas de fabricacao e
comercializacdo é uma medida fundamental
para garantir a inocuidade dos produtos
comercializados por pequenas agroindustrias.

Os  orgaos fiscalizadores  necessitam
aprimorar o monitoramento da ocorréncia do
patégeno em agroindustrias inspecionadas por
meio de andlises fiscais e programas especificos para
controle de Listeria spp. em ambientes industriais.
A prevaléncia deste grupo de bactérias em queijos
frescos provenientes de agroindustrias nao
inspecionadas evidencia o perigo de se consumir
este tipo de produto e reforca a necessidade de
regularizacdio dos pequenos empreendimentos
para evitar problemas de saude publica e garantir a
sustentabilidade da produgéo artesanal de queijos.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Minas Gerais (FAPEMIG) pelo apoio financeiro
e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPq) pela concessdo
da bolsa de estudos.
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RESUMO

Esta nota apresenta a validagdo de um método para realizar a determinacido de litio em
concentragcdes menores do que 40 pg L' em amostras de aguas de abastecimento publico, utilizando-
se cromatografia de ions e calibragdo externa, com a curva analitica obtida por regressdo linear
(minimos quadrados ordindrios). O método é seletivo, e apresenta limite de detecgdo iguala 1,0 ug L™
e limite de quantifica¢do igual a 2,0 pg L. Os ensaios de recuperagdo em trés niveis de concentragdo
apresentaram resultados entre 99,4 e 101,9%. Na avaliacdo da precisdo nos mesmos trés niveis de
concentragdo, os coeficientes de variagdo exibiram valores entre 1,1 e 4,0%.

Palavras-chave. validacdo de método, cromatografia de ions, litio, 4guas de abastecimento.

ABSTRACT

This note presents the validation of a method for determining the lithium at concentrations less than
40 ug L' in the public water supply, by using the ion chromatography and external calibration, and
the analytical curve was obtained by the linear regression (ordinary least squares). The employed
method is selective, showing the detection limit equal to 1.0 pg L' and the quantification limit equal
to 2.0 ug L. Recovery tests in three concentration levels presented results from 99.4 to 101.9%. On
the precision evaluation in the same three concentration levels, the coeflicients of variation exhibited
values between 1.1 and 4.0%.

Keywords. method validation, ion chromatography, lithium, water supply.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2019;78:€1776
1/5


http://www.ial.sp.gov.br/ial/publicacoes/
mailto:sergio.dovidauskas@ial.sp.gov.br

Dovidauskas S, Okada IA, Santos FR. Determinagao de baixas concentragdes de litio em dguas de abastecimento publico por cromatografia de
ions: valida¢do de método. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2019;78:e1776.

Litio ¢ utilizado no tratamento do transtorno
bipolar, depressdo unipolar e prevencao de suicidio’
sendo comuns, para administracdo via oral, as
preparagdes de carbonato de litio na forma de
comprimidos de 300 mg contendo 56,3 mg de Li*.
No inicio do tratamento do transtorno bipolar, por
exemplo, podem ser utilizadas doses mais elevadas
do medicamento, seguindo-se um ajuste para uma
dose de manutengdo que pode variar entre 900 e
1.500 mg Li,CO, por dia (169,1 a 281,8 mg Li* por
dia)®>. Por outro lado, pesquisas tém encontrado
correlagdes negativas entre taxas de suicidio e baixas
concentragdes de litio em daguas para consumo
humano (abaixo de 219 ug L')’. Em adigdo, tem
sido sugerido também um efeito benéfico da
presenca de baixas concentragdes de litio em aguas
(até 27 pug L) na preven¢ao da deméncia®.

Em um recente estudo realizado em aguas
de abastecimento de 88 municipios da regido
nordeste do Estado de Sao Paulo, Brasil, foram
encontradas pequenas quantidades de litio
em 34,8% de 4.347 amostras analisadas, sendo
28 pg L' a concentragdo méaxima obtida’. Para a
determinagdo das concentra¢des de litio utilizou-
se a cromatografia de ions e calibragdo externa,
com curva analitica obtida a partir de solugdes
padrao de concentragdes entre 10 e 200 ug L', e
o método usado incluiu também determinac¢des
simultaneas dos fons Na*, NH,*, K*, Ca** e Mg**
em diferentes niveis de concentracdo; no caso
do litio, para a obtengdo da fun¢do linear de
calibragdo foi realizado um ajuste por minimos
quadrados ordinarios, obtendo-se 2 ug L' como
limite de detec¢dao (LD) e 5 pug L' como limite
de quantificacio (LQ)°. Uma vez que naquele
trabalho exploratério ndo se dispunha a priori
de informacgdes sobre os niveis do ion nas aguas
de abastecimento da regido, as concentragdes
mensuradas se distribuiram em apenas 14% do
intervalo de concentracdes da curva analitica
utilizada. Nao obstante, em uma segunda etapa
pretende-se aumentar o numero de amostras
analisadas naqueles municipios onde o litio foi
quantificado, com o objetivo de se obter um
perfil mais preciso sobre a sua ocorréncia na
regido, o que inclui também as determinagdes
de outros ions e varidveis’. Do ponto de vista
analitico, para que essa segunda etapa possa ser
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realizada de maneira mais precisa, o intervalo
de concentragdes da curva analitica do litio
deve ser reduzido de modo a compreender de 0
a 150% das concentragdes esperadas, seguindo
recomenda¢des da International Union of Pure
and Applied Chemistry’. Assim, um novo método
foi planejado utilizando uma curva incluindo as
seguintes concentragdes: 2; 10; 20; 30; e 40 pg L.
Por outro lado, mantiveram-se as determinacdes
simultaneas dos ions Na*, NH,*, K*, Ca** e Mg*
nas condi¢des previamente validadas®. Tendo
em vista que essa curva inclui o LD do litio da
curva anterior e que, portanto, as inferéncias
estatisticas relacionadas a essa regido de
concentragdes passam a ser questiondveis quanto
as possiveis distribui¢des normais dos erros’,
optou-se por uma validagao completa do novo
método de determinacao de litio. Esse trabalho
descreve esta validagdo, que seguiu documento
orientativo da Coordenac¢do Geral da Acreditacdo
do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (Inmetro)® e normas da International
Organization for Standardization (ISO)°.

Todos os reagentes utilizados eram de
grau analitico (Sigma-Aldrich e Merck) e todas
as solugoes aquosas de padrdes e eluentes foram
preparadas com 4gua tipo I obtida em um
sistema de purificagdo marca Millipore, modelo
Milli-Q Direct 8. A cromatografia dos cations
Li*, Na*, NH*, K%, Ca** e Mg’, foi realizada
em equipamento marca Metrohm, modelo
930 COMPACT IC FLEX DEG, nas seguintes
condig¢des: eluente, solu¢io de HNO, 1,7 mmol L
contendo 0,7 mmol L' de acido dipicolinico; vazéo,
0,9 mL min’}; temperatura ambiente; coluna marca
Metrohm, modelo Metrosep C4 150/4.0. Antes da
analise cromatografica, as amostras foram filtradas
em filtros 0,45 um. No tratamento dos dados foram
utilizados os softwares Microsoft Excel® 2013 e
Origin® 9.1Pro.

A seletividade do método é evidenciada
na Figura, que apresenta os cromatogramas
de cinco solugdes padriao contendo os seis
cations; no detalhe observa-se o sinal analitico
do Li*, correspondendo as concentragdes 2; 10;
20; 30; e 40 pg L (as concentragdes dos ions
Na*, NH,*, K*, Ca’* e Mg’ foram previamente
descritas®). A Tabela exibe as areas de pico do
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fon Li* para essas cinco solugdes em dez curvas
analiticas independentes, incluindo-se também
as respectivas médias, variancias e desvios
padrdo, uma vez que o teste de Shapiro-Wilk (a
= 0,05) indicou distribuicdo normal para todas
as cinco séries de 10 medidas, constatando-
se ainda a auséncia de valores aberrantes por
meio do teste de Grubbs (a = 0,05). Quando
o teste de homogeneidade de variancias foi
aplicado conforme ISO 8466-1° (a = 0,01), o
resultado indicou homoscedasticidade, enquanto
o resultado do teste de linearidade, aplicado de
acordo com a mesma norma e usando as médias de
areas de pico de cada solugdo padrio, indicou que
a fungdo de calibragédo é linear (a = 0,05). Assim,
utilizando-se o ajuste da fun¢do por regressio
linear pelo método dos minimos quadrados
ordinarios, obteve-se uma equag¢do do
tipoy =a+ b.x, sendoa =2,85.10* uS cm™ min e
b = 8,27.10* uS cm™ min pg” L; o desvio padrao
residual foi igual 2.10* uS cm’ min, com
coeficiente de determinacéo ajustado (R? ) igual
a 0,9997.

Figura. Cromatogramas das cinco solu¢des padrdo contendo
os seis fons (Li*, Na*, NH,*, K*, Ca*" e Mg*)

Tabela. Areas de pico do fon litio contido nas cinco solugdes padrio da Figura

Areas de pico (uS cm™ min)

Padrio 1 Padrio 2 Padrio 3 Padrio 4 Padrio 5

Curva (2ugl?) (10 pg L) (20 ug L) (30 ug L) (40 pg L)
1 0,00237 0,00830 0,01659 0,02447 0,03383
2 0,00199 0,00906 0,01653 0,02470 0,03378
3 0,00233 0,00823 0,01691 0,02527 0,03331
4 0,00221 0,00864 0,01670 0,02471 0,03367
5 0,00183 0,00853 0,01685 0,02503 0,03431
6 0,00168 0,00906 0,01628 0,02464 0,03282
7 0,00193 0,00896 0,01615 0,02508 0,03376
8 0,00190 0,00879 0,01684 0,02574 0,03340
9 0,00171 0,00868 0,01639 0,02479 0,03362
10 0,00220 0,00833 0,01704 0,02511 0,03333
Meédia 0,00202 0,00866 0,01663 0,02495 0,03358
Variancia 6,2E-08 9,6E-08 8,5E-08 1,4E-07 1,6E-07
Desvio padréio 0,00025 0,00031 0,00029 0,00037 0,00040
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O cilculo do LD do método envolveu a
equacdo abaixo®:

LD=33 u
=337

onde b é o valor do coeficiente angular da
curva analitica obtida com as médias de areas de
pico de cada solugao padrio, e s é o desvio padrao
das areas de pico da solugdo padrio de menor
concentracao (ver Tabela). Dessa forma, o LD
apresentou um valor igual a 1,0 pg L.

Com rela¢ao ao LQ do método, assumiu-se o
seu valor como a menor concentragao entre aquelas
utilizadas nas solugdes padrao para a construgao da
curva analitica, ou seja, LQ = 2,0 pg L.

Tanto o valor de LD como o valor de LQ
foram confirmados experimentalmente através
de anadlises de duas séries de amostras de aguas
de abastecimento isentas de litio, cada série com
seis replicatas. As amostras foram contaminadas
de modo que a primeira série apresentasse
concentragdes iguais ao LD, e a segunda série
apresentasse concentragoes iguais ao LQ. No caso
do LD, o método foi capaz de detectar a presenca do
ion Li* em todas as replicatas, enquanto a analise das
seis replicatas ao nivel do LQ indicou uma média de
1,9 ug L' (recuperagao = 95%) com desvio padrao
igual a 0,3 pg L (coeficiente de variagdo = 15%).
Tanto a exatiddo como a precisdo para o LQ foram
consideradas satisfatorias.

Para avaliar a tendéncia do método e a sua
precisao em condig¢des de repetibilidade, realizaram-
se ensaios de recuperacio em trés niveis de
concentracgao (4, 20 e 36 ug L"), obtidos pela adi¢ao
de solugdo padrao de litio a amostras de aguas de
abastecimento isentas do ion. Cada nivel envolveu
seis replicatas e as recuperacoes calculadas foram:
para4pgL’, 101,9% de recuperagao, com coeficiente
de variacdo igual a 4,0%; para 20 pg L', 99,4% de
recuperagao, com coeficiente de variacdo igual a
1,1%; para 36 pg L, 100,2% de recuperagao, com
coeficiente de variagdo igual a 1,4%. Tanto a exatidao
como a precisdo foram consideradas satisfatdrias.

Em conclusdo: todos os parametros avaliados
na validagdo descrita nesta nota apresentaram
caracteristicas adequadas para a determinagdo de
baixas concentrag¢des de litio (menores que 40 pug L")
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em amostras de aguas de abastecimento publico.
Nio obstante, cabe aqui salientar que o valor do
LD obtido (1,0 ug L") ¢ menor que o normalmente
atingido naabsor¢ao atdmica com chama ar-acetileno
(2 ug L") e na espectrometria de emissdo atomica
por plasma acoplado indutivamente (4 pg L™)™.
Assim, a cromatografia de fons para a determinagédo
de pequenas quantidades de litio em amostras de
aguas é uma alternativa viavel em relagdo a métodos
envolvendo equipamentos mais dispendiosos.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sdo Paulo pelo apoio financeiro (Processo
FAPESP n° 2017/24883-0) e pela bolsa concedida
a Felipe Rodrigues dos Santos (Processo FAPESP
n° 2018/20342-7).
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Devem ser baseados em dados originais e perspectivas relevantes para saude publica. Cada artigo deve conter
objetivos e hipoteses claras, desenho e métodos utilizados, resultados, discussio e conclusdes.

Informagées Complementares:
¢ Devem conter no maximo 6000 palavras, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

¢ Tabelas, figuras, graficos e fotos, serdo limitados a 5 (cinco) no conjunto, e devem incluir apenas os dados imprescindiveis
em arquivos separados. As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas.

¢ As referéncias bibliograficas, limitadas a 50, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusio de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagio. Citagdes de
documentos néo publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatdrios e outros) devem ser evitadas.

¢ Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicagéo de 3 a 6 palavras-chave

(keywords).

A estrutura dos artigos originais de pesquisa ¢ a convencional: Introdugdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo e
Conclusao, respeitando a ldgica da estrutura de artigos cientificos.

1.2 Artigos de Revisdo: dedicados & apresentacdo e a discussio de temas de interesse cientifico e de relevincia para
a saude publica. Devem apresentar formulagdo clara de um objeto cientifico de interesse, argumentagdo ldgica,
critica tedrico-metodoldgica dos trabalhos consultados e sintese conclusiva.

Informagdes complementares:
¢ Devem conter no maximo 7500 palavras, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

¢ Tabelas, figuras, graficos e fotos, serdo limitados a 3 (trés) no conjunto, e devem incluir apenas os dados imprescindiveis
em arquivos separados. As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas.

¢ As referéncias bibliograficas, limitadas a 80, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagdo. Citagdes
de documentos nio publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros) devem ser evitadas.

¢ Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicacdo de 3 a 6 palavras-chave
(keywords).

1.3 Comunica¢des Breves: sio contribuicbes de importdncia no campo da pesquisa de interesse em saide
publica, mas que ndo comportam pela sua complexidade e extensio uma andlise mais abrangente. Serdo consideradas,
também, nesta categoria descricdes de novos métodos ou técnicas que tragam avangos para a area de conhecimento.

Informagdes complementares:
¢ Devem conter no maximo 3000 palavras, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

¢ Tabelas, figuras, graficos e fotos, serdo limitados a 2 (dois) no conjunto, e devem incluir apenas os dados imprescindiveis
em arquivos separados. As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas.
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As referéncias bibliograficas, limitadas a 15, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias numa mesma citagdo. Citagdes
de documentos nio publicados e nio indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros) devem ser evitadas.

Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicacdo de 3 a 6 palavras-chave
(keywords).

1.4 Notas Cientificas: sdo relatos sucintos destinados & rapida divulgagdo de resultados relevantes, com reconhecido
impacto para a comunidade cientifica, que justifique a publicacio de resultados parciais a critério do corpo editorial.

Informacgdes complementares:

*

¢

Devem conter no maximo 1800 palavras, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

Tabelas, figuras, graficos e fotos, serdo limitados a 2 (dois) no conjunto, e devem incluir apenas os dados imprescindiveis
em arquivos separados. As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas.

As referéncias bibliograficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusio de nimero excessivo de referéncias numa mesma citagdo. Citagdes
de documentos ndo publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatérios e outros) devem ser evitadas.

Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 1800 palavras, com a indicagdo de 3 a 6 palavras-chave
(keywords).

1.5 Comentarios Técnico-Cientificos: contribuices de interesse em saude publica destinadas a veiculagdo de
informacdes cientificas e tecnoldgicas comentadas e discutidas sob o ponto de vista dos seus autores, podendo ser
de natureza individual ou institucional.

Informagoes complementares:

¢

*

Devem conter no maximo 1800 palavras, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

As referéncias bibliograficas, limitadas a 30, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusio de nimero excessivo de referéncias numa mesma citagdo. Citagdes
de documentos nio publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros) devem ser evitadas.

Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 100 palavras, com a indicacdo de 3 a 6 palavras-chave
(keywords).

Sua apresentagio deve ser na forma de texto tnico.

1.6 Relatos de Caso: sdo textos que contemplam principalmente as dreas médica e veterindria, em que o resultado é
anterior ao interesse de sua divulgagdo ou a ocorréncia dos resultados nio é planejada.

Informagdes complementares:

L

¢

Devem conter no maximo 1000 palavras, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

Tabelas, figuras, graficos e fotos, serdo limitados a 2 (dois) no conjunto, e devem incluir apenas os dados imprescindiveis
em arquivos separados. As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas.

As referéncias bibliograficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias numa mesma citagdo. Citagdes
de documentos nio publicados e nio indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros) devem ser evitadas.

Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 100 palavras, com a indicacdo de 3 a 6 palavras-chave
(keywords).
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1.7 Resumos de Teses e Dissertagdes: sdo aceitos resumos de teses e dissertagdes até um ano ap0s a defesa.
Informacgdes complementares:
¢ Devem ter até 400 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

¢ Sua apresenta¢do deve conter o nome do autor e do orientador, titulo do trabalho em portugués e em inglés, nome da
instituigdo em que foi apresentado, drea de concentragdo, ano da defesa e endereco eletronico onde a tese/dissertagio
esta disponivel.

Os textos devem ser redigidos em processador de texto Word ou compativel, no formato A4, espaco duplo, fonte Times
New Roman, tamanho 12. As tabelas e legendas devem utilizar fonte Times New Roman, tamanho 10, e as notas e figuras a
fonte Times New Roman, tamanho 9. Devem ser evitados arquivos compactados (zip). A estrutura do manuscrito deve estar
em conformidade com as normas do Sistema Vancouver - Titulo; Autores e Instituicdes; Resumo e Abstract; Introdugio;
Material e Métodos; Resultados; Discussdo; Conclusdo; Agradecimentos; Referéncias; Tabelas; Figuras e Fotografias.

2.1 Pagina de Identificagio:
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Titulo em portugués e em inglés: o titulo, limitado a 180 caracteres com espaco, deve ser conciso e conter informagoes
que expresse o conteido do manuscrito; se 0 mesmo for submetido em inglés, deve ser informada a tradugéo do titulo em
portugués.

Autores: sdo considerados autores, aqueles que contribuiram substancialmente para a concep¢do e planejamento,
ou andlise e interpretagdo dos dados; contribuiram significativamente na elaboragdo do rascunho ou na revisdo critica
do conteudo e participaram da aprovagdo da versdo final do mesmo, de acordo com o International Committee of Medical
Journal Editors— ICMJE - (http://www.icjme.org). Deve constar o nome completo, sem abreviacdes e com o tiltimo sobrenome
em caixa alta (exemplo: Ana Maria Camargo da SILVA) e o e-mail do autor responsavel. O autor responsavel pela troca
de correspondéncia deve estar assinalado com asterisco (*) e apresentar também o endereco institucional completo.

Afiliagdo: deve ser indicada a institui¢do a qual cada autor esta afiliado, na seguinte ordem de hierarquias institucionais de
afiliacdo: laboratdrio, setor, secdo, servigo, divisdo, departamento, instituto, faculdade e universidade. Nao incluir cargos e
fun¢oes dos autores.

Financiamento da pesquisa: se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de auxilio, o nome da agéncia financiadora
e o respectivo nimero do processo no final do artigo.

Nota de apresentagdo: quando baseado em tese ou dissertagdo, indicar o nome do autor, titulo, ano, nome do programa
de pds-graduacio e instituigdo onde foi apresentada. Quando apresentado em evento cientifico, indicar o nome do evento,
local e ano da realizagao. Nas duas situagdes indicar a informagéo no final do artigo.

2.2 Preparo do manuscrito:

Resumo/Abstract: todos os textos deverao ter resumos em portugués e inglés, dimensionados conforme a categoria do artigo.
Como regra geral, o resumo deve incluir objetivos do estudo, principais procedimentos metodoldgicos, principais resultados
e conclusdes.

Palavras-chave/keywords: Devem ser indicados entre 3 a 6 descritores do contetdo, extraidos do vocabulario Descritores
em Ciéncias da Saude (DeCS) da Bireme (disponivel em http://www.bireme.br) nos idiomas portugués e inglés. Em inglés,
com base no Medical Subject Headings (MeSH).

Caso ndo sejam encontrados descritores adequados para a tematica do manuscrito, poderao ser indicados termos nio existentes
nos conjuntos citados, limitados a um tergo do total dos descritores.
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Estrutura do texto:

A) Introdugio: Deve ser breve, relatando o contexto e a justificativa do estudo, apoiados em referéncias pertinentes ao objetivo
do manuscrito, sintetizando a importincia e destacando as lacunas do conhecimento abordadas. Nao deve incluir dados ou
conclusdes do estudo em referéncia

B) Material e Métodos: Os procedimentos adotados devem ser descritos claramente, bem como as varidveis analisadas, com a
respectiva defini¢do, quando necessaria, e a hipdtese a ser testada. Devem ser descritas a populagdo e a amostra, instrumentos
de medida, com a apresentagio, se possivel, de medidas de validade e conter informagdes sobre a coleta e processamento
de dados. Deve ser incluida a devida referéncia para os métodos e técnicas empregados, inclusive os métodos estatisticos;
métodos novos ou substancialmente modificados devem ser descritos, justificando as razes para seu uso e mencionando suas
limitagoes.

Os critérios éticos da pesquisa devem ser respeitados; os autores devem explicitar que a pesquisa foi conduzida dentro de
padroes éticos e foi aprovada por comité de ética, indicando o nome do comité de ética, niimero e data do registro.

C) Resultados: Devem ser apresentados em uma sequéncia logica, iniciando-se com a descricdo dos dados mais
importantes. Tabelas e figuras devem ser restritas aquelas necessarias para argumentagdo e a descricdo dos dados no
texto deve ser restrita aos mais importantes. Os graficos devem ser utilizados para destacar os resultados mais relevantes e
resumir relacdes complexas. Dados em graficos e tabelas ndo devem ser duplicados nem repetidos no texto. Os resultados
numéricos devem especificar os métodos estatisticos utilizados na analise.

D) Discussdo: A partir dos dados obtidos e resultados alcancados, os novos e importantes aspectos observados
devem ser interpretados a luz da literatura cientifica e das teorias existentes no campo. Argumentos e provas baseadas em
comunica¢do de carater pessoal ou divulgadas em documentos restritos ndo podem servir de apoio as argumentagdes
do autor. Tanto as limitacdes do trabalho quanto suas implicagdes para futuras pesquisas devem ser esclarecidas. Incluir
somente hipdteses e generalizagdes baseadas nos dados do trabalho. As conclusdes podem finalizar esta parte, retomando
o objetivo do trabalho ou serem apresentadas em item separado.

E) Agradecimentos: Este item é opcional e pode ser utilizado para mencionar os nomes de pessoas que, embora nao
preencham os requisitos de autoria, prestaram colaboragéo ao trabalho. Sera preciso explicitar o motivo do agradecimento,
por exemplo, consultoria cientifica, revisdo critica do manuscrito, coleta de dados etc. Deve haver permissdo expressa
dos nomeados e o autor responsavel deve anexar a Declaragdo de Responsabilidade pelos Agradecimentos. Também pode
constar desta parte apoio logistico de instituigdes.

2.3 Citagdo no texto: A exatiddo das referéncias é de responsabilidade dos autores. Devem ser indicadas pelo seu numero

na listagem, na forma de expoente, sem uso de parénteses, colchetes e similares. Nos casos em que hd citagio do nome

do autor, o numero da referéncia deve ser colocado a seguir do nome do autor. Trabalhos com dois autores devem fazer
« »

referéncia aos dois autores ligados por “e”. Nos outros casos apresentar apenas o primeiro autor (seguido de et al, em caso
de autoria maltipla).

Exemplos:

¢ Nos Estados Unidos e Canada, a obrigatoriedade da declaragao dos nutrientes no rétulo do alimento é mais antiga e foram
desenvolvidos métodos hidroliticos, como 0 AOAC 996.061, de extragdo e determinagdo da GT por calculo a partir dos AG
obtidos por cromatografia gasosa com detector de ioniza¢do em chama (GC/DIC)>’.

¢ Segundo Chang et al*', o aumento do tamanho das particulas resulta numa reducdo da drea de superficie conferindo uma
melhora na reten¢io e estabilidade das mesmas.

2.4 Referéncias:

Listadas ao final do texto, devem respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos aceitos pela RIAL.
As referéncias devem ser normalizadas de acordo com o estilo Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication, numeradas consecutivamente na ordem em que foram mencionadas
a primeira vez no texto.
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Os titulos de periddicos devem ser referidos de forma abreviada, de acordo com o Medline, disponivel no enderego
http://www.ncbinlm.nih.gov/sites/entrez?¢db=journals. Para consultar periddicos nacionais e latino-americanos:
http://portal.revistas.bvs.br/main.php?home=true&lang=pt.

No caso de publicagdes com até seis autores, citam-se todos; acima de seis, citam-se os seis primeiros, seguidos
da expressio latina ‘et al’” Referéncias de um mesmo autor devem ser organizadas em ordem cronoldgica
crescente. Quando existente, incluir o enderego eletrénico contendo o (doi) na citagdo do artigo para a recuperagio
do documento.

Exemplos:
Artigos de periédicos:

¢ Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e dcidos graxos na informagdo nutricional do rétulo dos alimentos
embalados: aspectos sobre legislacdo e quantificagdo. Rev Inst Adolfo Lutz. 2009;68(2):121-6.

¢ Conde MB, Melo FAE, Marques AMC, Cardoso NC, Pinheiro VGE Dalcin PTR et al. III Diretrizes para Tuberculose
da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia. ] Bras Pneumol. 2009;35(10):1018-48. https://dx.doi.org/10.1590/
S$1806-37132009001000011.

¢ Lindsay RP, Shin SS, Garfein RS, Rusch MLA, Novotny TE. The association between active and passive smoking and latent
tuberculosis infection in adults and children in the United States: results from NHANES. PLoS One. 2014;9(3):e93137.
https://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0093137.

¢ Hennington EA. Acolhimento como pratica interdisciplinar num programa de extensdo. Cad Saude Coletiva [Internet].
2005;21(1):256-65. Disponivel em: http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf.

Livros:

¢ Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2.ed. Albany (NY):Delmar Publishers;1996.
¢ Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sdo Paulo: James Martim; 2009.

¢ Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid program. Washington (DC): The Institute; 1992.
¢

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer. Washington: National Academy Press; 2001[acesso
2003 Jul 13]. Disponivel em: http://www.nap.edu/catalog.php?record_id=10149.

Capitulos de livro:

¢ Wirdh L. Histdria da Epidemiologia. In: Lopez D, organizador. Estudos epidemiologicos qualitativos. Sdo Paulo: James
Martim; 2009.p.64-76.

Dissertacdes, teses e monografias:

¢ Santos EP. Estabilidade quimica da manteiga da terra [dissertagdo de mestrado]. Bananeiras (PB): Universidade Federal
da Paraiba;1995.

¢ Moreschi ECP. Desenvolvimento e validagio de métodos cromatograficos e avaliacdo da estabilidade de vitaminas
hidrossolaveis em alimentos [tese de doutorado]. Sdo Paulo (SP): Universidade de Sao Paulo; 2006.

Trabalhos de congressos, simposios, encontros, seminarios e outros:

¢ Colombo FA, Vidal JE, Oliveira ACP, Focaccia R, Pereira-Chioccola VL. O uso de métodos moleculares na
avaliacdo do diagnostico da toxoplasmose cerebral em pacientes com AIDS. III Encontro do Programa de
Pés-Graduagdo em Infecgdes e Satide Publica; agosto de 2004; Sao Paulo: Rev Inst Adolfo Lutz. p. 30 [resumo 28-PLSP].

Dados eletronicos:

¢ Companhia de Saneamento Basico do Estado de Sdo Paulo — SABESP. O que fazemos/Qualidade da 4gua. [acesso 2008 Set
17]. Disponivel em: http://www.sabesp.com.br/CalandraWeb/CalandraRedirect/?temp=4&proj=sabesp&pub=T&db=&doci.
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Legislagao:

¢ Ministério da Satide (BR). Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria. Resolugdo RDC n° 18, de 27 de abril de 2010.
Dispde sobre alimentos para atletas. Aprova o Regulamento Técnico sobre Alimentos para Atletas. Didrio Oficial da Unido.
Brasilia, DF, 28 abr 2010. Sec¢éo 1(79):211-2.

Autoria institucional:

¢ Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo - Brasil). Métodos fisico-quimicos para andlise de alimentos: normas analiticas do
Instituto Adolfo Lutz. 4. ed. [1. ed. digital]. Sdo Paulo (SP): Instituto Adolfo Lutz; 2008. Disponivel em: http://www.ial.
sp.gov.br/resources/editorinplace/ial/2016_3_19/analisedealimentosial_2008.pdf.

¢ Organizacion Mundial de la Salud - OMS. Como investigar el uso de medicamentos em los servicios de salud. Indicadores
seleccionados del uso de medicamentos. Genebra; 1993. (DAP. 93.1).

Patente:

¢ Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors: Novoste Corporation, assignee. Methods for procedures related to
eletrophysiology of the heart. US patent 5,529,067. 1995 Jun 25.

Casos ndo contemplados nesta instru¢io devem ser citados conforme indica¢do em: Patrias K, Wendling D, Technical
Editor. The NLM Style Guide for Authors, Editors, and Publishers. Citing Medicine. 2.ed. Bethesda (MD): National Library
of Medicine (US); 2007. Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/.

Referéncias a documentos nido indexados na literatura cientifica mundial, em geral de divulgacdo circunscrita a uma
instituicdo ou a um evento (teses, relatorios de pesquisa, comunicagdes em eventos, dentre outros) e informacdes
extraidas de documentos eletronicos, nio mantidas permanentemente em sites, se relevantes, devem figurar no rodapé
das paginas do texto onde foram citadas.

2.5 Numeros de figuras e tabelas: A quantidade de figuras e tabelas de cada manuscrito deve respeitar a quantidade
definida para cada categoria de artigos aceitos pela RIAL. Todos os elementos graficos ou tabulares apresentados serdo
identificados como figura ou tabela, e ndo como quadros, graficos etc. Figuras e tabelas serdo numeradas separadamente,
na sequéncia, a partir de um.

A) Tabelas: Devem ser redigidas em processador de texto Word ou compativel e serem apresentadas em arquivos separados,
numeradas consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem em que foram citadas no texto. A cada uma deve-se atribuir
um titulo breve, nio se utilizando tragos internos horizontais ou verticais. As notas explicativas devem ser limitadas ao menor
nuimero possivel e colocadas no rodapé das tabelas, e redigidas com a fonte Times New Roman tamanho 9. Se houver tabela
extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar formalmente autorizacio da revista que a
publicou, para sua reprodugio.

B) Figuras: As ilustragdes (fotografias, desenhos, graficos etc.) devem ser citadas como Figuras, apresentadas em arquivos
separados e numeradas consecutivamente com algarismos arabicos na ordem em que foram citadas no texto. Devem conter
titulo e legenda apresentados na parte inferior da figura. S6 serdo admitidas para publicacdo as figuras suficientemente
claras e com qualidade digital, no formato jpeg ou tif, com resolu¢do minima de 300 dpi. Figuras em pdf s6 serdo aceitas
em alta resolucdo (300 dpi). Se houver figura extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar
autorizagdo, por escrito, para sua reproducaio.

Em conformidade com as diretrizes do International Committee of Medical
Journal Editors, sdo solicitados alguns documentos e declaracdes do(s) autor(es) para a avaliagdio de seu manuscrito.
Observe a relagdo dos documentos abaixo e, nos casos em que se aplique, anexe o documento ao processo. O momento
em que tais documentos serdo solicitados ¢ variavel:
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Documento/declaracao Quem assina Quando anexar
Carta de Apresentagao Todos Submissao
Responsabilidade pelos Agradecimentos Autor responsavel Aprovagao
Transferéncia de Direitos Autorais Todos Aprovagao

A carta de Apresentagdo do manuscrito deve conter:

¢ Aindicagio da categoria do artigo em submissao.

¢ Assinatura de todos os autores e os respectivos enderegos eletronicos.

¢ Um pardgrafo declarando a responsabilidade de cada autor: ter contribuido substancialmente para a concepgio
e planejamento ou andlise e interpretacdo dos dados; ter contribuido significativamente na elabora¢ao do rascunho
ou na revisdo critica do contetdo; e ter participado da aprovagdo da verséo final do manuscrito. Para mais informagdes
sobre critérios de autoria, consulte a pagina do ICMJE (http://www.icjme.org).

¢ Um paragrafo contendo a declaracio de potenciais conflitos de interesses dos autores.

¢ Um paragrafo contendo a declaragdo que o trabalho nio foi publicado, parcial ou integralmente, em outro periédico
e que ndo se trata de plagio ou autoplagio. Todos os autores devem ler, assinar e enviar documento transferindo os
direitos autorais. O artigo so sera liberado para publicagio quando esse documento estiver em posse da RIAL.

¢ Indicagio de até trés revisores, com afiliacdo e endereco eletrénico para contato.

a)
b)
<)
d)
e)
f)
g)
h)

)

Nome e instituicdo de afiliacdo de cada autor, incluindo enderego eletronico e telefone do autor responsével.
Titulo do manuscrito, em portugués e inglés.

Texto apresentado em fonte Times New Roman, tamanho 12, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).
Resumos em portugués e em inglés.

Carta de Apresentacio assinada por todos os autores.

Nome da agéncia financiadora e ntimero(s) do(s) processo(s).

No caso de artigo baseado em tese/dissertacdo, indicar o nome da institui¢do/Programa, grau e o ano de defesa.

Referéncias normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas pela citacdo no texto e numeradas; verificar se todas
estao citadas no texto.

Tabelas numeradas sequencialmente, com titulo em fonte Times New Roman, tamanho 10 e notas em fonte Times New
Roman, tamanho 9, e no maximo com 12 colunas, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).

Figura nos formatos (tif, jpeg ou pdf), com resolugao minima 300 dpi.

Os manuscritos submetidos serdo analisados inicialmente pelos editores quanto ao escopo,

a redagdo cientifica, gramatical e ao atendimento as normas da RIAL. A baixa qualidade da reda¢do acarretara na devolugio
do trabalho para revisdo da linguagem pelo(s) autor(es) antes de iniciar o processo de submissao.

Os manuscritos selecionados serdo encaminhados para avaliagdo por relatores da darea

pertinente. Apos receber os pareceres, o Corpo Editorial, que detém a decisdo final sobre a publicagio ou nido do texto,
avalia a sua aceitagdo sem modificacdes, a recusa ou a devolugdo ao(s) autor(es) com as sugestdes apontadas pelos
relatores. Caso sejam solicitadas modificagdes, o(s) autor(es) tem o prazo de até trés semanas para reenviar o trabalho,
para continuidade da avaliagdo.
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Apds sua aprovagdo pelos editores, o manuscrito serd submetido a revisio de estilo em lingua
portuguesa e/ou inglesa. A RIAL se reserva o direito de introduzir alteragdes nos originais, visando a manutengdo da
homogeneidade e qualidade da publicagio, respeitando, porém, o estilo e as opinides dos autores.

O manuscrito, revisado e aprovado, sera encaminhado para diagramagao. O autor responsavel pela correspondéncia
recebera as provas gréficas para revisdo, em formato pdf (portable document format), por correio eletrénico. O Corpo Editorial
poderd solicitar figuras com melhor resolugdo, caso seja necessario. Nesta fase, ndo serdo aceitas mudangas no conteudo
do trabalho. O prazo maximo para a revisao da prova é de dois dias. E importante cumprir os prazos de revisdo para evitar
atrasos e garantir a publicagdo na sequéncia programada do volume.

A partir de 2016 a RIAL adotou o sistema de publicagdo continuada em volume tnico. Os artigos serdo
publicados online no Portal do Instituto Adolfo Lutz http://www.ial.sp.gov.br em ordem cronoldgica de aprovagdo. As datas
de recebimento e de aprovagdo do artigo constardo obrigatoriamente na publicagdo. Textos completos com acesso livre
serdo disponibilizados no Portal de Revistas em Veterindria e Zootecnia http://revistas.bvs-vet.org.br/rialutz, Portal LILACS
http://lilacs.bvsalud.org/, BVS Rede de Informagio e Conhecimento http://ses.sp.bvs.br/.

E permitida a reprodugdo, no todo ou em parte, de artigos publicados na RIAL, desde que sejam indicados a origem e o
nome do autor, em conformidade com a legislagdo sobre os direitos autorais.
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