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NIVEIS RESIDUAIS DE OXIDO DE ETILENO, ETILENOCLORIDRINA
E ETILENOGLICOL EM SONDAS ENDOTRAQUEAIS DE BORRACHA,
EM DIFERENTES TIPOS DE EMBALAGENS*

Esterlina WATANABE**
Heloisa H. C. BARRETTO***
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WATANABE, E & BARRETTG, H. H. C. — Niveis Residuais de Oxido de Ftileno, Htileno-
cloridrina e Etilenoglicol em sondas endotragueais de borracha, em fungfo dos tipos de
embalagens utilizados. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 51 (1/2): 1-6, 1991,

RESUMO: A andlise dos teores residuais verificada em sondas endotraqueais de diversos
difimetros internos, em fungdo dos tipos de embalagens utilizados, nas diversas posicdes na cé-
mara de esterilizacdo, revelou baixos teores residuais de oxido de ctilenc, em embalagem de
papel grau ciriirgico verso polipropileno, Altos teores foram verificados em embalagens de fil-
me de poliamida com poliamida, Nio foram detectados teores significativos de etilenocloridris

na ¢ etilenoglicol.

DESCRITORES: Sondas endotragueais de borracha; 6xido de etileno, etilenocloridrina,
etilenoglicol, residuos em sondas de borracha; esterilizacdo de sondas de borracha.

INTRODUCAO

As falhas na técnica de osterilizagio resuitam mui-
tas vezes de fatores ligados ao desconhecimento do
manuseio de aparelhos, do uso de métodos incorre-
tos de acondicionamento do material e dos princi-
pios relacionados ao processo utilizado® 81017,

Os elevados indices de infeccBes nos hospitals
acarretando complicagfes em pacientes, podemn de-
correr de falhas no processo de esterilizacio de ma-
teriais ¢ equipamentos inadegitadamente prepara-
dos.

Torna-se fundamental a identificacfio, prevengo
e correcio das falhas, através da implantagéo de me-
didas seguras principalmente quando alternativas de
esterilizacio sio introduzidas. Uma delas, ampla-
menie empregada atualmente, € a do uso de oxido
de etileno, pela sua propriedade bactericida,

O gés &xido de etileno é um agente guimico bas-
tanie 10xico, capaz de destruir 0s microorganismos
patogénicos das superficies de determinados mate-

riais € equipamentos que nio toleram esterilizacio
a altas temperaturash 121516,

Entretanto, este processo pode acarretar efeitos
adversos 4 saude, provenientes da guantidade de
seus residuos ou de seus sub-predutos, quando

ndo  processados dentro de padrdes estabeleci-
doshS1BLIIBITIE

Para diminuir os riscos, os materiais esteriliza-
dos devem ser submetidos a wmna efetiva aeraciio
e acondicionados em embalagens apropriadas®®0
sendo que as mais fregiientemente usadas em bhos-
pitais sdo papéis, filmes pldsticos e combinacio
de papel com filme plastico.

Algumas caracteristicas importantes devem
acompanhar as embalagens, para atender ao mé-
todo de esterilizacdo®, como: permeabilidade, re-
sisténcia, flexibilidade, ausénein de componentes
toxicos na sua composicdo, facilidade no uso ¢
integridade na selagem.

O limite de ifeores residuals nos materiais
médico-cirirgicos, encontra-se definido na Por-

* Realizado na Sec@io de Aditivos ¢ Pesticidas Residuais do Institute Adolfo Lutz.

** Do Hospital das Clinicas da F.M USSP,
##% Do Institute Adolfo Lutz
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taria do Ministério da Saide segundo os valores
adaptados aos padrdes do FDA (Food and Drug
Administration)®.

Qutra preocupacio verificada é a possfvel in-
fluéncia na localizagio dos materiais, quando co-
locados mo interior da c&mara para esterilizagio,
mesmo que devidamente acondicionados.

Tais preccupagtes decorreram durante a expe-
riéncia com o processo de esterilizacio utilizando
o gds éxido de etileno, com intercorréncias clini-
cas com 0s pacientes, caracterizados como reagdes
alérgicas, semelhantes a queimaduras de segundo
grau,

As embalagens empregadas rotineiramente vio
desde o papel como que coniém em sua composi-
¢do, amido, substéncias téxicas, anséncia de resis-
téncia & flexdo e propensa a rasgaduras, até filmes
pldsticos que ndo oferecem adequada permeabili-
dade, impedindo a liberagdo do residuo de dxido
de etileno e seus sub-produtos, etilenocloridrina e
etilenoglicol®,

Mediante o5 problemas enfrentados, o presente
trabalho teve como objetivo verificar o teor resi-
dual de oxide de etileno, etilenocloridrina e etile-
noglicol, utilizando sondas endotraqueais de diver-
sos calibres, acondicionadas em diferentes tipos de
embalagens, ¢ em diversas posigdes no interior da
autoclave, pretendendo dessa forma contribair para
a promogio de melhor nivel de atendimento ac pa-
ciente, por meio de subsidios ao controle de quali-
dade do processo de esterilizagfo utilizado,

MATERIAL E METODO
Muaterial

- Autociave horizontal a éxido de etileno de
ciclo automatico com capacidade de 576 1, largura
de 80 cm, altura de 60 cm € profundidade de 1,20
m, nas condicbes abaixo:

s pressfio de trabatho de 1,100 kg/em?

» pré-vacuo de 20 minutos

s tempo de exposicdo de 3,5 horas

* temperatura de 55°C

¢ umidade relativa de 40% a 30%

+ mistura gasosa de 12% de 6xido de etileno ¢
88% de Freon 12

» acraclo prévia de 4 horas.

— Cimara aeradora de oxido de etileno com ca-
pacidade de 576 1, largura, de 80 cm, aliura de 60
cm ¢ profundidade de 1,32 m de ciclo automatico,
com termorregulador e temporizador de 12 horas,
nas condigtes abaixo:

» temperatura de 52°C
e tempo de acracdo de 12 horas.

- Embalagens

a) Papel grau cirdrgico 80 g/ m?, ¢spessura de
0,690 mi, verso papel grau cirirgico 60
g/m? ¢ polietileno de 20 ecm x 35 ¢m e es-
pessura de 0,10 mm (papel grau cirnirgico x
papel grau cirdrgico);

by papel grau cirlirgico 80 g/ m?, espessura de
0,090 mm, verso poliester/polictileno lami-
nado 63 g/ m? de 26 cm % 35 cm e espessu-
ra de 0,062 mm (papel grau cirdrgico X po-
Hetileno);

¢} papel grau cirdrgico 80 g/ m® espessura de
(0,090 mm, verse poliester com polipropile-
no laminado 54 g/ mf de 20 ¢m x 35 ceme
espessura de 0,052 mm (papel grau cirdrgico
X polipropileno);

d} filme de poliamida em ambas as faces de 18
cm x 35 om e espessura de 0,045 mm (polia-
mida x poliamida).

- Sondas

As sondas endotragueais utilizadas foram as de
borracha providas de balBes com as seguintes
dimensdes:

Comprimento (cm) Difmetro interno (mm)

13,3 2,5

21,3 4.3

30,0 7,5

36,0 8,35

36,0 9,5
— Cromatografo a gds Varian Aerograph 2700
— Termoseladora

METODO

O trabalho fol realizado em um hospital geral
governamental, cuja drea de esterilizacio a oxido
de etileno encontra-se dentro dos padrdes minimos
exigidos. O estudo foi realizado com 120 amostras,
utilizando uma sonda endotragueal nova de cada
calibre, para cada tipo de embalagem, colocadas
em cada uma das posi¢es internas da cdmara de
esterilizacdo.

Fases do preparo do material;

* Limpeza — as sondas foram lavadas com sa-
béo neutro, escovadas manualmente em todas
as suas superficeis interna e externa. Em se-
guida, enxaguadas em dgua corrente e colo-
cadas em superficie impa para escorrer a dgua
em excesso. Apos estes procedimentos, as son-
das foram secadas com compressas limpas.

* Embalagem — as sondas foram acondiciona-
das individualmente nas embalagens propos-
tas para o estudo, conforme descrigdo anterior.
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* Selagem — realizado a fermoselagem,
tomando-se o cuidado de retirar o ar retido
internamente, antes de fechd-los com o intui-
to de reduzir a danificacio do invélucro.

¢ Ideniificagio — cada invéiucro fol identifica-
do com o nimero do calibre da sonda, tipo
de emalagem, posiciio interna na cidmara es-
terilizadora e data de esterilizacdo.

¢ Posicionamento - 3 sondas foram colocadas
na prateleira superior e 3 na prateleira infe-
rior, posicionadas de acordo com os cestos,
na parie da frenie, mediana e fundo.

* Esterilizacfio - a esterilizacdo processou-se
com concentracio de oxido de etileno de 450
mg/1, com exposicio dos materiais durante 3,5
hoeras, considerado suficiente para que 0 agen-
te esterilizante penetre completamente através
das embalagens, apos posicionado o termor-
reguiador para 53°C, cuja operagdo é reali-
zada 2 horas antes do funcionamento total do
aparetho, para que haja uniformidade de
aguecimento no momento da injecdo do éxi-
do de etileno. A umidificacio do ciclo foi

realizada com 31 de dgua destilada na bandeja lo-
calizada na parte inferior do apareiho. Apds o ci-
clo de esterilizacio, houve evacuacdo do gds por
exaustdo a vacuo, com ar filtradoe por um perfodo
de 4 horas. Em seguida, a porta da cAmara de es-
terilizacfo fol acionada, permanecendo semi-aberta
por 15 minutos, apds, transferidos para a cAmara
de aeracéo,

O encaminhamento dos materiais foi feito
tomando-s¢ ¢ cuidado para que ndo ficassem ex-
postas, isto é, foram empacotadas em conjunto
dentro de campos de tecidos. O tempo gasto du-
rante o frajeto foi, em média, de 10 minutos.

¢ Andlise dos residuos
O método utilizado ¢ as condi¢Bes analiti-
cas foram descritos por Nogueira e colabora-
dores (14).

RESULTADOS
Os teores residuais de éxido de etileno (OET) nos

4 tipos de embalagens estudadas foram as seguin-
tes, conforme demonstra a Tabela 1:

TABELA 1

Teores de Oxido de etileno residual em ppm encontrados nas sondas endotragueais embaladas
em diferentes tipos de materiais, de acordo com as posigbes na cimara esierilizadora.

POSICAO NA CAMARA ESTERILIZADORA

e DIA%&}.\ESTRO
DE SONDAS SUPERIOR INFERIOR
EMBALAGEM (mm)
FRENTE MEDIANA FUNDO FRENTE MEDIANA FUNDO
2,5 < 1,6 4,6 < 1,0 < 1,0 113,0 13,9
Papel 4,5 < L0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 16,0 < 1,0
X 7,5 < 410 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
Papel 8,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
2,5 < 1,0 < 1,0 <10 < 1,0 34,0 < 1,0
2,5 < 1,0 15, < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
Papel 4,58 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
® 7.5 70,0 16,1 <1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
Polietileno 8,5 < 1,0 < 1,0 < L0 < 1,0 < 1,0 < 1,6
9.5 44,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,6
2,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 20,0 < 1,0 < 1,0
Papel 4,5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 17,0 < 1,0 < 1.0
* 7.5 < 1,0 < 1,0 <1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
Polipropileno 8.5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
9,5 < 1,0 <10 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0
2,5 381,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 27,5 < 1,0
Poliamida 4,5 14,0 < 1,0 < 1,0 12,7 6,0 2514
* 7.8 1.039,0 16,0 21,2 < 1,0 16,5 199.8
Poliamida 8,5 5,2 13,4 45,7 28,8 15,3 < 1,0
9,5 147,6 1,8 7.9 318 15,7 16,0
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* Embalagem de papel grau cirdrgico verso pa-
pel gray cirtirgico — as sondas endotraqueais
de didmetro 2,5 mm apresentaram res{duos de
dxido de etileno tanto na posi¢io superior co-
mo na posigio inferior da cAmara esteriliza-
dora. As de diimeiros 4,5 mm ¢ 9,5 mm apre-
sentaram teores residuais apenas na posicio
inferior mediana,

* Embalagem de papel grau cirdrgico verso po-
lietileno — teores residuais de éxido de etile-
no foram observados nas sondas endotra-
queais de didmetros 2,5 mm, 7,5 mm ¢ 9,5
mn. Neste tipo de embalagem, foi verificada
a presenca de resicduos apenas nas posicées su-
perior frente e mediana da cBmara esteriliza-
dora.

+ Embalagem de papel gran cirdrgico verso po-
lipropileno — n4 utilizacdo deste tipo de em-
balagem, verificou-se niveis residuais de oxi-
do de etileno apenas nas sondas endotraqueais
de didmetre 2,5 mm e 4,5 mm. Com relacio
4 localizaciio na cimara de esterilizacdo,
observou-se a presenca de residuos somente na
posicdo inferior frente.

s Embalagem de poliamida verso poliamida -
foram encontrados niveis residuais de dxido
de etileno em 22 amostras de sondas endotra-
queais empacotadas neste tipo de embalagem.
Os maiores teores foram constatados nas son-
das endotraqueais de didmetro 2,5 mm, 4,5
mm e 7,5 mm. Apenas um valor elevado de

teor residual de 6xido de etileno foi observa-
do na posicio inferior da cAmara esterilizado-
ra, enguanto que na posi¢io superior, detec-
taram-se dois valores elevados de niveis resi-
duais. Destaca-se ainda que das 30 amostras
estudadas, apenas 8 n3o apresentaram acha-
dos importantes {< 1,0 ppm).

Os valores residuais de éxido de etileno encon-
trados nas embalagens estudadas, com excegdo da
embalagem de poliamida verso poliamida, situam-
se dentro dos limites estabelecidos pela Portaria vi-
gentet™®,

* Distribuigio dos Indicadores de residuos de
Oxido de Etileno (OET), segunto as Embala-
gens Estudadas

Com relacio a presenca de teores residuais de
dxido de etileno nas embalagens estudadas, com
exceqfio do fiime de poliamida, pode-se estabele-
cer uma ordem segiiencial de uso da embalagens
que apresentaram resultados superiores a 1,0 ppm
(partes por milhdc), nas sondas endotraqueais. Em
primeiro lugar estd a embalagem de papel grau ci-
rurgico verse polipropileno; em em segundo, pa-
pel grau cirdrgico verso polietileno (Tabela 2).

A andlise desta distribuicfo, no dmbito deste es-
tudo, permite supor methor desempenho da em-
balagem de papel grau cirdrgico verso polipropi-
leno, em relacdo aos demais, definindo a sua utili-
zacdo como invdlucro de materiais a serem esteri-
lizados a dxido de etileno,

Tabela 2

DistribuicBo dos indicadores de residuos de éxide de etileno
em ppm* obtidos neste estudo, segundo embalagens.

INDICADOR RESIDUAL

1,6 1,0-249 250
EMBALAGEM
Grau Cimirgico / Grau Cirdrgico 25 5 —
Grau Cindrgice / Polietileno 26 4 o
Gray Cinirgico / Polipropileno 28 2 e
Poliamida / Poliamida 8 19 3

* partes por miihdo.

¢ Teores Residuais de Etilenocloridrina (ETC)
e Etilenoglicol (ETG)

Os residuos de etilenocloridrina (BTC) e etile-
noglicol (ETG) encontrados nas amostras nfo apre-
sentaram resuliados considerados significativos,
mantendo-se sem variag&o com valores abaixo de
0,01 ppm {partes por miih#o) em todas as embala-
gens utilizadas. Estes valores corrsspondem a pre-
cisdo nas medidas, resultantes do nivel de sensibi-
lidade do cromatégrafo, isto é, a menor dosagem

4

possivel de deteccBo. Os valores encontrados fo-
ram independentes das posi¢Ges no interior da cé-
mara esterilizadora.

DISCUSSAD

Vdrios sstudos t8m sido realizados em que algu-
mas embalagens s&o rejeitadas e outras aceitas, ba-
scadas na permeabilidade dos materiais ao dxide
de etilepo®®1%. A importincia da permeabilidade
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da embalagem ao gds éxido de etileno, objeto des-
te estudo, estd na retencdo de teores residuais en-
contrados apds a esterilizacio de materiais,

Denire as 4 embalagens estudadas, cabe ressal-
tar gue o papel grau cinirgico verso polietilenc e
papel grau cirlirgico verso polipropileno, séo con-
sideradas as mais indicadas para embalar materiais.

A face que corresponde ao fiime plastico na em-
balagem tem a finalidade de proporcionar a visua-
lizacio do seu contettdo, enguante que a parte gue
promovera a permeabiiidade, corresponde & face
de papel®. O resultado esperado quando da utili-
zacdo da embalagem papel grau cirdrgico verso pa-
pel grau cirtirgico, seria a auséncia residuais de oxi-
do de etileno, uma vez gue ¢la propiciaria metho-
res condicdes de permeabilidade ac agente esteri-
lizante. Entretanto, esta embalagem apresenta na
sua constituico interna de uma de suas faces, uma
pelicula de filme de polietileno aphlicado sob o pro-
cesso de extruséio, cuja finalidade € a obtencdo de
uma perfeita termoselagem, podendo ser interpre-
tada como provavel inferveniente,

Os teores residuais de dxido de etileno verifica-
dos nas sondas endotragueais embaladas em po-
liamida verso poliamida foram os unicos classifi-
cados acima dos parimetros estabelecidos pelos or-
gios oficiais nacionais e internacionais, fato que
vem confirmar as restrigdes ao seu uso como em-
balagem de materiais a serem esteriiizados em 6xi-
do de etileno.

Com relacdo @ localizaclo dos materiais na cé-
mara de esterilizaciio, observou-se teores residuais
de éxido de etileno na posigio inferior mediana ¢
fundo, com a utilizag&o da embalagem papel grau
cirtirgico verso papel grau cirirgico. A presenca de
teores residuais de éxido de etileno na posigdo in-
ferior da cAmara esterilizadora poderia ser atsibui-
da & quantidade recebida do agente esterilizante pe-
la proximidade de sua localizagdo!t. No entanto,
pode-se observar que nas sondas endotragueais de

didmetros 7,5 mm e 8,5 mm, os teores residuais de
dxido de etileno foram inferiores a 1,0 ppm (par-
tes por milh&o), merecendo uma forma mais apu-
rada em estudos futuros.

CONCLUSOES

s Relacionados 4 Fmbalagens:

a) Niveis residuais importantes de éxido de
etileno (250 ppm) foram encontrados em
sondas endotragueais embaladas em polia-
mida verso poliamida;

b} as embalagens de papel grau cirdrgico ver-
50 papel grau cirargico, papel grau cirir-
gico verso polietileno ¢ papel grau cinirgi-
co verso polipropileno apresentaram teo-
res residuais de éxido de etileno, dentro dos
parédmetros esiabelecidos pelos orgéos ofi-

ciais (250 ppm);

-’

¢) n&o foram encontrados teores residuais m-
portantes de etilenocloridrina (ETC) ¢ eti-
lenoglicol (ETG) nas sondas endotragueais
estudadas.

* Relacionadas aos didmetros interpos das son-
das endotraqueais:

Foram verificados teores residuais importantes
de oxido de etileno (250 ppm) em sondas endotra-
queias de didmetros internos de 2,5 mmn, 4,5 mm
¢ 7,5 mm embaladas com invélucros de poliamida
verso poliamida. Nao foi possivel caracterizar a in-
fluéncia dos calibres das sondas encontragueias, em
relacdo & impregnacio por Oxido de etileno.

* Relacicnadas & posicio do material no inte-

rior da cAmara de esterilizacio:

Foram encontrados teores residuals importantes
de oxido de etileno, tanto na posicdo superior co-
mo na inferior da cimara esterilizadora, apenas nas
sondas endotragueais erbaladas em poliamia verso
poliamia.
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WATANABE, E & BARRETO, H. H. C. -~ Levels of ethylene oxide, ethylene cloridrin and
ethvlene glycol residue in endotracheal tubes of rubber in different types packaging. Rev.

Inst. Adoifo Lutz, 51(1/2): 1-6, 1991.

ABSTRACT: A marked difference was found between packaging with polyprepyiene film
on one side and surgical-grade paper on the other side, and polyamide packaging on both sides.
The retained was lower in endotracheal tubes of rubber wrapped with polypropylene film pack-
aging on one side and surgical-grade paper on the other side. The level determined was not
significant in endotracheal tubes of ethylence chirohydrin an ethylene glycol residual, as with
using packaging of surgical-grade paper-plastic combinations with polypropylene, polypropy-

lene and polyvamide films.

DESCRIPTORS: endotracheal tubes of rubber; ethylene oxide, ethylene clorodrin, ethy-
lene glveol residues in tubes of rubber; sterilization of tubes of rubber.
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SANTOS, M. C.; ROBRIGUES, R. M. M. 8. & ZAMBON], C. Q. — Matérias estranhas le-
ves ¢ parficulas metdlicas em misturas para bebida ldctea e mingau, destinadas & Merenda
Escolar. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 51 (1/2): 7-10, 1991,

RESUMO: Para avaliar as condices higignicas de alimentos destinados & Merenda Esco-
lar, quanto a presenca de matérias estranhas leves {{nsetos, seus fragmentos ¢ larvas) ¢ de parti-
culas metdlicas, foram analisadas 50 amostras de misturas para o preparo de bebida ldctea ¢
30 amostras de misturas para o preparo do mingau. Para a pesquisa de matérias estranhas le-
ves, utilizou-se ¢ método padronizado pela A O.A.C., com modificagdes, Encontrou-se frag-
mentos de insetos em 66% das amostras de misturas para bebida ldctea e em 62% das amostras
de mingau. N&o foram encontrados insetos ¢ larvas nas amostras anslisadas. Para pesquisa
de particulas metdlicas desenvolveu-se um meétodo onde a amostra dissolvida em 4gua é agitada
com uma barra magnética que atral as particulas ¢ possibilita sua coniagem. Verificou-se que
30% das amostras de misturas para bebida ldctea e 44% das amostras de misiuras para mingau

continham particulas metdlicas.

DESCRITORES: mistura para bebida ldctea, mistura para mingau, Merenda Escolar, ma-
térias estranhas leves, particulas metdlicas, detecclio microscépica.

INTRODUCAOC

O Programa da Merenda Escolar objetiva a ali-
mentacio de criancas de 19 grau, da Rede de En-
sino Oficial, durante o ano letivo e férias
escolares®®, Os produtos destinados a esse fim de-
vem ser de boa qualidade, nfo somente em valor
nutricional mas também no aspecto de higiene.

Dentro da classe de alimentos destinados a Me-
renda Escolar estdo os pés para o preparo de
alimentos®, como as misturas para o preparo de
bebida l4ctea ¢ de mingau.

Matérias estranhas leves, como inseios, larvas,
fragmentos de insetos e de larvas, dcaros e pélos
de roedor, podem ser encontradas come contami-
nantes dessas misturas, podendo ser incorporadas
&s mesmas tanto pelo uso de matérias primas con-
taminadas, como pelas mds condicdes higiénicas,

durante o processamerito ou pela estocagem pro-
longada em condigSes inadequadas.

Em trabalho anterior®?, verificou-se a presenca
de fragmentos de insetos, pélos de roedor ¢ dearos
em produtos de cacau, 0 que poderia contaminar
as misturas para bebida ldctea ¢ mingay sabor cho-
colate. Tem-se constatado a contaminacio por
fragmentos de insetos e acaros em amostras de ami-
do de milho, matéria prima desses produtos,

As partfculas metdlicas (ferromagnéticas) podem
estar presentes nos alimentos devide 4 contamina-
¢Bo durante a producgio e o processamente dos
mesmos. A presenca dessas particulas pode ocor-
rer, principalmente, quando se tem contato do ali-
menio com peneiras, pulverizadores, encanamen-
tos velhos ¢ enferrujados ¢ maquinarias gastas ou
com ajuste mal feito de juntas, ou mesmo, com pa-
rafusos soltos™. Dificiimente se consegue evitar as

* Realizado na Secio de Microscopia Alimentar do Institute Adelfo Lutz, Sdo Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz,
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contaminacdes durante as operacdes normais de
moeagem, porém aquelas ocorridas devido ao des-
gaste das maquinarias ou ao controle inadequado
dos equipamentos podem ser controladas,

Fsses achados, quanto a presenca de matérias es-
tranhas leves e a possibilidade de ocorréncia de par-
ticulas metdlicas, em produtos que podemn ser ma-
téria prima de misturas para o preparo de bebida
lictea e de mingan, a necessidade de ter um padrio
de qualidade em alimentos destinados & Merenda
Escolar da Rede Oficial do Estado de Séo Paulo
atiados a escassez de hteratura, quanto as condi-
¢Oes higignicas desses produtos, reguisitaram o pla.
nejamento deste trabalho.

Para o controle das condigdes higignicas das
amostras foram aprimoradas fécnicas, ja utiliza-
das para outros produtos, de extracéo de matérias
estranhas leves ¢ de extracdo ¢ determinagédo de par-
ticulas metdlicas e verificado o nivel de incidéncia
dessas matérias estranhas nesses alimentos, visan-
do também possiveis alteractes na legislagiio em
vigard.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 50 amostras de misturas para
0 preparo de bebida ldctea e 50 de misturas para
o preparo de mingau, ambas de diversos sabores,
enviadas para andlise pelas industrias, ac Institu-
1o Adolfo Lutz, durante o ano de 1989.

Méiodos
I — Pesquisa de matérias estranhas leves

Foti utilizado o método da tamisagdo para suji-
dades leves em amidos da Association of Official
Analytical Chemists® com modificagBes que per-
mitiram o seu aprimoramento, COmMO MEROres
quantidades de amostra ¢ de dguas ¢ a utilizagio
do frasco de Wildman, para uma melhor extragdo
das matérias estranhas leves.

Procedimento: Pesar 100 g de amostra em um
béguer de 1000 ml e adicionar 600 ml de dgua fil-
trada. Misturar com bastdo de vidro e passar a mis-
tura por tamis USBS 230, lavando com jatos de
dgua & 37°C, para eliminar o amido. Em amosiras
com excessivo residuo de elementos histoldgicos no
tamis, transferir o residuc para o béquer ¢ adicio-
nar HCI (1+9), aguecer, passar a mistura para o
frasco armadilha de Wildman, juntar 15 mi de n-
heptano e completar o volume do frasco com dgua
quente (50-70°C); agitar ocasionalmente durante
20 minutos e extrair o material para o béquer, apds
10 minutos de repouso. Adicionar 13 ml de n-
heptano, completar novamente o volume do fras-
¢o com dgua quente, agitar, deixar em repouso por
10 minutos e extrair novamente o material. Filtrar

& v&cuo sobre papel de filtro ¢ examinar ao micros-
cOpio estereoscapico, aumento de 20 vezes.

2 — Pesguisa de partfculas metdlicas
A - Contagem

O método para extracio das partfculas metali-
cas baseou-se no principio da atracio magnética’.
Apds, procedeu-se a contagem.

Procedimento: Pesar 50g de amostra em um bé-
quer de 600 m! e adicionar 400 mi de agua filtra-
da. Agitar com barra magnética por 15 minutos.
Retirar a barra magnética do béquer ¢om a pinga
(se necessério, lavar ligeiramente a barra com agua
para ndo ficar residuo da amostra retido na mes-
ma) e deixar secar. Examinar ao microscopio este-
reoscdpico (aumento de 20 vezes) e contar as par-
ticulas metalicas aderidas 4 barra. Lavar a barra
magnética, e repetir a agitacio, para recuperar pos-
siveis particulas metalicas remanescentes, apds a
primeira agitacio e proceder & contagem.

B — Medida do tamanho

Para medir o tamanho das particulas foi utili-
zado 0 método descrito por Wallisi!,

RESULTADOS

Wa andlise das 100 amostras de misturas para o
preparo de bebida Iactea ¢ de mingau foram en-
contrados, como matérias estranhas ieves, somen-
te fragmentos de insetos. A Tabela 1 apresenta os
resultados obtidos, com faixas de incidéncia, em
intervalos de 10, de matérias estranhas leves,

A Tabela 2 mostra o niimero e a porcentagem
de amostras contendo ou ndo particulas metdlicas,
com faixas de incidéneia, em intervalos de 20 para
& quantidade, e intervalos mimimo e méximo, pa-
ra ¢ tamanho. Os resuftados de particulas metdli-
cas obtidos em 50g de amostra foram calculados
para 100g.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

No método de tamisacio para pesquisa de ma-
téria estranha leve para amidos®, faz-se uma hi-
dréiise posterior com HC1, para eliminar o exces-
so de material retide no tamis.

Em alguns tipos de misturas para o preparo de
mingau {come mingau de cereals), sé a hidrélise
ndo foi suficiente, permanecendo muito residuo re-
tido no tamis (elementos histolégicos do cereal).
Para essas misturas utilizou-se o frasco armadilha
de Wildman com n-heptanoc, como liguido de
flutnacio!®?, para extracfio e filtracfio do mate-
rial hidrolizado, o que permitiu a identificacfio da
matéria estranha leve presenie na amostra.
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TABELA 1
Matéria estranha leve em misturas para o preparo de bebida lactea e de mingau {(nimero/100g)
Matéria estranha leve Bebida Ldctea Mingau
tipo incidéncia ns Yo n? Ty
0 i7 34,0 19 18,0
Fragmentos i-10 29 58,0 22 44.0
de 1120 2 4,0 3 16,0
insetos 21 -30 2 4,0 3 6,0
31-40 0 0,0 1 2,0
Total 50 56
Earvas 0 50 100,0 3G 00,0
Total 30 50
Insetos 0 50 100,0 50 106,0
Total 0 50 50
TABELA 2
Particulas metalicas em misturas para o preparo de bebida
lactea e de mingau {(numero/100g)
Particulas metdlicas Bebida lactea Mingau
incidéncia tamanho {mm) n? % n? Ve
¢ e 33 70,0 28 56,0
1-20 0,15 - 0,30 4 8.0 11 22,0
21 - 40 0,15 - 0,30 4 8.0 5 16,0
41 - 60 0,15 - 6,30 ¢ 0.0 4 8,0
= 300 6,01 - 0,16 7 14,0 2 4,0
Total 50 50

Na anglise de misturas para o preparo de bebida
lactea, a hidrélise nfo fol necessdria pois a peque-
na guantidade de amido, que é apenas um dos com-
ponentes da mistura®, ndo deixa residuc no tamis.

De acordo com a Tabela 1, 34% das amostras
de misturas para bebida lactea estavam isentas de
matérias estranhas leves, enquanto que as demais,
66%, continham somente fragmentos de insetos ¢
em niumero inferior a 36.

Quanto &s misturas para mingau, 38% das amos-
tras estavam isentas de matérias estranhas leves,
enguanto que 62% continham fragmentos de in-
setos e em numero inferior a 40 (Tabela I).

De acordo com a legislacdo vigente®, deve haver
auséncia de sujidades, parasitos e larvas em “pods
para o preparo de alimentos™. N#o havendo limite
de toleréncia para fragmentos de insetos, 66% das
amostras de misturas para bebida ldctea e 62% de
miisturas para mingau foram consideradas em con-
digbes higiénicas insatisfatdrias. Sugere-se uma mo-
dificaco na legislagdo, quanto & fragmentos de in-

setos, estabelecendo-se um Hmite de tolerdncia de
até 20 fragmentos em 100g de amostra.

Para a pesquisa de particulas metdlicas, nfo foi
possfvel utilizar o método preconizado pela
A.O.ACH que utiliza mistura de cloroformio e
tetracloreto de carbono, como meio de sedimen-
tagdo, para separar as particulas metalicas do pro-
duto, pois o actcar presente nas misturas de bebi-
da léctea ¢ mingau sedimenta juntamente com as
particulas metdlicas, impedindo a visualizacio das
mesmas, apos a filtragfo do material sedimentado
no héqguer,

Buscando solucionar a separagdo das particulas
metalicas desse tipo de produte, modificou-se uma
técnica j4 existente, de forma que, apds dispersio
da amostra, fez-se a agitacio com barra magnéti-
ca. As particulas metalicas presentes no alimento
foram atraidas, podendo ser contadas com o au-
x{lio do microscopio estereoscépico.

Utilizou-se 4gua para dispersio das amostras,
ndo sende necessdrios o uso do clorefdrmio e me-
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tanol e da barra magnética dentro do tubo de
vidro’, uma vez gue, a atracio magaética foi su-
ficiente para a separacdo das particulas metalicas
do meic ¢ posterior determinac@o. Teve-s¢ o cui-
dado de nfo usar materiais metélicos, como pin-
¢as, para manejar a barra magnética, pois poderia
haver atracio de particulas metdlicas da barra pa-
ra a pinga, interferindo no resultado.

Pela Tabela 2 verifica-se que a porcentagem de
amostras isenias de particulas metalicas foi de 70%
para a mistura para bebida ldctea ¢ de 56% para
mingau,

Das amostras de mistura para bebida idctea que
continham particulas metdlicas, 16% apresentaram
de 1 a 40 particulas metalicas em 100g de amostra
¢ 14% acima de 300 particulas {(Tabela 2.

Nas misturas para mingau, 40% continham de
I a 40 particulas e 4% das amostras apresentaram
acima de 300 particulas por 100g de amostra (Ta-
bela 2.

Verificou-se que ¢ tamanho das particulas nas
amostras que continham de 1 a 60 particulas me-
talicas variou entre 0,15 e 6,30mm ¢ nas que con-
tinham acima de 300 particulas, o tamanho ficou
entre 0,01 ¢ 0,10 mm {Tabela 2}, ou seja, guanto
maior o ntmero de particulas metdlicas atraidas.
menor o tamanho.

Coma bebidas ldcteas ¢ mingaus sio produtos
finais da mistura de pés, como agicar, amido e
chocolate, a presenga de particuias metdlicas nes-
ses alimentos pode ocorrer pelo uso de matérias pri-
mas mal elaboradas, Sugere-se, portanto, a conti-
nuagic da pesquisa de particulas metélicas nessas
matérias primas, antes de propor alteracdes na le-
gislacfo vigente,

Os métodos utilizados para pesquisa de matérias
estranhas leves ¢ de particulas metdlicas mostraram-
se eficientes, répidos e de facil execugdo, sendo ade-
quados na continuidade da pesquisa.
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ABSTRACT: 50 samples of lacteals beverages and 50 of pap used in the official program
of school meal were analyzed for Hght and heavy filth, For the light filth detection was
utilized the meihod of Gfficial Methods of Analysis of the A.O.A . C. with modificalions.
It was concluded that 66,0% of samples of lacteals beverages and 62,0% of pap had in-
sect fragments. Tt was developed a method for metallic particles count. Ferromagnetic par-
ticles were detected in 30,0% samples of lacteals beverages and 44,0% samples of pap.

DESCRIPTORS: lacteals beverages, pap, school meal, Hght filth, ferromagnetic particies,

microscopic detection.
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RESUMO: S@o descritas as principais caracteristicas boténicas ¢ fito-guimicas de trés espécies
de hortalicas nativas com o objetivo de identificd-las, principalmente quando apresenta-
das sob formas industrializadas, fortemente trituradas (sopas, produtos liofilizados, etc).
As descricdes botnicas sdo acompanhadas de desenhos.

DESCRITORES: Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn., Xanthosorma atrovirens C. Koch e Bou-
ché, Amaranthus hybridus L., lingua-de-vaca, taioba, caruru.

INTRODUCAO

As hortalicas empregadas na alimentagéio da po-
pulacdo urbana da regifo sul do Brasil sdo consti-
tuidas guase exclusivamente de plantas estrangei-
ras aclimadas no nosso pafs. Podemos agrupa-las
em trés familias, basicamente: umbeliferas {aipo,
coentro, erva-doce, cenoura, etg), cruciferas
{agrido, couve, repolho, acelga, etc) e compostas
{alface, aimeirdo, chicoria, etg).

Hste trabalho visa o reconhecimento e a promo-
cdo de algumas de nossas mais populares e sabo-
rosas hortalicas indigenas, e que, no entanto, nio
sdo cuitivadas e/ou comergializadas nem mesmo
em nosso proprio pais. Na condicio em que se en-
contram, podem vir a serem extintas em curto es-
pago de tempo.

MATERIAL E METODOS

As espécies Talinum paoniculatum  (Jacg.)
Gaertn., Xanthosoma atrovirens C. Koch ¢ Bou-

ché e Amaranthus hybridus L. foram coletadas em
terrenos baldios do bairro de Santo Amaro, nesta
capital. A identificacdo botdnica das mesmas fi-
cou a cargo da pesquisadora Licia Rossi, do Ins-
tituto de Boténica, S0 Paulo.

Os cortes histologicos foram executados a mio
livre. Foram empregados corantes histoldgicos
usuais em estudos anatGmicos. Os desenhos foram
executados sob projecfio de cimara clara. A esca-
ia foi determinada com mina microméirica.

A triagem fito-quimica de principios ativos na-
turais foi procedida através de reagles de colora-
¢8o e precipitacdo apds extragdes com solventes or-
génicos, segundo técnicas descritas nos compéndios
de farmacognosia.

Andlise mineral

Preparacfio da amostra — pesar com exatiddo
cerca de 10g da amostra, previamente seca ¢ pul-
verizada, em cdpsula de porcelana. Incinerar e fe-
var & mufla a 400° C. Dissolver as cinzas esbran-

* Realizado na Segdo de Microscopia Alimentar do Institute Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP. — VH Encontro Na-
cional de Analistas de Alimentos — Centre de Conv. Rebougas

** Do Instituto Adolfo Lutz
##% e Faculdade de Farmdcia ¢ Bioguimica da USP
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quicadas com 5ml de dcido nitrico concentrado p.a.
e aguecer em chapa elétrica para eliminar o exces-
so de dcido. Transferir quantitativamente para um
baldo volumétrico de 50 mi ¢ completar ¢ volume
com dgua destilada. Filtrar e analisar os minerais
no filtrado,

Métodos — Os métodos empregados para a de-
terminaciio de ferro e cdlcio encontram-se descri-
tos nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz’. Para a determinacio de magnésio, foi uti-
lizado o mesmo método gue para o cdlcio, porém,
a solucio-amostra foi previamente neutralizada
com hidréxido de sédio até pH 10,

Determinacic de mangangs
Reagentes

Solucdo-padrio estoque de manganés, 1.000
mg/1, preparada a partir de solugiio titrisol Merck.,

Sclugdes padrio de trabalhe de manganés: 0,2
mg/l; 0,5 mg/1 e 1,0 mg/!; preparadas a partir
da solucio-padriio estogue.

Equipamento

Espectrofotdmetro de absorgio atdmiica, mod.
460, Perkin Eimer, equipado com corretor de deu-
tério,

Condigdes experimeniais; chama ar/acetilenoc,
fenda 0,2 nm e comprimenio de onda 279,35 am.

Procedimento: diluir a solucdo amosira 50 cu
100 vezes, em funcdo da concentracio de manga-
nés presente, ¢ efetuar a leitura no espectrofotd-
metro de absorgiio aibmica. Fazer as leituras das
solugbes-padrido de manganés ¢ do branco,

RESULTADOS

Exame morfologico e estrujural (boténico)
i. Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn.

A espécie Talinuma pariculatum (Jacq.) Gaertn.
apresenta como sinonimia cientifica mais fregiiente
a denominacdo Talinum patens (L.) Willd.

Popularmente é conhecida sob diversas denomi-
nacfes em funcdo da regido: lingna-de-vaca na Ba-
hia; carirdl no Pard; manjongome no Ceard; Ma-
ria gombi no Rio de Janeiro; Maria gorda, beldroe-
ga midda, Jodo Gomes ¢ inha-gome em Sio
Paule'2.

A familia a que pertence, portulacaceae, ¢ cons-
tituida de ervas ou sub-arbustos de folhas carno-
sas, com estipulas secas, membranosas. S8o anuais
geralmente. Flores pequenas e pouco vistosas, ci-
clicas e actinomorfas, de perigdnio diferenciado em
calice e corola, ovario unilocular, flores geralmente
coloridas’®. S&o conhecidas cerca de 500 espécies,
na maioria americanas, tropicais. No nordeste bra-
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sileiro sdo abundanies no s0lo $eCO € servem como
plantas forrageiras para as cabras’,

Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn, é excelente
verdura. As folhas sfo refrigerantes e mucilagio-
nosas. A rafjz ¢ medicinal e anti-escorbiitica. Ve-
geta em todo © pafs’.

IFON, E. T. & BASSIR, 0.%%% encontraram al-
tos teores de proteina, piridoxina, riboflavina, cdl-
cio, ferro e lipidios na espécie Talinum triangula-
re, africana.

Talinum paniculatum (Jacyg.) Gaertn. possue flo-
res esféricas, mitudas (cerca de lmm de difimetro),
cinco péialas de coloracio vermelha, destacdvels
sob ¢ aumento do estereomicroscopio. As anteras
{observadas ao estereomicroscopio) sio amarelas.
Sementies esféricas, mindas, espermoderma quebra-
digo, cor preta.

As folhas sfio alternas ou opostas, em disposi-
cdo perpendicular duas a duas (disposigiio opos-
1a). Sjo elipticas, carnosas, sésseis, de dimensdes
varidveis, em média 7,5 cm de comprimento por
3,5 cm de largura. A secgfo transversal do caule
¢ aproximadamente triangular ou circular, cerca de
4mm de difimetro.

As foihas tém coloragiio verde-escura na face su-
perior ¢ verde-clara na face inferior. Sdo luzidias
¢ glabras. Apenas a nervura ceniral é perceptivel,
sendo bem salienie na face dorsal, e impressa na
face ventral, Ha estipulas vestigiais, guase imper-
cepiiveis 4 vista desarmada. Observadas sob os au-
menios do estereomicroscépio, as estipulas apre-
sentam coloracio avermelhada.

As folhas sdo glabras, e apresentam estdmatos em
ambas as epidermes, gue diferem apenas quanto &
dimensdo relativa das células: as células da epider-
me superior apresentam dimensfes maiores em re-
{acZo &s células da epiderme inferior. Estématosdo
tipo paralelocitico, caracteristicos da familia.’

Observadas em corte transversal, as folhas apre-
sentam duas camadas de parénguima palicddico
pouco nitido. Os feixes vasculares sdo do tipo co-
lateral, com pouco desenvolvimento de estrutura
secunddria nas partes aéreas do vegetal. Drusas ¢
cavidades secretoras de mucilagem ocorrem em
grande guantidade por tode o mesofilo. A cuticu-
Ia ¢ delgada. Células vesiculares, guase constituindo
papilas, ocorrem nos bordos foliares (Fig. I-I3).
Auséncia de colénguima nas folhas.

Os feixes vasculares do caule aparecem separa-
dos e individualizados em secclio transversal. A
grande guantidade de mucilagem e a auséngia de
elementos mecdnicos e fibrosos, tornam as folhas
da planta muito tenras palatdveis, justificando seu
SUCESSO comoe verdura,

O caule apresenta trés ou quatro camadas de co-
nquima abaixo da epiderme, e este representa
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seu Unico elemento de sustentacfo, tornando a er~
va eretd.

As raizes, de aspecto filamentoso, constam de
regifio xilemdtica central, onde ocorrem de quatro
a seis pdlos de proto-xilema, a partir dos quais sur-
gem os raios vasculares, e desenvolve-se 0 xilema
secunddrio, delimitado pelo floema secundério ¢
floema primdrio seqtienciaimente, parénquima cor-
tical e stber, na periferia.

2. Xanthosoma atroverens C. Xoch e Bouché

Este vegetal, nativo no Brasil, j4 teve sua histo-
logia descrita em trabalho anterior®. Por este mo-
tivo, faremos apenas um resumo de seus elemen-
tos histoldgicos mais caracteristicos. CRUZ? e
PIO CORREA® relatam que as rafzes cozidas e as
folhas contusas s&o antissépticas ¢ cicatrizantes de
feridas e tlceras exteriores. Ingeridas sdo Utels pa-
ra o figado.

Xanthosoma atrovirens C. Koch ¢ Bouché, da
famflia Araceae, ¢ planta herbdcea, cerca de 1,20m
de ailtura, folhas sagitadas, de dimensdes varidveis,
em média 40 cm por 25 cm. A coloragio verde de
suas partes superiores permite a disting#o relativa-
mente 4 espécie Xanrthosoma violaceum Schott, que
the € muito proxima, e cujas nervuras e peciolo
apresentam coloragio arroxeada. Ambas as sspé-
cles sdo comestiveis, muito saborosas, e largamente
empregadas pela populacdio rural de Minas, Goids
e 380 Paulo.

O peciolo ¢ a nervura mediana apresentam fei-
xes de fibras celuldsicas sub-epidérmicas, ductos
de iatex e idioblastos contendo “*bolsas de rafi-
deos’”. A bainha foliar, pelas suas caracteristicas
histoldgicas, mostra ser um Gredo de fransicdo en-
tre a folha e o peciolo. As folhas apresentam si-
metria dorsiventral, aerénquimas que se destacam
pelas dimensdes avantaiadas e pela fregiifncia com
que ocorrem, Na epiderme inferior ocorrem papi-
ias, Estdmatos do tipo paracitico fazem-se presen-
tes em ambas as epidermes,

3. Amaranthus hybridus L.

A familia Amaranthaceae Juss., formada por
cerca de 60 géneros e 900 espécies, é difundida nos

trépicos, subtopicos e regidies temperadas da Amé-

rica e da Africa. No Brasil, ocorrem 12 géneros com
cerca de $6 espécies®.

Sd0 ervas anuais ou perenes, raramente sub-ar-
bustos, com folhas alternas ou opostas, giabras ou
pilosas, 45 veres carnosas, sem estipulas. Flores ge-
ralmente pequenas, dispostas em inflorescéncias
densas, capituliformes, ou em espigas congestas®.

A presenca de aicaldides, saponinas e taninos foi
observada por AYNILIAN et alii’ e SABACHI et
alii¥® em Amaranthus hybridus L. IFON &
BASSIR®>S encontraram altos teores de minerais
¢ proieinas nesta espécie. Observaram, inclusive,

que & alta a taxa de assimilagiio do ferro presente
nas folhas para sintese de hemoglobina em ratos
anémicos {estudco farmacoldgico).

As folhas de Amaranthus hybridus L. s&o pecio~
lzdas, alternas, inflorescBncias congestas, axilares.
A nervura central € saliente na face dorsal e impres-
sa na face ventral. Em termos de coleragfio, as fo-
lhas apresentam tom mais escuro de verde em sua
face dorsal, relativamente & face ventral, mais cla-
ra. As nervuras, o peciolo e a inflorescéncia apre-
sentam coloragfo bord8, caracteristica.

O parénguima mesofilico tem estrutura dorsiven-
tral, tendendo a isobilateral. A cuticula é espessa.

A nervura central apresenta feixes do {ipo cola-
teral. As células parenguimaticas apresentam es-
pessamento cehuldsico das paredes, nos pontos em
que estas se togam, & semelhanca de um colénqui-
ma (Fig. 8). Ocorrem tricomas tectores piuricelu-
fares capitades com cabeca esférica em ambas as
epidermes. Crandes células parenguimadticas
dispOem-se radialmente em torno dos feixes vas-
culares, constituindo estrutura Kranz, Também €
peculiar a disposico de grandes drusas contidag
em idioblastos, que flangueiam as células da estru-
tura Kranz. EstGmatos ocorrem em ambas as epi-
dermes, com a mesma freqiifncia, aproximadamen-
te. As paredes celulares s&6 mais retas na epider-
me superior do gue na inferior. Os estématos da
epiderme inferior estdo acima do nivel das demais
células epidérmicas, e isso pode ser observade no
corte transversal (Fig. 6).

Ductos de latex sdo observados no parénguima
ao nivel de nervura central (Fig. 7).

Todos 03 espessamentos observados nas células
foliares sdo celuldsicos, mesmo aqueles espessa-
mentos dos vasos xtlematicos. Certamente essa ca-
racteristica histoidgica contribue para conferir pa-
latabilidade a essas folhas,

Exame guimico e fito-guimico

Os teores dos minerais analisados encontram-se
na tabela 1

TABELA |

Teores de minerais encontrados em Xanthosoma
atrovirens C. Koch ¢ Bouch¢ (taioba) ¢ Talinum
paniculgtum (Jacg.) Gaertn, (lingua-de-vaca}

Minerais X. atrovirens*  T. paniculatum®*
(1aioba) {ingua-de-vaca)
{mg/100g) (mg/100g)
Ferro 40 180
Magnésio 340 1.310
Célcio 1.670 1,120

* Valor médie de sels determinagdes com resultados
compativeis.
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A triagem fito-guimica dos principios ativos na-
turais, procedida em amostras de 2 a 3g do po se-
¢o das folhas das espécies Amaranthus hyvbridusl.
{caruru), Xanthosoma atrovirens C. Koch e Bou-

ché (taioba) e Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn.
{lingua-de-vaca) revelou os resulfados expressos na
tabela 2.

TABELA 2

Triagem fitoguimnica dos principios ativos encontrados nas fothas de Amaranthus kybridus 1. (caruru),
Xanthosomua atrovirens C. Koch e Bouché (taioba) ¢ Talinum panicuiatum {lacqg.)
Gaertn, (Hingua-de-vaca)*

Espécie vegetal  Alcaldides  Cardiotdmicos

Flavondides

Saponinas Taninos Antraderivados

M D B
A, hybridus L.
{caruru)

Br LB K B S

X. atrovirens
C.Koch e
Bouché
(taicha)

T. panicudlatum
{Jacq.) Baerten —
(lingua-de-vaca)

AlCly H E A B C D Borntraeger

- + +

* Abreviacfes empregadas
Alcaldides

M =
B =
B =

Cardiotbnicos

Reativo de Mayer
Reativo de Dragendorf
Reativo de Bouchardat

Saponinas

H = Teste hemolitico
E = Teste afrogénico

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Grande nimero de produtos alimenticios indus-
trializados incluem hortalicas em suas formulacgdes,
tais como: sopas liofilizadas, mingaus ¢ papinhas
para bebés, etc. Estes produtos criam a necessida-
de do reconhecimento desses vegetais nos diversos
graus de fragmentacio em que se apresentam, 4 fim
de se controlar a qualidade do produto, evitando
e reconhecendo fraudes ¢ adulteractes.

A escotha dessas espécies para estudo deve-se i
popularidade que as mesmas adquiriram junte 3
populacéo rural, 0 gue justificaria seu cultivoe in-
dustrializacdo.
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B = Licberman-Bouchard
¥ = Reago de Kedde
B = Reagio de Baljet

Flavondides
S = Reac#o de Shinoda

Reagio com clorete de
aluminio

AlCl; =

Taninos {Solugdes reagentes)

A = Com Cloreto férrico

B = Com acetate de cobre

C = Com Sulfato de quinino
D = Com acetato de chumbo

A portulacdcea em estudo apresenta estématos
¢ tipos de feixes vasculares (separados ¢ individua-
lizados) caracterfsticos da familia a que pertence.
A ocorréneia de cavidades mucilaginosas, a gran-
de quantidade de mucilagem nelas contida, a es-
trutura do mesofilo, a presenca de drusas e células
vesiculares nos bordos foliares, permiiem a diag-
nose a nivel de espécie.

Uma vez submetida a tratamento térmico e tri-
turagdo intensos, destacamos as drusas e as célu-
las vesiculares de Talinum paniculatum {Jacq.)
Gaertn, como recursos valiosos para o seu reco-
nhecimenic em produtos indusirializados.
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FIGURA 1 - Talinuwm paniculatum (Jacg.) Gaerin. - FO-  FIGURA 2 - Talinwm paniculatum (Jacq.) Gaertn. -

LHA NERVURA MEDIANA - Desenho esgue-
1-A = EPIDERME SUPERIOR (CORTE matico do corte transversal

PARADERMICO) Par, pal.: pardnguima palicddico; par. lac.:
i-B = EPIDERME INFERIOR (CORTE parénguima lacunosoe; cav. sec, mug.: ca-
PARADERMICO) vidade secretora de mucilagem; dr,: drusas

1-C = ASPHCTO GERAL
1-D = CELULAS VESICULARES DA
BORDA FOLIAR

FIGURA 3 - Tolinum poniculatum (Jacq,) Gaertn, - FIGURA 4 - dmaranthus kybridus 1. - Folhas - Aspec-
CAULE - Desenho esquematico da seccdo to geral,
transversal

Col. ang.; coléngquima angular; g, am.:
grios de amido, dr.: drusas.
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FIGURA 5 - Amaranthus hybridus 1. - EPIDERMES  FIGURA 6 -Amaranthus hybridus .. - FOLHA - Corte

FOLIARES transversal do mesofilo
A = Epiderme inferior Ep. sup.: epiderme superior; trs. tecs.: tri-
B = Epiderme superior comas tectores; dr.: drusas; ep. inf.: epider-

me inferior.

100 #m ;

FIGURA 7 - Amaranthus hybridus L. - Folita - Desenho  FIGURA 8 -Amarantus Aybridus 1. - Folha - Células pa-
esquematico da nervura mediana renquimaticas observadas em corte paradér-
F. vasc.: feixe vascular; 4. Ix.; ductos de mico (vista frontal}
iatex; col.: colénguima.
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A araceae em estudo € rica em caracteristicas es-
fruturais (tipo de estBmatos, inclusdes citoplasma-
ticas, fibras, elc) que possibilitam a diagnose a ni-
vel de género. O reconhecimento da espécie, con-
tido, dependerd da observacfo concomitante da
coloragfio das nervuras foliares®.

METCALFE & CHALCK" relatam a ocorrén-
cia de estrutura Kranz em fothas de amarantdceas,
chamando atenc¢io para a distribnicdo restrita que
esta estrutura apresenta enire a dicotileddneas. Es-
triutura Kranz ¢ mais freqliente entre as monocoti-
leddneas, particularmente entre as gramineas ¢ ¢i-
perdceas, afirmam os autores™ %%,

A presenga de estrutura Kranz e de cristals (dru-
sas} de oxalato de cdlcio, bem como o espessamento
secundario andmalo verificado no caule {nfo ¢s-
tudamos o caule de Amaranthus hybridus 1. nes-
te trabaiho), aproximam Amaranthacese de Car-
yophyliaceae, segundo METCALFE & CHALK'

A presenca de tricomas tectores capitados e de
colénguima angular bem desenvolvido nas nervu-
ras, tambéin s80 caracteristicas da familiz Ama-
ranthaceae, segundo METCALFE & CHALKY.

Algumas caracteristicas anatdmicas de Amaran-
thus hybridus 1.. (caruru) podem ser consideradas
como adaptagdes ecoldgicas quanto a alta incidén-
cia luminosa das regifies em que a planta vegeta:
0 espessamento parietal das células parenguimati-
cas evitaria o colapso das células em situacBes de
“‘stress’” hidrico; as paredes relativamente retas da
epiderme superior ofereceriam uma resisténgia &
perda de dgua.

A escassez de estrutura secundéria e de elemen-
tos histologicos lignificados € constante dentro dos
vegetais empregados como hortalicas.

Encontramos ductos de latex no caule de Amg-
ranthus hybridus L. (carura). DPuctos de [4tex ain-
da nfo foram relatados na literatura para a fami-
lia Amaranthaceae.

Ja sabemos através dos trabalhos de IFON &
BASSIR*E que Amaranthus hybridus L. {caru-
Tu) € rica em ferro. Através deste nosso trabatho,
observamos que também as espécies Xanthosoma
atrovirens C. Koch ¢ Bouché (taioba} ¢ Talinum
paniculatum (Jacq.) Gaertn. sdo riquissimas ndo
somenie em ferro, mas também em magnésio e cél-
cio. Para ter-se uma idéia do potencial ferrugino-
so destas plantas, basta lembrar que Spinacia ofe-
racea {espinafre), considerada rica em ferro, con-
tém aproximadamente 30 mg/100 g de ferro {espi-
nafre cru e seco); portanto, a taioba € 313% mais
rica em ferro que ¢ espinafre; e o caruru é 600%
mais rico em ferre do que o espinafre!

Amaranthus hybridus L. {caruru), ainda revelou-
se espécie rica em saponinas, confirmando expec-
tativas tiradas da literatura guimica existente acerca
da familia Amaranthaceael',
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ABSTRACT: There are described muin botanical and phyto-chemistry characteristics of
three native vegelable species with the objfective of identify them, mainly when presented under
irddustrious form, striongly triturated (sops. paps for children, etc). Drawings follow the bota-

nical descriptions.

DESCRIPTORS: Talimum paniculatum (Jacq.) Gaertn.,; Xanthosoma atrovirens C, Koch
e Bouché; Amaranthus hybridus 1.; ingua-de-vaca; taloba; carury,
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ZAMBONI, C.Q.; ALVES, H.I; RODRIGUES, RM.M.S.; SPITERI, N.; ATUI, M.B. & SAN-
TOS, M.C. — Fraudes ¢ Sujidades em Condimentos comercializados na cidade de Sdo
Paulo. Bev. Inst, Adolfo Lutz, 5K1/2) 16-22, 1991

RESUMO: Foram analisadas 217 amostas de guatre tipos de condimentos: 48 amostras
de crave da India, 55 de erva-doce, 57 de canelz moida ¢ 57 de cominhe, disponivais no comér-
cio de Sdo Paulo, Capital, de janeiro de 1986 a Janeiro de 1989, com & finalidade de pesquisar
fraudes € sujidades, O método para identificacio dos elementos histoldgicos dos vegetais fol
desenvolvido na Secdo de Microscopia Alimentar do Institute Adolfe Lutz & o método para
pesquisa de material estranho fol o descrino no ““Official Methods of Analysis of the Associa-
tion of Official Analytical Chemists {A.0.A.C.)"" com modificagdes, Verificou-se que 112 das
amostras (51,61%;) estavam em desacordo com & legislacho, das quais 95 (84, B2%) estavam
fraudadas com amidos ou condimentos de cutras espécies vegetais; 34 (30,36%) continham ma-
téria arenosa ou terrosa; 10 (8,93%) foram condenadas por fungos e § (5,36%)} continham in-
setos-ou gearos.. Os condimentos moidos aprsentaram maior porcentagem de fraudes (30,97%)
em relagdo aos inteiros (19,82%). Dos condimentos moidos, o cominho foi o mais fraudado

(52,63%;). Dos condimentos intsiros, a erva-doce fol a mais fravdada (65,45%).

DESCRITORES: condimentas, cravo da India (Syzygium aromaticum), erva-doce (Pim-
pinelia anisum), canela (Cinnamorum sp), cominho {Cuminum cyminum), fraudes em condi-
mentos, sujidades em condimentos, analise microscdpica.

INTRODUCAO

Os condimentos s8o substncias sapidas de ori-
gem natural empregadas no alimento com o fim de
modificar ou exaltar o seu sabor. Bssas substin-
cias deverdo ser puras, sds e limpas, corresponde-
rermn &s suas caracter{sticas botinicas normais e es-
tarem isentas de substincias estranhas, elementos
vegetais esiranhos & espécie ou de parte da planta
de origem que nfo possuam as caractersticas de
condimentos vegetal, Ogs condlmentos nio podem
apresentar suiidades, insetos, fungos, areia ou ou-
tras substlncias estranhas em guantidade que in-

dique & utilizacdo de ingredientes em condicdes hi-
giénicas insatisfatorias ou processamento tecnold-
gico inadequado®3,

Na pesquisa de fraudes e sujidades em condimen-
tos, tem-se observado que as exigéneias impostas
pela legislacio ndo estlio sendo cumpridas. Em tra-
balho anterior, detectou-se fraudes em pimenta do
reino preta, moida®.

Elaborou-se o presente trabalho a fim de verifi-
car as condic8es de higiene e fraudes em condimen-
tos de uso mais comum, ¢omMo Crave, canela, co-
minho e erva-doce.

* Realizado na Secdo de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo-SP e apresentado no 129
Congresso Brasileiro de Cigncia e Tecnologia de Alimentos do Rio de Janeiro, R.J., 1989,

#* Po Instituto Adolfe Lutz.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 217 amostras de quatro tipos
de condimentos, sendo: 48 amostras de cravo da
india, 55 de erva-doce, 37 de canela moida ¢ 37
de cominho. As amostras foram colhidas pela Vi-
gilancia Sanitéria ou adquiridas em supermercados,
mercearias ¢ feiras livres de S&o Paulo, Capital, de
janeiro de 1986 a janeiro de 1989,

As amostras foram analisadas pelos seguintes
métodos:

A e

Método para identificagio de elementos
histoldgicos caracteristicos e estranhos.

O método para identificacio de elementos
histoldgicos caracteristicos do produto e
para a pesquisa dos elementos vegetais es-
tranhos foi desenvolvido na Secfio de Mi-
croscopia Alimentar do Iastituto Adolio
Lufz, baseado nos principios descritos por
Wallis®,

Procedimento - Homogeneizar a amostra,
pesar cerca de Sg em uma placa de Petri.
Observar a amostra a0 microscépio este-
reoscopico {em aumento de 20 vezes).
Transferir a amostra para um béquer, adi-
cionar 30 ml de soluglo de hipoclorito de
sédio a 10% e deixar em contato até o cla-
reamento do material. Filtrar a vacuo s0-

B —

bre papel de filiro lavando o material vé-
rias vezes com dgua filtrada. Montar 14mi-
nas com o residuo em agua glicerinada a 2%,
identificar os ¢lementos histologicos carac-

teristicos do vegetal ¢ pesquisar os estra-
nhos 6788181

Método para pesquisa de material estranho.

O método utilizado foi o descrito pela
A.0.A.C.L com modificaches.

Procedimento - Colocar 20g de amostra em
um calice de 250 mi contendo 200mi de clo-
roférmio. Misturar cuidadosamente a amos-
tra ¢ deixar sedimentar por um minuto. De-
cantar a camada de cloroférmio, de modo que
o residuo permaneca no béquer. Adicionar
100ml de tetracloreto de carbono, deixar se-
dimentar ¢ decantar novamente, Filtrar o re-
siduo do béquer em papel de filtro, Secar o
papel 4 temperatura ambiente ¢ examinag-lo ao
microscopio estereoscopico com aumento de
20 vezes,

RESULTADOS

Os resultados estdo relacionados nas tabelas 1, 2
e no Quadso 1.

TABELA 1
Fraudes em condimentos moidos e infeirps
Muoido inteiro
Condimento Total
Puro Fraudado Puro Fraudado
N¢ {%) NY (%) N¢ (%) N¢ (%)
Cangla 41 {71,9%) 16 (28,07 0 {0,06) 0 (0,90) 57
Cominho i6 {28,607} 3 (52,63} 16 (17,54 i {1,76) 57
Cravo 1 (2,08} 18 (37,50 23 (47,90 6 (12,50) 48
Erva-doce 0 0,00 3 (5,46) 16 (29,09 36 (65,45 55
TABELA 2
Vegetais e materials estrankos encontrados nos amosiras de condimentos
Subs- Condimen- Canela Cominho Cravo Erva.doce
téncias tos
¢stranhas N? (%) N? (%) N¢ (%0} N¢ (%)
Vegetais estranhos 14 (24,56} 36 {52,63) 19 (40,43) 32 (38,18}
Fungos 0 (0,00) G {0,00) 0 (0,00 14 {1,82)
Maiéria arenosa ¢
terrosa 7 (12,28) 4 (1,00 6 (12,77 7 (34,51
Insctos e acaros 0 {G,00} 0 (0,00} 0 {6,007 6 {10,91)
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QUADRO I

Vegatais estranhos (fraudes), econtrados nos condimentos analisados

Condimentos

Vegetals Canela

estranhos

Cominho

Cravo Hrva-dace

Mitho

Trigo

Curcuma
Noz-moscada
Urueum

ATTOz

Pimenta do reino
Mandioca
Canela

Orégano

Funche

Coentro

Grios de pdlen ®
Pediinculo

Substdncia amilifera alterada %

X oK X X X

Xow x
® X K X

X K X
>

D O S

DISCUSSAD ¥ CONCLUSOES

O método para identificacdo dos elementos his-
tolégicos caracteristicos ¢ estranhos foi desenvol-
vido para o controle de qualidade ¢ identidade dos
condimentos. Na identificacdo microscopica dos
produtos surgiram varios fatores que ofereceram
dificuldades, sendo um deles a forte pigmentacio
dos tecidos. Assim, os condimentos foram subme-
tidos & acdio descorante do hipoclorito de sédio.
Os tecidos mais frageis de algumas cspécies foram
destruidos em concentracdes altas de hipoclorito
de sddio, sendo observado melhor resultado usan-
do-se solugio de hipoclorito de sddio a 10%. A la-
vagern do material apos o clareamento permitiu a
retirada do cloro dos tecidos vegetais, melhoran-
do a observagfio do material ao microscopio.

Quanto & identidade dos condimentos, o exame
microscdpico permitiv detectar se o condimento era
constituido de uma especiaria genuina ou frauda-
do com outra especiaria ou amido, através dos seus
elementos histoldgicos caracteristicos. Certos ele-
mentos de determinados condimentos apresentam
estreita semelhanga uns com os outros, Entretan-
to, essas dificuldades podem ser afastadas desde
que o analista conheca certos detalhes diferenciais
na estrutura de cada um desses elementos.

No presente trabalho, observou-se que os con-
dimentos foram substituidos por outros de carac-
teristicas semelhantes de prego inferior ou por ami-
do, arcia ou terra; intencionalmente ou oriundos
de processamento inadeguado.

Pela Tabela 1, verifica-se que os condimentos
moidos apresentaram maior porcentagem de frau-

des (30,87%) em relagdo aos inteiros (19,82%) e
que, dos moidos, o cominho foi o mais fraudado
{32,63%), O Quadro I mostra que o cominho foi
parcialmente substituido por seis vegetais estra-
rhos, sendo a maioria de preco inferior. E impor-
tante salientar que, muitas vezes, por falta de co-
nhecimento do fabricante, os condimentos sdo moi-
dos em um dnico moinho, sem wma prévia limpe-
za, resultando num produto gque é uma mistura de
condimentos.

Pela Tabela 1 verifica-se que, dos condimentos
inteiros, a erva-doce foi a mais fraudada (63,45%),
fraude essa, superior a dos moidos. Verificou-se
que a erva-doce foi substituida total ou parciaimen-
te por funcho de caracteristicas morfologicas se-
meihantes e de preco inferior.

O Quadro 1 mostra que, tanto a erva-doce co-
mo o crave foram fraudados com pedinculos, que
sdo partes da planta de origem, mas que nio pos-
suem as caracteristicas do condimento vegetal®®,
Quanto a canela, verifica-se que (Quadre I) além
do amido fol fraudada com circuma e urucum, cu-
jas coloragdes assemelham-se & da canela, com a
finalidade de enganar o consumidor,

Pe todos 05 amidos utilizados na industria de ali-
mentos, constatou-se que o amido de mitho foi o
mais usado para fraudar os condimentos, sendo in-
dentificado nos quatro tipos de produtos estuda-
dos {Quadro I).

Quanto & sanidade dos condimentos, pode-se ve-
rificar pela Tabela 2 que 1,82% das amostras de
erva-doce continham fungos, gue foram detecta-
dos microscopicamente ¢ sdo indicadores de con-
taminago da matéria-prima ou do produto no ar-
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mazenamento. As matérias arenosas e terrosas fo-
ram as sujidades presentes em todos 0s condimen-
tos, tendo a erva-doce a maior porcentagem de
amostras contaminadas (30,91%).

Verifica-se pela Tabela 2, que, das substiincias
estranhas, os vegetais estranhos &s espécies sdo res-
ponsdveis pelo maior niimero de amostras conde-
nadas ¢ gue; de todos os condimentos, a erva-doce
apresentou o maior grau de contaminag@o com to-
dos os {ipos de substdncias estranhas.

Das 217 amostras de condimentos analisadas,
105 {48,39%) estavam de acorde com a legislacdo
e 112 (51,61%) em desacordo,

Das 112 amostras de condimentos condenan-
dos, verificou-se que 95 (84,82%) estavam frau-
dadas com amide ou condimentos de outras es-
pécies de vegetais; 34 (36,35%) continham maté-
ria arenosa ou terrosa; 10 (8,93%) foram conde-
nadas por conter fungos e 6 (5,36%) continham
insetos ou acaros.
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ABSTRACT: 217 samples of four kinds of spices: 48 of cloves, 35 of anise, 57 of cassia

and 57 of cumin acquired in Sdo Paulo, Brazil trade, were examined for adulteration and for
Siith detection, from 1986 fo 1989, Microscopical examination showed that 112 samples (51,61%}
were disagreeing with Brazilion Legislation: 95 {84,82%} were aduiterated with starch or with
splces of ather kinds; 34 (30,35%) contained sand or soil; 10 (8,93%) were adulterated with
mycelia filaments and 6 (5,36%) contained insects or mites. Ground spices were more adultera-
ted (30,87%} than whole spices (19,82%) and ground cumin were more adufterated than the
others ground spices (52,53%). Whole anise were more aduiterated than the others whole spices

(63,45%).

DESCRIPTORS; Spices, cloves (Syzygium aromaticumy}, anise (Pimpinelln anisum), cas-
sia {Cinnamomur sp), cumin (Cuminum cyminum), adulteration of spices, filth in spices,

micrescopical examination,
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RESUMO: O estudo da fauna flebominica em dreas end@micas para Leishmanicse Tegu-
mentar Americana é parte infegranie de uma proposta de implantacfo de um Servigo de Leish-
manioses em Laboratério de Saude Publica no Estade de Sdo Paulo, Neste estudo procurou-se
reconhecer as espéeies encontradas no Municipio de Sdo Rogue; as coletas foram efetuadas
semanalmente, entre agosto/87 ¢ marco/89. Des 15,094 exemplares obtides, destacam-se 04
espécies (Lufzomyia whitmani, Lu. intermedia,Lu. fischeri e Lu, migonei, os quais totalizaram
98,42%. Lutzomyia whitmani predominou em margem de mata {49,76%) enquanto Lu, infer-
media {71,53%) foi & mais encontrada em ambiente domiciliar e Lu. fischeri (63,47%) no inte-
rior de mata, revelando, assim, vma variagBo especifica conforme o ambiente estudado. Isto
pode significar que, diferentes espécies de flebotomineos selam responsdveis pela manuatencio

de Leishmania conforme ¢ ecossisterna encontrado nas dreas end@micas.

DESCRITORES: Fauna flebotominica, composicio; Leishmaniose Tegumentar Ameri-
cana, Municipic de¢ Sdo Rogue, Estado de Sd0 Paulo,

INTRODUCAO

Estimativas da Organizacdo Mundial de Satde
apontam, em fodo o munde, um total de 350 mi-
Ihdes de pessoas exposias ao risco de aquisicdo de
leishmaniose, sendo gue cerca de 12 milhdes de in-
dividuos estariam infectados por flagelados do gé-
nero Leishmania®",

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Ameri-
cana (L'TA) parece estar espalhada por quase to-
do o territdrio'?. No Estado de S30 Paulo, segun-
do dados do Centro de Informacdes da Sadde e do
Centro de Vigildncia Epidemioldgica da Secretaria

* Do Instituio Adelfo Lutz,
** Do Instituto Butantan.

de Estado da SaGde, grande concentracio de ca-
so§ ocorre em dreas rurais das regifes do Vale do
Ribeira, Presidente Prudente, Sorocaba, Campi-
nas e Ribeirdo Preto.

No Municipio de Sd¢ Roque, na regifio de So-
rocaba, & partir de 1985, comegaram a ser notifi-
cados, esporadicamente, casos humanos de LTA.

Como parte integrante de uma proposta de im-
plantacio de um Servigo de Leishmanioses em La-
boratdrios de Satide Piiblica no Estado de Sdo Pau-
lo, vem sendo desenvelvidas amplas investigacfes
epidemioldgicas, em dreas endémicas para LTA,
junio as populagdes humanas, de animais sifvestres
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e domésticos, de flebotominecs e de flagelados do
génerc Leishmania,

Em relacfo aos flebotominecs, os estudos obje-
tivam ndo somenie o reconhecimento das espécics
existentes no ambiente endémico, mas também o
papel desempenhado por tais artropodes nesse
meio, guer sejam os vetores primérios quer sejam
0% principais {ransmissores ao homem.

No presente trabalho pretende-se divulgar os re-
sultados referentes 4 composigdo da fauna flebo-
tominica do Municipio de Sdc Roque, na regido
de Sorocaba, nos ambientes fiorestal, da margem
de mata e domiciliar, com a utilizacdo de diferen-
tes métodos de coleta, além da investigacio de in-
fecgdo natural por proiozodrios do género Leish-
tnanid.

MATERIAL E METODOS

O Municipio de 8o Roque dista, aproximada-
mente, 60 km da Capital do Estado de S30 Paulo,
sitpando-se entre os Meridianos 47° e 50° a Oeste
de Greenwich e os Paralelos de 22°30° ¢ 25° de Lati-
tude Sul, numa altitude média de 798 metros?®,

Este Municipio ocupa uma area de 412 Rmz, dos
quais 238 km? correspondem & zona rural. As prin-
cipais atividades econfmicas sd0 a industria téx-
til, de bebidas, de latex, de cimento, além da ativi-
dade agricola, cula producio consiste de uva, ba-
tata, miiho, feijio, etc.

O clima da regido & temperado brando, sem es-
tiagem, ficando a temperatura média em 22°Cnos
meses mais quentes do ano e o {ndice pluviométri-
co anual variando de 1.200 2 1.300 mm (Tabela 1),

TABELA 1

Dados mereoroidgicos referenies go Municlpio de Skéo Rogue,
Estado de Sdo Pauwlo. Periodo de agosto/87 a muargoe/89,

Més T°C UR. % Ind. Pluv.
agosto/R7 21,6
setembro/87 17,42 64,73 76,1
outubro/87 20,23 64,55 83,7
novembro/87 20,28 65,43 82,2
dezembro/87 21,67 68,30 127,
janeiro/88 23,57 66,81 138,9
fevereiro/88 21,69 71,48 1952
mar¢o/88 21,79 65,72 194,2
abril/88 19,87 72,56 16,8*
maio/88 17,87 79,12 1942
junho/88 14,92 76,18 67,0 {geadas leves)
julho/88 13,58 69,95 3,6
agosto/88 16.75 62,88
sctembro/88 18,16 62,21 41,2
outuhre/88 18,67 73,7G 152,7
novembro/88 20,42 71,88 G1,4
dezembro/88 21,54 71,80 213,35
janeiro/89 22,07 79,38 87,7
fevereiro/89 22,70 78,91
marga/89 22,34 75,44

Fonre: Estagfio Experimental de Sio Roque do Instituto Agrondmice de Campinas.

* Pluvidmetro com defeite {dados referentes a 14 dias)

A topografia é bastante acidentada ¢ montanho-
sa, sendo cortada por alguns cursos d’agna como
¢ Carambel, Aracai ¢ o Tieté. A vegetagio é do
tipo Mata Latifoliada Tropical, mata imponente
com Arvores atingindo 25 metros de altura; de sua
flora original muito pouco subsiste em virtude das
derrubadas e queimadas para dar hugar a lavouras
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diversas. Destaca-se, entretanto, 2 mata da Camara
que vem sendo preservada, visando estabelecer ¢
eqguilibrio entre a complei¢io paisagistica ¢ as ati-
vidades recreativas turisticas?®2!,

No Municipio de S30 Roque, as colefas de fle-
botomineocs foram efetuadas dentro dos limites da
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Figura 1
Barraca de Shannon modificada

Fazenda Sao Joaquim pertencente ao Instituto Bu-
tantd da Secretaria de Estado de Satide de Sdo Pau-
lo. Esta drea foi selecionada pelo fato de apresen-
tar as mesmas caracteristicas fitogeograficas do res-
tante da regido onde ocorreram 0s casos humanos.
Associam-se a isto, as facilidades de acesso e aco-
modacdes da equipe de trabalho no periodo de de-
senvolvimento das investigacdes.

No periodo compreendido entre agosto/87 e
marc¢o/89, foram realizadas capturas semanais no
horario das 19:00 as 24:00 horas, no domicilio, no
interior e margem de mata, tendo sido efetuadas,
ainda, capturas de 24 horas consecutivas em cada
uma das quatro estagdes climaticas do ano, quan-
do se registraram a cada hora, os valores de umi-
dade relativa do ar e de temperatura.

As coletas de flebotomineos foram realizadas
utilizando-se barraca de Shannon modificada (Fi-
gura 1) — no interior e margem da mata — com
captura através de aspiradores do tipo ‘‘Captura-
dor de Castro’’. Foi utilizada, também, armadi-
lha luminosa tipo Falcio modificada!® (Figura 2)
em dois ambientes (interior ¢ margem de mata) e
capturadores de Castro no domicilio. As iscas em-
pregadas foram luz, o homem e o hamster.

Dos flebotomineos capturados, 1.008 exempla-
res foram dissecados para pesquisa de infec¢éo na-

' Figura 2
Armadilha Luminosa Tipo Falcio Modificada

tural por flagelados do género Leishmania. A me-
todologia utilizada foi a descrita por JOHNSON
et alii, 1963". Todos os demais insetos foram con-
servados em dlcool a 70%, diafanizados em lacto-
fenol e montados entre 1dmina e laminula em li-
quido de Berlese para identificagdo e classificagdo.
A nomenclatura adotada para identificagdo foi a
proposta por MARTINS et alii, 1978'.

RESULTADOS

Foram coletados, no total, 15.094 insetos, sen-
do que 15.055 distribuiram-se entre 17 diferentes
espécies de flebotomineos. Para outros 39 exem-
plares, nédo foi possivel identificacdo que permitisse
classificacdo além do nivel genérico (Tabela 2).

Os dados contidos na Tabela 2, indicam a fre-
qiiéncia dos flebotomineos capturados, distribuidos
segundo sexo, sendo 8.526 (56,49%) fémeas e 6.568
(43,51%) machos. Raramente foram encontradas
fémeas que se mostrassem repletas de sangue.

A grande maioria dos flebotomineos coletados,
14.855 (98,42%), pertenciam a apenas 4 espécies:
Lutzomyia whitmani com 6.264 (41,50%) exempla-
res, Lu. intermedia com 5.085 (33.69%), Lu. fis-
cheri com 2.760 (18,28%) e Luizomyia migonei
com 746 (4,94%).
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TABELA 2

Freqiiéncia de flebotomineos coletados no Municipio de S50 Rogue, distribuides segundo sexo.
Periodo de agosto/87 a margo/89.

ESPECIE TEMEAS MACHOS TOTAL
N® N? N? ’ s

Lutzomyiq whitmani 3.668 2.596 6.264 41,50
Lu. intermedia 2,835 2.130 5.085 ) 33,69
Lu. fischeri 1.264 1.496 2,760 18,28
Lu. wigonei 430 3i6 746 4,94
Lu. Hovdi 53 e 33 0,35
Lu. alphaberica 37 1 3R 0,25
FLu, edwardsi 33 04 37 0,24
Lu. firmatoi 19 08 25 0,16
Brumptomyia sp 20 1 21 0,14
L. pascalei 06 06 12 0,08
R, amarali 11 e i1 0,07
Pintomyia sp 08 a1 09 0,06
Psychodopygus sp 09 e 09 0,06
B. nitzuleseui e G6 06 0,04
Lu. shannoni 06 e 06 0,04
Lu. misionensis 04 e G4 0,03
B. mangubeirai — 03 03 0,02
B. cardosoi e 02 02 ¢,01
Lu. termitophila g2 - 02 6,01
Lu, mionticola 01 e 61 0,007

Total 8.326 6.568 15.094 100,C

TABELA 3

Fregiiéncia de fleboromineos coletados no Municipio de Sdo Rogue, Estado de Sdo Paulo, distribuidos
segundo tipo de capturador. Pertodo de agosto/87 a muargc/89.

) CAP. CASTRO LUMINOSG TOTAL
ESPECIE N¢ %o N Y N? %y
Lutzomyia whitimani 6.185 40,98 75 0,32 6.264 41,50
Lu. intermedia 3.052 13,47 33 0,22 5085 33,69
Lu. fischeri 2.695 17,83 65 0,43 2,760 18,28
L. migonel 737 4,88 G4s 0,06 746 4,94
Lu. Hoydi 47 0,31 06 0,04 53 0,33
Lu. alphabetica 32 6,21 06 0,04 38 3,25
Lu. edwardsi ' is 4,10 22 0,14 37 4,24

" Lu. firmatei 22 0,14 03 6,02 25 0,16
Brumpiomyia sp 6o 6,06 12 0,08 21 0,14
Lu. puscalel 09 0,06 03 0,02 12 (3,08
B. amarali 00 8,06 02 6,01 11 0,07
Piniomyia sp 08 3,05 a1 6,007 o9 0,66
Psychodopygus sp 45 0,63 04 6,03 69 0,06
B. nitzulescui 04 0,03 02 0,01 06 0,04
Lu. shannoni 04 0,03 02 0,01 06 0,04
L. misionensis {4 4,03 — — 04 0,63
B. mangabeirai 01 0,007 02 0,01 03 0,02
B. cardosoi 01 0,007 0l 0,007 02 0,01
Lu, termitophiia 02 0,01 e o 02 0,01
Lu. monticola 01 0,007 o o 01 0,007
Total 14,842 98,33 252 1,67 15.094 160,0

26



TANIGUCHI, H.H.; TOLEZANO, 1L.E; CORREA, FM.A,; MORAES, R, H.P,; VEIGA, R.M.O, & MARAS-
SA, A.M. - Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana ne Estado de Sio Paulo, Brasil. I - Compo-
sicdo da fauna flebotominica no municipio de S3o Roque, regifio de Scrocaba. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 53

(1/2):23-30, 1991,

Pela Tabela 3, é possivel a verificagdo da fre-
giiéncia dos flebotomineos coletados, distribufdos
segundo tipe de capturador utilizado.

De um total de 15,094 flebdtomos, 14.842
(98,33%) foram capturados através da utilizacdo
de aspirador manual tipo capturador de Castro,
na barraca de Shannon modificada ou no domi-
cilio ¢ 252 (1,67%) através de armaditha lumi-
nosa.

Na Tabela 4 sfo apresentados os resultados re-
lativos as freqiiéncias de flebdtomos coletados, dis-
tribuidos segundo o ambiente em que foram cap-
turados,

No interior de mata Lu. fischeri, com 351 exem-
plares (63,47%) foi a espécie predominante, seguida
por Lutzomyia whitmani com 84 (15,19%), Lu. in-
termedia com 33 (5,97%), Lu. edwardsi com 23
{4,16%). No total, essas 4 espécies compreenderam
491 {88,79%) dos flebotomineos coletados no in-
terior da maia.

Na margem de mata, dos 10.519 insetos coleta-
dos, 10,362 (98,51 %) foram distribuidos entre Lu.
whitmani com 5.234 (49,76%) exemplares, Lu. fis-
cheri com 2.250 (21,3%%), Lu. intermedia com
2.175 (20,68%) e Lu, migonei com 703 (6,68%).

No domicilio, dos 4.022 fleboiomineos coleta-
dos, 4.012 (99,75%) foram distribufdos entre Lu.
infermedia com 2.877 {71,53%) exemplares, Lu.
whitmani com 946 (23,52%), Lu, fischeri com 139
(3,95%) e Lu. migonei com 30 (0,75%:).

Os 1.008 flebotomineos, dissecados para pesqui-
sa de infecc@o natural por Leishmania, revelaram
auséncia destes protozodrios, todavia, constatou-
se em dois insetos a presenca de microfildrias,

Embora nio fosse obieto da presente investiga-
¢io, observacGes referentes a antropofilia das es-
pécies existentes na regifio estudada indicaram gran-
de niimero de flebotomineos efetuando repasto san-
giilneo no homem,

DISCUSSAO

A faupa flebotominica da Fazenda Sao Joa-
quim no Municipio de S3o Roque apresenta re-
presentantes de, pelos menos, 17 espécies, os quais
i4 foram registrados em ouiras localidades do
Estado®53570118 Com relaglo a Lutzomyia mi-
sionensis, desconhece-se sua presenca em Sdo Pau-
lo, sendo comuns reiatos em Minas Gerais ¢ Ar-
gentina.

TABELA 4

Frequiéncia de flebolomineos coletados no Municipio de Sdo Roque, Estado de Sdo Paulo,
distribuidos sepundo local de coleta. Perfodo de agosto/I1987 g margo/1989.

A DOMICILIO MARGEM MATA MATA
ESPECIE NE L2 N? Ty N¢ b
Lutzonmyia whitmani 246 23,352 5.234 49,76 84 15,19
Lu. intermedia 2.877 71,53 2.175 20,68 i3 5.97
Lu. fischeri 139 3,95 2.230 21,39 351 63,47
Lu. migonei 30 0,75 703 6,68 13 2,35
Ly, Hoydi G2 0,08 45 0,43 06 1,08
Lu. aiphabetica 02 6,05 29 0,28 o7 1,26
Ly, edwardsi — — 14 0,13 23 4,16
Ly, firmatoi — — 21 0,20 04 0,72
Brumptomyia sp 01 0,02° 08 0,08 12 2,17
Lu, pascalei — — 09 0,08 03 0,54
B, amarali ) — — 67 0,07 04 - 0,72
Pintomyia sp s — R 0,08 0t 0,18
Psychodopygus sp G4 0,16 131 6,01 04 0,72
B. nitzulescui — — 04 6,04 62 0,36
Lu, shannoni e e 03 0,03 03 0,54
Lu. misionensis e e 04 0,04 — —
B. mangabeiral — — 01 0,01 02 0,36
B. cardosci — L 01 0,1 43 0,18
Lu, termitophila 01 0,02 01 0,01 e e
Lu, monticola - e 01 _ 0,01 — ) —_—
Total 4,022 10.519 553
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Do total de 15.094 flebotomineos coletados,
8.526 {56,49%,) pertenciam ao sexo feminino, o que
n&o constitui em novo achado, na medida em que
individuos deste sexo sdo atraidos n&o somente pela
isca de luz, como também, pela disponibilidade de
fonte sangiifnea’’. AGUIAR et alii, 19851, acredi-
tam gue o encontro de uma maioria de fémeas ndo
ingurgitadas fale a favor da nulidade da atracdo
da isca luminosa. J& para o sexo masculing, ob-
SErvou-se menor coleta, 6.568 (43,51%) individuos.
Embora para algamas espécies malor coleta ou vni-
¢a coleta tenha sido representada por machos (Ta-
bela 2), este achado pode ser explicado ndo somente
pela atragio da isca luminosa, como também, pe-
la atragdo exercida pela presenca de fémeas dessas
espécies, que estande aptas & procurar e a efetuar
© repasto sangiifneo estariam aptas, também, a efe-
tuar a copula.

Para GOMES & GALATI, 19874, a participa-
¢cdo de fatores exdgenos e enddgenos explicariam
tais achados. Poderia ser entendide como f{ator en-
dégeno aquele relacionado a possivel necessidade
bioldgica de uma maior densidade de machos co-
mo forma de garaniir a fecundacéo.

Ainda gue tenha sido relativamente grande a di-
versidade de espécies coletadas {Tabela 2), 14,853
(98,41%) dos flebdétomos pertenciam a quatro es-
pecies: Lutzomyia whitmani, Lu, intermedia, Lu.
Jischerie Lu. migonei, Esta predominfncia, quase
absolufa, de poucas espécies com alias densidades
em contraste com um namero maior de espécies
apresentando baixa densidade, coincide com resul-
tados obtidos por AGUIAR et alii, 1985, no Par-
que Nacional da Serra dos Grg&os no Estado do Rio
de Janeiro e por GOMES & GALATI, 1587, no
Vale do Ribeira no Estado de Séo Paulo.

Pelos dados da Tabela 3, podemos constatar que
os resuitados obtidos em cada uma das armadilhas
diferiu grandemente em numero de insetos coleta-
dos, todavia, devemos ressaltar ndo ter sido obje-
to do presente estudo a comparacio de eficiéncia
de diferentes técnicas de coleta, 0 gue teria exigi-
do diferente metodologia para realizacio da inves-
tigaclo. Diferentes téenicas de coleta foram utili-
zadas 1o intuito de favorecer o reconhecimenio de
wm maior numero de espécies na drea estudada.

E interessante observar que 2 armaditha lumi-
nosa possibilitou coleta de apenas 252 (1,6%) fle-
botomineos, porém, foi capaz de revelar a quase
totalidade das 17 espécies existentes na regifo. Ape-
nas Lu. misionensis, Lu. termitophila ¢ Lu. mon-
ticolg, espécies que mostraram densidades insigni-
ficantes (Tabela 3), nfo foram coletadas na arma-
dilha luminosa tipo Falcio modificada.

A utilizaglio do aspirader tpo capturador de
Castro permitiu o estabelecimento da relacdo de
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predominéncia quanto 4 densidade, de cada uma
das espécies encontradas.

Em refacido a armadithas luminosas, KILLICK-
KENDRICK et alii, 1985%, estudando a atraglio
da isca de juz de armaditha CDC, encontraram pa-
ra Phlebotomus arigsi alcance ndo superior a dois
Metros.

No presente trabalho pareceu-nos evidente a im-
porténcia da wtiliacio de mais de uma técnica de
coleta, na medida em gue a armadilha luminosa
mostrou-se eficiente para revelar a diversidade de
gspécies ¢ o aspirador {ipo capturador de Castro
fol eficiente para indicar a diferenca de densidade
entre as varias espécies nos diferentes ambientes:
florestal, de margem de mata e domiciliar.

O indice de positividade para pesquisa de infec-
¢io natural em flebotomineos por protozodrios do
género Leishmania é muite baixo®®. Mesmo nio
tendo sido encontrados flebétomos infectados, os
resultados expressos na Tabela 4, sobre a freqiién-
cia dos flebotomineos segundo local de coleta, per-
mitem algumas consideracdes e especulacdes sobre
a capacidade ou a0 menos sobre o potencial veto-
rial de algumas espécies coletadas.

A Tabelza 4 Llorna possivel a constatacio de uma
verdadeira sucessfio de espécies de flebotomineos,
segundo o ambiente cm que os mesmos foram co-
ietados.

Assim é que para cada um dos ambientes estuda-
dos, uma vnica cspécie de flebotomineo conteve a
maioria dos insefos coletados, sendo Lu. fischeri,
com 63,47%, a principal espécie no interior da ma-
ta; Lu. whitmani, com 49,76%, a predominante na
margem de mata e, Lu. intermedia, com 71,53%, o8-
pécie com maior densidade no domicilio.

Em se considerando a densidade como indicador
importante, ainda gue nio exclusivo, na deterinina-
¢80 da capacidade vetorial dos flebotomineos, é pos-
stvel a especulagdo de gue, diferentes espécies des-
tes dipteros seriam importantes para a manutencdo
de Leishmania no ambiente endémico em seus dife-
rentes niveis, florestal e extra-florestal. -

Ao confrdrio do verificado por VEXENAT et
alii, 1986% em Trés Bragos, no Estado da Bahia
e por MAYRINK et alii, 1979 em Caratinga, Mi-
nas Gerais, Lu. whitmani ¢ mais abundante na mar-
gem de mata na regifo de S3o Roque, em Sdo Pau-
lo, com poucos exemplares encontrados no inte-
rior da mata e no domicilio. A constatagiic de um
distinto comportamento, quanto as preferéncias de
habitat, sugere a necessidade de amplos estudos no
sentido de se verificar se Lu. whitmani constitui
uma Unica espécie, com distribuicio geogréfica tdo
exiensa ou ¢, de fato, representa um complexo de
espécies de flebotomineos.
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Lu, intermedia, ¢ a mais abundante das espécies
ao nivel domiciliar, o que esta de acordo com ob-
servagdes de outros pesquisadores #2119 ten-
do sido atribuido a esta espéeie a capacidade de ul-
trapassar barreiras em ambignte aberto com o con-
segliente estabelecimento de criadouros extra-
florestais. Esta espécic apresentou-se em densida-
de t80 alta que mesmo na auséncia de exemplares
naturalmente infectados, grande € o potencial ve-
torial por ela demonsirado, até porque mostrou,
tambeérm, grande avidez em efetuar o repasto san-
gliineo no homem.

Ao considerarmos a densidade populacional co-
mo indicador relevante da possibilidade de atua-
¢lo como vetor, Lu. fischeri deveria merecer es-
pecial atenclo, ao menos para manitencdo do ci-
o enzodtico no ambiente florestal, todavia, de-
vemos mencionar gue a incriminac¢io deste flebo-
tomineo como transmissor do parasita ainda per-
mainece por ser demonstrada.

CONCLUSOES

Pelos estudos efetuados na regifo do Municipio
de 540 Roque, no Estade de Sdo Paulo. conclui-
oS que:

a) A fauna flebotominica do municipio apresen-

ta grande diversidade de espécies;

by A infecclo natural de flebotomineos por
Leishmania deve ser muito baixa, indicando
baixa disponibilidade de insetos em transmis-
sd0 ativa;

¢} Conforme o ambiente estudado, existe pre-
dominéncia de uma espécie, em termos de
densidade populacional, sobre todas as ou-
tras encontradas. Lu. fischeri predomincu no
interior da mata; Lu. whitmani predomina na
margem da mata ¢ Lu. infermedia no domi-
citio;

d) Possivelmente a manutencio de Leishmania
no ambiente endémico sgja exercida por di-
ferentes espécies de flebdtomos, no ambien-
te florestal e extra-florestal
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ABSTRACT: The phlebotomine fauna study in endemic areas of American Cutaneous
Leishmandasis in S0 Paulo State, constitutes a part of a Leishmaniasis Service in Public Health
Laboratory establishment project. In this paper we're describing the species found in 840 Ro-
que County. The captures were carried out every week, between Augost/87 and March/89. 15,094
specimens of 17 different species were identified, although Lutzomyia whitmani, Lu. interme-
dig, Lu. fischeri and Lu. migonei were dominant accounting for 98.42% of the whole collect-
ed, Lu, whitmani was predominat in the border of the forest (45.76%) while Lu. fischer! (63.47%)
was more frequent within the forest and 71. 53% of the Lu. inrermedia were caught inside and
out of houses. This specific diversity according to the environment considered would mean that
different sandfly species are responsible for Leishmania maintenance depending on the ecos-
sistem found in the endemic areas of this zoonosis.

DESCRIPTORS: Phlebotomine fauna, composition, American Cutaneous Leishmania-

sis, 8&0 Roque County, 540 Paulo State.
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RESUMO: Hste trabalho propde a utilizacio de um “pool”” de soro controle normal (SCN)
e de um ajterado (SCA) preparado pela adicdo de quantidades de substdncias quimicas a serem
analisadas. A concentraclo dos constituintes em cada ““pool” foi estabelecida pela mensura-
¢io em diferentes laboratdrios clinicos. Estes “pools”” foram usados como um sistema controle
para o estudo da precisfo e exatidie, servindo para indicar a presenca de erros, podendo aier-
tar os analistas para falhas cxistentes na metodologia e aparethagem.

DESCRITORES: Bicquimica Clinica; Soro Controle; Controle de Guealidade Interfabo-

ratorial; Precisdo ¢ Exatiddo.

INTRODUCAO

Os sistemas de controde de qualidade fornecem
tanto ao analista como ao clinico critérios objeti-
vos para avaliar o andamento laboratorial®5 1314,
Distinguem-se duas facetas no controle de gquali-
dade total:

INTERNO: anglise didria de amostras conirole
para avaliar a precisio do método (Infralaborato-
rial}. :

EXTERNOS: andlise de amostras controle re-
cebidas de fonte externa para comparar o nivel de
exatiddo em diferentes laboratdrios(Interlaborato-
rial).

E recomendével que, antes de iniciar um progra-
ma de controle, salientar o seguinie:
a) pessoal téenico adeguadamente treinado

b) equipamentos de boa procedéncia ¢ com cali-
bracio e manutencdo periddicas

¢} reagentes de boa qualidade

d) coleta e conservacdo de amostra segundo me-
todologia requisitada

¢} pipetadores ¢ vidrarias limpos
f} existéncia de boas condigdes de trabalho

g) padrdes e substincias confroles preparados uti-
lizando-se substincias puras { schitos e solventes)
de composicdo conhecida (tais como NaCl puro e
agua destilada); ou particularmente substéncias pu-
rificadas (tais como enzimas e proteinas); ou pro-
dutoes bioldgicos bem conservados (tais como soro
humano ou bovine), Comumente, estes materiais
sdo combinados ou tratados para obtengdio de con-
centraces adequadas das substineias a analisar.

* Realizado na Secdo de Andlises Clinicas Auxiliares ¢ unidades regionais do Instifute Adolfo Lutz.

L #4 Do Instituto Adelfo Luiz,
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A selecdo do material depende de julgamento do
analista baseado no conhecimento dos efeitos do
processo bioguimico, interferentes, concentraghes
analiticas desejadas, estabilidade, etc.

O soro humano pode ser obtido de doadores se-
lecionados, por plasrnaferese ou come no presen-
te frabalho de espécimes laboratoriais coletados
sem contaminaciio microbioldgica®®.

O objetive primério no use de matertais contro-
les didrios ¢ alertar a aguipe fécnica para erros sis-
tematicos ou casuals, Contudo o aspecto mais ¢ri-
tico para qualquer programa controle ndo é o me-
canismo usado para descobrir problemas potenciais
mas a0 contrario, as acdes originadas como resul-
tado destas informacdes,

Este trabalho descreve nm sistema de controie
que foi utilizado entre os laboratdrios da rede Adol-
fo Lutz, elaborado pelos integrantes da Comisséo
Técnica de Bioguimica (D.O. n® 68, 28/5/88, p.21}

Inicialmente realizou-se monitoramento das prin-
cipais reagbes bioguimicas de nossos laboratdrios
com a finalidade de muituo auxilio na interpreta-
¢lo dos resultados obtidos nas mais diferentes re-
gifes do Estado de SHo Paulo entretanto, com 0
decorrer das reunides de discussfo percebemos que,
de fato, estava-se iniciando um programa de con-
trole de gqualidade interlaboratorial.

O maior problema dos integrantes do grupo se
baseava no controle téenico das reagdes e na difi-
culdade de acesso a informagdes técnicas.

Nas primeiras reunides foi discutide sobre qual
¢ melhor caminho para conseguirmos uma unifor-
mizagdo técnica mas, com ¢ decorrer do tempo,
notamos ndo ser esie o objetivo mais urgente. Os
proprios clementos revelavam suas experiéncias
com determinados tipos de reagentes elaborados
por firmas (kits) e resultando dai uma selecdo na-
tural e umn controle de gqualidade dos proprios rea-
tivos adguiridos.

MATERIAL E METODOS

Teécnicas de controle:

Baseando nossos estudos na Provisional Recom-
mendation on Quality Control in Clinical
Chemistry®!* estabelecemos que em cada labora-
tdrio regional integrante da Comissdo haveria um
responsavel pelo preparo de soros controles nor-
mais (SCN) ¢ alterados (SCA) para as diversas rea-
cOes:

Marflia - fosfatase alcalina

Pres. Prudente - glicose

Santo André — uréia

Sorocaba - {ransaminases

Aracatuba — triglicérides

Central — bilirrubinas, creatinina e acido urico
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Qs soros controles foram distribuidos aos inte-
grantes do grupo que se incumbiram de realizar a
determinacio didria; os resultados foram posterior-
mente enviados ao laboratdrio central para a and-
lise estatistica.

Soros controles normais (SCN):

Os seros controles normais (SCN) foram cole-
tados nos laboratorios da rede, formando-se um
“pool”, Foram excluidos os soros ictéricos, os de
composicdo organolépticas alteradas (hemolisados
¢ lipémicos) ¢ com presenca de contaminagio bac-
teriana (fermentacio). Diariamente, os soros ¢o-
letados foram congelados em frascos de polietife-
no até se atingir o volume ideal. Apds descongela-
mento e acerto do pH (7,2} foram distribuidos em
frascos de vidro tipo penicilina, previamente au-
toclavados, e entdo congelados a ~18°C. Nio fo-
ram adicionados conscrvantes ¢/ou aditivos.

Soros controles alterados (SCA):

Os SCA para creatinina, acido Urico, uréia e gli-
cose foram preparados adicionando-se guantida-
des conhecidas de massa fria seguindo a mesma me-
todelogia do preparo do SCN. No caso da fosfa-
tase alcalina utilizou-se leite ndo pasteurizado adi-
cicnade ao SCIN. Neste caso foi necessdrio esco-
{her a amostra adequada de leite pois apesar da nfo
pasteurizacio algumas nfio apresentaram um nivel
elevado de fosfatase alcalina. O SCA para bilirru-
binas seguiu a seguinte téenica: foi preparada uma
soluclo estoque contendo Smg de bilirrubina {Sig-
ma) e 6,25 ml de NaCO3 a 1% (Merck). Esta solu-
cdo apds agitacdo foi mantida em frasco escuro ao
abrigo da luz.

A soluc8o de uso fol preparada no momento da
reacdo da seguinte maneira; a 7 ml de SON foi adi-
cionado 1 ml de solucio estoque de bilirrubina e
50 mel de Acido Acético PA (Merck), Esta solu-
¢fo corregponde a cerca de 7 mg% de bilirrubina
total. Por este método de preparo se obtém 90%
de bilirrubina indireta.

Técricas de doseamento:

Na tabela 1 encontramos 0s métodos e equipa-
menios utifizados, bem como as médias obtidas nos
diferentes [aboratorios da rede.

Para a determinacdo da glicemia foram utiliza-
das as reagdes da hexoquinase® e glicoseoxidase'.
No caso da uréia dois métodos foram comparados
arease!? ¢ diacetilmonoxima’s.

Para o doseamento de triglicérides?, creatinina®,
fosfatase alealing’, transaminases® e bilirrubinas®®
as técnicas foram as mesmas para todos os labora-
torios da rede. Fol empregada metodologia diferente
na determinacio da uricemia, sendo que o labora-
tario central utilizou a uricase’ e 0s demais o tra-
dicional método de Caraway®,
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Andlise estatistica:

Foi utilizado o programa Stathgraphics versao
1.0 ernt microcomputador Proldgica SP 16286, IBM
compativel, sendo caiculados a média, desvio pa-
dréo, Himites e coeficiente de correlacio.

Cuidados operacionais.

Quando da coleta de soros para o prepare dos
“pools’ deve-se levar em conta o alto risco a que
est4 sujeito o operador, uma vez que o virus da he-
patite infecciosa € normalmente encontrado nas po-
pulacdes hospitalares e na rede de satde pablica.
Bowers e colaboradores (2} recomendam extremo
cuidado com soros humanos pois mais da metade
dos soros encaminhados aos laboratdrios séo
HBsAg positivos.

Além disso, também ha o risco de contamina-
¢fo com amostras de sangue que apresentam posi-
tividade para o HIV (virus da imunodeficiéncia hu-

mana}, Sugere-se a utilizacdo de repipetadores au-
tomaticos, principalmente na hora de distribuir o
soro controle em frasquinhos € ap armazena-los no
congelador sempre manter visivel a targeta de
“CUIDADOS ESPECIAIS™.

RESULTADOS:

Os soros controles normal ¢ aierado foram usa-
dos comoe par@metros para controle da exatiddc e
precisdo. Quando mais de 20% dos resultados se
aproximam dos limitest 2 d.p. (desvio padrao),
configura-se a perda de exatiddo que geralmente,
€ provocada por erros sisteméticos, como por
exemplo, controles fora de especificacio, reagen-
tes mal preparados, variagdes de temperatura, ndo
ohservincia dos periodos de incubaco dos méto-
dos, leitura em comprimentos de onda fora dos re-
comendados, etc. A perda da precisdo aconiece
guando a maioria dos pontos estio préximos dos

TABELA

Resultados obtidos (média & dp} nas reagfes estudadas, nos diferentes
laboratdrios do Instituto Adolfo Lutz

Cenfral Arapaiuba Bawrn Pres. Prudente Sto, André Campinss Martiia Taubaté
Glicose BL12 BOT£IR 0 9085265 80 03 * - — —
Normal Aba—100 Spectronic Micronal Micronal Celm E216D
{mg/dL} hexoguinase  ghic. oxid. glic. oxid. ghic. oxid, aic. oxid.
(Glicose 132645 28326102 G+ L MI¢ 354 - 350¢ -
Akterada Aba-100 Spectronic Micronal Micronal Celm EZ18D Celm E210D
{mg/dLy hezogquinase  ghic. od, glic, oxid, alic. oxid, aliv, oxid, ghc, oxid
Trigcerides 444,04 211,59 428612277 44361167 421 ¢ 53 # - £36¢ -
Alterado Aba—100 Spectronic Mieronal Micronal Celm E216D Celm B2HD
{mg/dL) cinético cnzimatico enzimatico  pap cnzimético czimatico
Ui WAlE2M  BM£6T6  9TIEI §T* B4+ - - -
Alterado Aba—100 Spectronic Micronal Specironic Celm E2HD
{mg/dL} urease uregse DAmouoxima  wrease urease
Billr total 9152056 3504830 - - - — - -
Alterado Aba—100 Specironic
{mg/dL} Malloy Ev Malioy Ev
Bilir direta 101617 0,104 — — — — — —
Normal Aba~—100 Speclionic
{mg/dL} Malloy Ev Mailoy Ev
Addodrico M0 BT - - — 15,980,860 - 13,99+1,19
Alterado Aba~-100 Spectrenic Specironic Micronal
{mg/dL} wricase Caraway Caraway Caraway
Creatinina 26602811 2692013 - - - 234620 — 210031
Alferado Specronic Spectropic Spectronic Spectronic
(mg/dL} Folin Folin Folin Tolin
Fosf. alcalina 228,63 4:16,28 — — - - 404,2427,06 - 41,86:8,50
Alterade Aba~140 Specteonic Spectronic
LITER) Abbott Reateclin Reatockin
TGP - ~ 800 750 - . TR -
Alterado Micronal Spectronic Celm E2{6D
U enzimdtico  cinético cinéfico
TGO 245% i52¢ - - Lz -
Alterado - - Micronal Speetronic - - Calm E2HD
) enzimdtico  ¢indtio cinético

* Médias enviadas ao Ishoratério central, ndo fol possivel 2 comparagiy estatistica,
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TABELA II

Tesr t-Student e coeficiente de correlacdo oblidos nas determinacdes efetuadas nos laboraiorios do TAL.

coeficiente de corelacfo

Campinas Campings Aragataba Bauru Baurg Aracatuba Pres. Pmd.  Aracatuba

¥ i ¥§ ¥y vy Vs vE ¥s

Aragatuba Central Ceniral Asacatuba Campings Baury Taubaté
Glicose SCN — s 0,986 0,9946 0,9857 - — -
Glicose 8CA — - 0,9857% 01,9638 {1,9656% - - e
Triglic SCA — e 01,9383+ 0,9753 0,9436 e o e
Uréia SCA - e 6,9274% 0,5813* 0,9223% - - -
FOSF ALC SCA - 0,9112% - e o - o o
Ac frico SCA 0,9336 0,9346 0,9916 - e {:,9341 - 6,711
Creatin SCA 0,7136* 0,7310% 0,9318 - - - €,9341 -
BIL TOT 5CA — - 0,6734* - - o - o
BIL DIR SCN — - 0,7643* - - - - —
TGO SCA - - - — - - 0,4567 o
TGP 8CA — — - — - - {,3674% o

* = Andlise estatistica significativa (Test 1-Student, p < (,05)

TABELA III

Estudo da Exatidio e precisdo, Limites aceitdveis de Erro.

Centzal Arseatubs Bauru {ampinas Taubatt Pres. Prudente Sto. André  Mardlia
(licose L9581 94-86 96-88 B - - - -
Normal n 4 14 14 - - - - -
F @ ¢ 0
Glicose L 343343 306-260 396-364
Alterada n 1§ 13 15 — — — — —
I 1 i
Trighcerides L 466411 484-372 476-410
Alterado u 2 il 21 — — - - -
i 2 2z
Uréia L o288 938-7 103-94
Alterada n 4 24 4 — - — —_ -
F 3 1t 2
Billr. total L 168 4,2.2.9
Alterada g 13 13 - — — - - -
F i 0
Bitir. direta [ 0,1-0,i
Normal 1 12 12 - — — - — _
Fol i
Addodricc L 2,717 3,717 2228 16,311
Alterade 1 34 0 — 10 1 - -
Fé 0 0 i
Creatining L3824 2,924 -
)3 1,9-2,5
Alterada n @ 1 — 10 0 — e -
F oo 4 i 6
Fosf, alcadina L 201-197 458
50 3528
Alterada n 22 - - 10 i e - .
Foi g i

L = Limite geeltdvel fmédia + 2dp a média - 2dp)
1 = Nimero de amostras
F = Nimero de resultados fora do Hmite aceitdvat
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Hmites +2 d.p. e poucos ao redor da média, Isto
se deve a pipetagem inexata das amostras ¢ padedes,
agitacfio impropria dos tubos, material sujo, fa-
thas na calibragio dos aparelhos {analisadores au-
tométicos), ete. Bowers e colaboradores {2) suge-
rem gue se depois de revistos todos os ftens do mé-
todo, o probiema persistir, o operador ¢/ou 0 mé-
todo devem ser {rocados.

Na tabela | sfio apresentados os resultados obti-
dos nos diferentes laboratérios (média = d.p.},
através dos varios métodos e aparelhos utilizados,
Os resuliados com * representam as médias envia-
das ac laboratdrio ceniral ¢ nde foi possivel caleu-
lar o desvio padréo. Observa-se que os métodos en-
zimaticos sio os que apresentam resultados dispa-
TEs. :

Na tabela I encontram-se a comparagio dos mé-
tedos intralaboratoriais, o coeficiente de correla-
¢lo e o resultado do teste “t*’ que permitiu esta-
belecer a significAncia on ndo da comparagéo dos
‘resultados, Foi escolhido o nivel de significancia
de 5% (p<0,05).

Na tabela {11 encontra-se os limites aceitdveis de
erro estabelecidos pelo uso da média =2 d.p. ¢ cri-
téric de Chevenet {5} o que nos permite analisar
os métodos e estudar as tendéncias,

DISCUSSAO E CONCLUSOES:

Os sistemas de controle estudados serviram co-
mo Instrumentos de comparacdo entre os resuita-
dos obtidos nos diferentes laboratorios {precisio
¢ exatiddo).

A precisdo foi estudada analisando-se os resul-
tados didrios enviados pelos analistas, sendo que
a analise estatistica fol feita por uma sé pessoa, O
soro controle fol processado como os desconheci-
dos {soro de paciente) para evitar vicios nos resul-
tados.

Para os soros controles seguiu-se 8 mesma tée-
nica na preparagio evitando-se coletar soros lipé-
micos, ictéricos e/ou hemolisados que interferem
na determinacio de varios componentes bioguimi-
cos. O acerto do pH para 7,2 torna-se necesssrio
pela acidificacfio da amostra em funcdo da perda

“de CO; durante o congelamenio.

Bowers e ¢ols.(2) relacionam uma lista de inter-
ferentes nas diversas reagSes bioguimicas, ¢ entre
eles podermos citar: o efeito de outras substincias
redutoras no sangue e na urina diferentes da gli-
cose na determinacic desse componente pelos mé-
todos de reducfo do cobre; também os efeitos fi-
sicos devem ser levados em conta tais como, a vis-
cosidade e a tensfio superficial da amostra; a he-
modiluicio em sangue de diabéticos descompen-
sados; a liofilizagdio pode produzir aiteragdes na
composiciio do material, podendo se verificar a di-
minuicio da estabilidade das Hpoproteinas, Os s0-
ros controles para bilirrubinas apresentam dois in-
covenientes, a alteragfo pela luz (fotossensibilida-
de) ¢ pela presenca das protefnas séricas que po-
dem alterar os resultados.

Os métodos quimicos de doseamento mostraram
pouca variacio entre os resultados dos diferentes
laboratérios da rede, ainda que 0s reativos sejam
diferentemente preparados ou adquiridos de fon-
te externa. A determinagfic do acido frico foi a
ais exata € precisa mesmoe guando comparados
os métodos enzimético {7) e ¢ tradicional Caraway
{6). O estudo da precisfo indica que em trés labo-
ratdrios analisados (Central, Campinas ¢ Araca-
tuba) tivemos os mesmos limites (21,8 -17,8). Isto
sugere que ndo existe método especial, mas gue o
conhecimento do método ¢ dos equipamentos uti-
lizados pode ser de grande ajuda no laboratdrio,
para evitar erros sistematicos e reagentes fora de
controle.

Entre os diferentes métodos estudados, os que
apresentaram variagSes mais significativas dos re-
sultados foram os enziméaticos (fosfatase e transa-
minase} e/ou aqueles gue sofrem alteragdes pelo
proprio preparo dos controles {bilirrubinas). Os do-
seamentos das transaminases (GPT e GOT), bilir-
rubinas e fosfatase alcalina foram os que apresen-
taram as maiores instabilidades, {anto na determi-
naclo da precisio como da exatidio.

Conclui-se assim, gue hé necessidade de um tra-
tamento especial para 0s soros controles gue séo
utilizados para todas as reacSes, Um estudo incluin-
do o uso de aditivos especiais come por exemplo
a glicerina sera objetivo de préximas publicacBes,
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ABSTRACT: This paper describes the preparation of the serum normal poo! and alterat-
ed pool made from this base by volumetric additions of analvie., The concentration of each
constituent in each pool is established from measurement in the severs!l clinical laboratories.
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This substance has been used like control system to study precision and accuracy and alerts
one to the existence of problems. Moreover, such a system can provide the analyst with a valu-
able deciston-making tool to help guide him in considering new methodology of instrumenta-

fion,

DESCRIPTORS: Clinical Biochemistry, Serum Control, Quality Control, Precision and

Accuracy.
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RESUMO: Foram realizadas determinacdes de nitritos, nitratos ¢ sorbatos em 112 amos-

tras de queijos curados adquiridos nos supermercados da cidade de So Paulo, corresponden-
do as diferentres formas: ralados, fatiados ¢ em pedagos. Das 112 amostras analisadas, 81
{72,32%) nflo apresentaram nitritos e nitratos. Oito {7,14%) apresentaram presenca de nitraio
das quais uma estava acima do limite permitido pela legislacio brasileira e nas demals 23 amos-
fras, os niveis de nitritos ¢ nitratos estavam abaixo do limite de detecgfio do método que & de
10 mg/kg (ppm). Em relagic aos sorbatos, do total das amosiras analisadas, 60 cram de gucijo
ralado e destas, 46 (76,66%) apresentaram niveis de sorbatos acima do limite permitido pela

iegisiacdo brasileira.

DESCRITORES: rnitritos, nitratos ¢ sorbatos em queijos curados, determinago; queijos
curados, determinac8o de niiritos, nitratos e sorbatos.

INTRODUCAQO

Nitratos e nitritos sdo compostos que podem estar
presentes na agua, solo e nos vegetais; sdo também
usados na forma de seus sais de sodio ou potdssio
como conservadores em alimentos processados pa-
ra impedir a proliferacfio de microorganismos® 317,

O nitrato ou nitrito de sédio ou potdssio sdo uti-
lizados na indudstria de queijo de massa-cozida e
semi-cozida para evitar o tufamento tardio que
ocorre quando os gueijos se enconiram na cdmara
de maturacdo. O tufamento ¢ na grande maioria
causado por bactérias do género. Clostridium tais
como: tyrobutyricum butyricum, sporogenes gue
na massa do gueijo produzem géds carbfnico e
hidrogénio®192%2

Um dos efeitos tdxicos do nitrato e nitrito que
tern merecido atencfio € a indugdo & metahemoglo-
binemia causada pels oxidacio pelo nitrito da he-

moglobina a metahemoglobina gue ndo pode rea-
lizar a funcéc do transporte de oxigénio. A meta-
hemogiobina corresponde a hemoglobina com o
ferroe no estado férrico %2, Esta doenca ¢ carac-
terizada pela dificuldade da formagfio de oxi-
hemogiobina levando a hipdxia ¢ ganha particular
importéncia em criancas de pouca idade® 5 %8,

Qutro efeito toxico € a possibiiidade da forma-
¢&0 de compostos Nenitrosos, originados guando
O nitrito reage com aminas, Foi constatada a inci-
déncia de cincer em animais de laboratéric apds
a exposicio a compostos N-nitrosos sugerindo as-
sim a possibilidade de ocorréncia deste mal em
humanaos 6 18 22, 26,27,

A Organizacio Mundial da Saude (OMS) fixa
a ingestdo didria aceitdvel (IDA), do nitrato em 3,70
mg/kg de peso corpdreo 2.

A legislacfo brasileira de aditives intencionais
permite a adiclio de nitratos e nitritos de sédio ou

* Realizado nas Se¢Bes de Laticinios ¢ Aditives do Institute Adolfo Lutz, SP

** Do Instituto Adoifo Lutz
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de potdssio, associados ou ndo, em queijos, com
excegdo dos queijos frescais, na proporgdo de
0,005g/100g, no produto a ser consumide, expresso
em fon nitrito®,

O cido sérbico é empregado como conservador
de alimentos principalmente na forma de seus sais
de potdssio, sddio ou cdlcio, devido & maior solu-
bilidade deste Gitimo em dgaal®?®®. Sio eficien-
tes no controle de mofoes, leveduras e algumas bac-
térias, como agente antimicrobiano em grande va-
riedade de alimentos, dentre eles o5 queijos. Por
serem as bactérias laticas resistentes aos sorbatos,
SEU SMPrego como agente antimicrobiano ndo é li-
mitado em produtos onde a fermentacéo ldtica é
importante”% 1319,

Estudos mosiraram sua acdo inibidora sobre o
crescimento de Salmonella typhimurium, Staphy-
lococcus quireus, Pseudomongs sp, Listeria mo-
nocytogenes, FEscherichia coli, Vibrio parahaemoly-
ticus, Bacillus-sp, Clostridium perfringens e Clos-
tridivm botulinum, contra este Gltimo combinado
ou 1o com nitrito” ¥,

Contudo, fatores do meio tais como pH, ativi-
dade de dgua, umidade, temperatura, atmosfera,
carga microbiana presente, certos componentes do
alimento ¢ outros aditivos podem influenciar na ati-
vidade antimicrobiana do sorbato. Em acio con-
junta com o conservador, estes fatores myuifas ve-
zes agem ampliando a agBo antimicrobiana do
mesmo™ 1%, Todos estes fatores devem ser con-
siderados guando do uso do dcido sorbico como
agente antimicrobiano. Uma populaglo inicial mui-
to alta de mofos e algumas bactérias sBo capazes
de degradar ¢ dcido sérbico que perde com 1550 sua
ac8o antimicrobiana. A seleciio prévia de putros
ingredientes, das condigfes de embalagem e esto-
cagem otimizam 0 uso do sorbaio e garantem a se-
guranca do alimento'%.

O dcido sorbico ¢ wma substéncia ndo toxica, me-
tabolizada pelo organismo humano de maneira se-
melhante aos dcidos graxos que ocorrem natural-
mente nos alimentos. Sua meia vida no corpo hu-
mano € de 40 - 110 minutos, dependendo da dosa-
gem e, sob condicdes normais, € completamente
oxidado a gds carbénico e dgua™®®. Nos Estados
Unidos, o sorbato € considerado uma substéncia
GRAS. (Generally Recognised As Safef e seu uso
¢ permitido para gualquer produto em gue 0s con-
servadores podem ser adicionados'?, Entretanto,
recentes pesguisas tem indicado uma possivel acgo
potencial genotdxica do dcido sdrbico e seus sals,
em animais de laboratério com resultados
muiagénicos?

Sua acdo antimicrobiana estd baseada na inibi-
¢fo de vérios sistemas enzimaticos ¢ de suas rea-
¢bies, inibindo com isso o metabolismo e o cresci-
mento de certos microorganismos. Contudo, um
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mecanismo unico gue seja responsavel pela agio
antimicrobiana do sorbato ndo foi ainda relatado
¢ estes mecanismos diferem para bactérias, leve-
duras ¢ mofos™.

Segundo a legislacfo brasileira a presenca do éci-
do sorbico e seus sais de sddio, potdssio e calcio
sip permitidos no limite de 6,10g/100g na crosta
dos queijos, bem como 0,20g/100g em queijos ra-
lados ¢ 0,108/100g em queijos fatindos pré-
embalados e em queijos pasteurizados e fatiados®.

Neste trabalho foram determinados os teores de
nitritos, nitratos e sorbatos em queijos curados com
a finalidade de se obter informagtes atualizadas
sobre o uso desses aditivos e verificar o cumpri-
mento da legislacBo vigente no pais.

MATERIAL E METODO

Foram analisadas 112 amostras de queijos cu-
rados, de 38 marcas e 12 tipos diferentes comer-
cializados na cidade de S&o Paulo no periodo de
marge de 1988 a marco de 1990. A escolha do
gstabelecimento onde foram adguiridas as amos-
tras foi feita ao acaso. No laboratério, as amos-
tras foram numeradas e guando ndo analisadas
no dia de sua aquisico foram guardadas em ge-
iadeira.

A amostragem, quando do queijo em pedago,
foi feita retirando-se de diferentes partes do guei-
jo, uma porclo sem a crosta que, em seguida, foi
ralada em ralador doméstico.

Os nitratos foram quantificados espectrofotorme-
tricamente apds redugio a npitritos em coluna de
cadmio, segundo as Normas Analiticas do Institu-
to Adolfo Lutz!® ap6s uma prévia desproteiniza-
¢Bo, segundo o método citado por HAMILTON!
onde se utiliza o sulfato de.zinco como precipitan-
te em meio bésico. Os nitritos foram quantifica-
dos espectrofotometricamente, através da reagio
com alfa-naftol®

A analise de sorbatos fol realizada também se-
gundo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz', através de determinacio espectrofotomé-
irica apods destilacdo com arraste de vapor de
agua.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Das 112 amostras analisadas, 81 (72,32%) nio
apresentaram nitrito e nitrato; 8 (7,14%) apresen-
taram presenca de nitratos, das quais uma estava
acima do limite permitido pela legisiacio brasilei-
ra (FIGURA 1) ¢ nas demais 23 amostras, os ni-
veis de nitrito ¢ nitrato estavam abaixo do limite
de detecgio do método, que é de 10 mg/kg (ppm).
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Esses baixos niveis encontrados podem ser ex-
plicados devido & alta solubilidade na dgua por par-
te destes conservadores, sendo assim eliminados em
sua grande parte no soro do leite, Somente uma
pequena parte fica adsorvida na superficie da mi-
cela da caseina coagulada !

Resuitado semeihante ndo foi encontrado quanto
a0s teores de sorbatos nas amostras analisadas.

Do total de 112 amostras analisadas, 60 eram de
queijo ralado e dessas, 40 (76,66%) apresentaram
niveis de sorbato acima do limite permitido pela
legislagdo brasileira (FIGURA 2).

Nio foi detectada a presenca de sorbatos nas
amostras de queijo em pedago possivelmente de-
vido a retirada de crosta dos mesmos durante a pre-
paracdc da amostragem.

CONCLUSAO

Os baixos niveis de nitritos e nitratos encontra-
dos nos queijos curados, indicam que produfores
fazem uso desses conservadores, porém, cumprem
os limites previstos pela legislacdo brasileira,

Quanto aos altos niveis de sorbatos encontrados,
embora seja um aditive GRAS, ndo podem ser to-
lerados. Os limites previstos pela legislacdo vigen-
te s&o suficientes para a conservacdo do queijo, s¢
esses forem produzidos em condigOes sanitarias
adequadas e com matéria prima de boa qualidade.

Os limites desses aditivos adotados pela legisia-
¢&0 brasileira sdo os recomendados pelo CCFA
(Committee Codex Food Additives).
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FIGURA 1. Valores médios de sorbatos em gueijos ralados de 17 marcas
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SILVEIRA, N. V. V; YABIKY, H. Y.: DUARTE, M.: TAKAHASHI, M. Y, & CHICOUREL,
E. L. — Nitrite, nitrate and sorbate levels in cured cheese sold in Sdc Paulo city. Rev.

Inst. A. Lutz, 51 (1/2): 37-40, 1991,

ABSTRACT: 112 samples of cured cheese such as crumbled, sticed and pieces sold in markets
of the city of S0 Paule, were analysed for their nitrite, nifrate and sorbate contents. From
these samples analysed, 81 {72,32%) showed neither nitrate nor nitrite content. Eight samples
{7,14%) showed a level of nitrate and one of them was above of the tolerated and the levels
of nitrite and nitrate of the other 23 samples were below than 10 mg/kg (sensitivity Hmit of
the analvtical method employed). From the total of cheese analysed, 60 were crumbled and
46 (76,66%} of them showed content of sorbate above the tolerated level,

DESCRIPTORS: nitriie, nitrate and sorbate in cured cheese, determination; cured cheese,

determination of nitrite, nitrate and sorbatc.
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RESUMO: A Secdo de Hematologia da Divisdo de Paiologia do Instituto Adolfe Lutz,
Laboratorio Ceniral, utiliza na calibracio de seus equipamentos hematoldgicos semi-
automatizados padrdes comerciais nacionais e internacionais, padrdes preparados pela propria
secdo, € uma amosira de sangue humano triada da roting didria, nsada como padrio secunda-
rio. A &nfase do presente trabalho ¢ voltada para a utilizacio dessa amostra como téenica de
controle de gualidade em hematologia, mais especificamente para o controle didrio da repro-
dutibilidade de equipamentos semi-automatizados. Esta técnica de amostra controle € aplicada
em nossa secio desde 1987, e 0s resultados obtidos s40 apresentados em fungdo dos coeficien-
tes de variag&o encontrados para cada uma das determinacOes estudadas, ¢ estas relacionadas
3 técnica manual correspondente através de regressio linear,

DESCRITORES: Controle de qualidade, hematologia, amostra conirole, equipamentos

antomdticos.

INTRODUCAO

Os Iaboratorios de Satdde Publica incluem no
conjunio de suas funcdes o monitoramenio das
condi¢des patoldgicas que afetam uma detemina-
da popula¢io alvo. Esta caracteristica de acompa-
nhamento exige que valores obtidos através de pro-
cedimentos analiticos diferentes sejam compardveis
a qualquer momento, sendo portanto fundamen-
tal a utilizagdo de técnicas de controle de qualida-
de para garantir a reprodutibilidade dos processos
{aboratoriais.

A andlise hematologica vern adquirindo um per-
fil cada vez mais objetivo, valendo-se de métedos
mais quantitativos do que qualitativos, sem enire-
tanto desprezar os conhecimentos morfoldgicos tra-
dicionais, importantissimos no diagndstico hema-
tolégico. Dentre cstes avancos estd a contagem de
células sanguineas através de equipamentos eletrd-
nicos, alguns realizando inclusive contagens dife-
éengi%is de Leucdceitos por métodos automatiza-

os® i

Os contadores celulares, automatizados ou semi-

* Realizado na Segdo de Hematologia da Divisio de Patclogia do Institvto Adolfo Lutz, Laboratdrio Central
¢ na Disciplina de Informatica Médica do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universida-

de de SHo Pauloe, Sdo Paule, SP.
** Do Instituto Adolfe Lutz.

*** a Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.
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antomatizados, tém uma grande capacidade de pro-
ducio associada a uma reprodutibilidade muito
boa. Porém ha que s¢ considerar a necessidade de
um rigoreso controle dos procedimentos que cul-
minam com a obtengdo de resullados numéricos.

Diante da possibilidade nfo desprezivel de fa-
lhas no processo analitico, impde-se um controle
eficiente do processo que aponte 0s erTos que por-
ventura acontecan.

Para tanto existem técnicas de controle de gua-
lidade aplicdveis as contagens celulares automati.
zadas: padriio de microparticulas de ldtex, padrio
de sangue de aves, padrio de sangue humano ou
de outro mamifero™? ¢ amositra conirole.

Os padrbes comerciais t8m um custo operacio-
nal relativamente alto guando comparados & amos-
tra controle, ficando assim reservados & calibra-
¢io fregiiente dos equipamentos.

J& a amostra controle € usada nos procedimen-
tos ao longo da rotina e como padrio secundério
na calibraco didria dos aparelhos eletrénicos, em
comparacio com contagens celulares em cmara
de Neubauer e dosagens de hemoglobina em espec-
trofotdmetro calibrado'®,

Autores como BRITTONY, DAVIDSOHEN &
NELSONE, MIALE E PLATTY, descrevem em
detalhes os principais erros observados nas conta-
gens celulares em cAmara de Neubauer, ¢ apresen-
tam alternativas gue minimizam esses erros.

As dosagens de hemoglobina pelo método ma-
nual colorimétrico de referéncia *'? apresentam
facilidades técnicas de execugdo ¢ boa reproduti-
bilidade.

O objetive deste trabalho ¢ analisar o desempe-
nho da técnica de amostra controle em laboratd-
rio de hematologia, tendo em vista uma proposta
de controle de qualidade factivel para nossa reali-
dade.

MATERIAIS E METODOS

1. Amostra de sangue humano triada da rotina
didria (5,0 mi de volune colhido em tubo a vdcuo,
com EDTA), com valores hematimétricos dentro
cda faixa de normalidade para adultos sadios, de-
nominada amostra controle.

2. Determinacio do valor do micrehematocrito
da amosira controle em tubo capilar, através de
microcentrifuga'®.

3. Confeccfio de duas extensdes de sangue da
amostra controle em lAminas de vidro, coradas

* SYSMEX Microcelecounter, modelo CC 110
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com corante pandptico (Leishman)!®,

4. Contagem em duplicata de eritrécitos e leu-
¢cocitos da amostra controle, em Cimara de Neu-
bauer modificadal. Cdleulo da média aritmética,

5. Dosagem em friplicata da hemoglobina da
amosira controle pelo método da cianometahemo-
globina®? em espectrofoldmetro calibradol®,
Célculo da média arttmética.

6. As médias aritméticas dos valores manuais fo-
ram consideradas como ‘‘valores reais’” (padrio
secunddrio).

7. Contagens de eritrocitos, leucdeitos e dosa-
ger de hemoglobina da amostra controle, através
de contador celular e hemoglobindmetro semi-au-
tomatizados®, em 11 replicatas. Célenlo das mé-
dias aritméticas (X}, desvios padrio (8D}, e coefi-
cientes de Variagdo (CV), desses valores repli-
cados’.

Valores replicados muito distantes da media arit-
mética ou além dos limites aceitéaveis de erro, de-
vem ser desprezados para novo cdleulo da média
aritmiética, desvio padrio e coeficiente de varia-
géol,i,ls_

RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostra controle € um recurso de aplicagdo
simples no controle de qualidade em laboratério
de hematologia, quer para avaliagfo de contagens
de celulas sanguineas, quer para a dosagem de he-
moglobina. Reitine as vantagens de custo operacio-
nal baixo e de ser o proprio objeio de andlise.

Um bom critério para se verificar a precisdo de
eguipamentos automéaticos e semi-automaticos ao
longo do tempo ¢ o cocficiente de variaggo calcu-
lado a partir de 11 replicatas da amostra controle
para as contagens de eritrocitos, leucdeitos, e do-
sagens de hemoglobina. Em 30.063 determinacdes
realizadas por nds num perfodo de 3 anos, admiti-
mos como coeficiente de variagio mdximo para es-
sas andlises o valor de 5%, sendc que € possivel
estabelecer uma meta mais exigente & medida que
se domine as técnicas de controle de qualidade e
que s¢ aprimora a reprodutibifidade dos equipa-
mentos.

Podemos observar que as amostras controle
guando estudadas em aparetho calibrado diaria-
mente, apresentaram Coeficientes de Variagdo me-
nores que 5% em qualquer anélise realizada, co-
mo mostram as Figuras I, 2 ¢ 3.

Tais dados demonstram um desempenho eficien-
te do aparelho e estabelecem para o Controle de
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FIGURA 1
Representacio gréfica dos Coeficientes de Variagio das
dosagens de Hemoglobina realizadas em aparelbo semi-
automatizado, no perfodo de 3 anos,
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FIGURA 3
Representacio grafica dos Coeficientes de Variacio das
contagens de Leucocitos realizadas em aparetho semi-
autometizado, no periodo de 3 anos.
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FIGURA 3
Grafico de Regressdo linear das contagens de erirdciios

obtidas em aparetho semi-automatizado e Cémara de
Meubauer modificada, no perfodo de 3 anos. r = 0,028183
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FIGURA 2
Representacdo grifica dos Coeficientes de Variacdo das
contagens de Britrdcitos realizadas em aparetho semi-
automatizado, no periodo de 3 anos.
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FIGURA 4
Grafico de Regressio linear das contagens de leucdcios
obtidas em aparelho semi-avtomatizade ¢ Cimara de
Neubauer modificada, no perfodo de 3 anos. r = 0,966637
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FIGURA &
Grafico de Regressfio linear das desagens de Hemoglo-
bina obtidas em aparelho semi-antomatizado ¢ pelo mé-
todo manual da Clanometahemnoglobina, no perfodo de
3 anos. r = §,96579
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Qualidade valores limitrofes, que quando supera-
dos indicam a presenca de erros gue devem ser cor-
rigidos imediatamente.

Os graficos de Regressdo Linear das contagens
de leucocitos, eritrocitos e dosagens de hemogio-
bina dos métodos manuais ¢ automatizados apre-
sentaram Coeficientes de Regressdo® proximos a
1, demonstrando a boa correlacio entre estes mé-
todos, ilustrada nas Figuras 4, 5 ¢ 6.

O valor do microhematdcrito € utilizado como
controle empirico das contagens de eritrocitos e do-
sagens. de hemoglobina manual e por aparetho'’

Os esfregacos de sangue da amostra controle,
quando examinados em microscopic Optico co-
mum, orientam guanto ao tamanho das hemécias,
detectam a presenca eventualmente excessiva de
grandes plaguetas que podem lalsear o valor glo-

bal de leucdcitos, e informam o niimero aproxima-

do de leucéeitos/mm* .

Valores replicados obtidos por contagens aufo-
matizadas, gue eventualmente se distanciem dema-
siadamente da média aritmética ou figuem fora dos
limites aceitévels de erro (X £ 2.5D), podendo ele-
var consideravelmente o valor do coeficiente de va-
rlaclo, devem ser desprezados, Com a retirada des-
ses valores deslocados ao acaso, recalculamos os
novos valores da média aritmética, do desvio pa-
drio ¢ do coeficiente de variacio®™®,

Sepundo EBNER®*, deve-se desprezar no méxi-
mo 1 valor em 11, pois valores deslocados ao aca-
s0 ndo devem ultrapassar de 10% do total de re-
plicatas. O aparecimento de mais de um valor des-
focado implica na necessidade de medidas correti-
vas especificas.

Sugerimos que as médias aritméticas dos valo-
res replicados da amostra controle, obtidos no apa-
relho, ndo variem mais do que 3% dos “valores
reais’” dos leucacitos e erifrdcitos, e ndo mais do
que 1% do “*valor real’” da hemoglobina, obtidos
pelos métodos manuais, VariagSes acima dessas
porcentagens ndo devem ser aceitas. E preciso de-
terminar novamente os valores manuais e automa-
tizados para efeito de nova calibracio do apare-
Tho.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos com este traba-
tho, é possivel estabelecer uma proposta de con-
trole de qualidade interno em laboratorio de he-
matologia, para contagem de células e dosagem de
hemoglobina em equipamentos automatizados, nos
seguintes termos:

1, Triar da rotina dijria uma amostra controle
(padrio sccundario).

2. Com esta amostra, confeccionar dois esfre-
gacos de sangue e cord-los com corante pandpti-
co. ’

3. Peterminar manualmente com esta amostra:

- 0 hematdcrito;

~— o ndmero de eritrécitos e leucocitos em du-
plicata;

— o valor da hemoglobina em {riplicata.

Calcular as médias aritméticas e considerd-las co-
mo ‘“valores reais’’.

4. Determinar no aparetho, através de 11 repli-
catas desta amostra, os valores de eritrocitos, leu-
¢oeitos ¢ hemogiobina, Calcular a média aritméti-
¢a, o desvio padrio e o coeficiente de variagdo.

Considerar ¢ aparelho reprodutive quando os
coeficientes de variacio das dosagens de hemoglo-
bina, contagens de eritrdcitos e leucdcitos nfo utra-
passarem o limite de 5%,

5. Com o aparelho calibrado, iniciar a rotina e
a cada 20 amostras de pacientes, introduzir a amos-
tra controle para detectar eventual perda da cali-
bragio do equipamento.

6. Verificar a exatiddo dos aparelhos com o uso
diaric de padrdes primdrios.
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ABSTRACT: The automatic equipment for cell counting and hemoglobin dosage hag its
calibration made by the staff of the Hematology Section of the Pathology Division in the Adol-
fo Lutz Institute (Sdo Paulo, Brazil) using international and national standards, standards
prepaired in the section and a secundary standard (a sample from the rovting}. This paper presents
our ¢xperience with this sample as 2 quoality control technique in hematology, speciafly for the
daily monitoring of the automatic equipment reproducibility. The controf sample techinigue
has been applied in our section since 1987, and the results are discussed through the variation
coefficient found for each analysis studied. A regression is made between the manual and the

aulomatic technigue.

DESCRIPTCRS: guality control, hematology, control sample, automatic equipment.
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RESUMO: Foram descritas as folhas das seguintes espécies da familia Compositae: Buc-
charis frimerae DC (carqueja), Stevia rebaudiane Bert. (stevia), Tagetes of parula 1. (cravo de
defunto) e Vernonia polventhes Less (assa-peixe). Observou-se que estas espécies seguem o padrdo
geral da familia a gue pertencem. Detalhes de tricomas glandulares, colénguima, fibras, células
péireas, papilas e gldndulas secreioras foram fundamentais para a diagnose.

DESCRITORES: Buccharis trimera DC, carqueia, Stevig rebaudiana Beri,, stewa Tugetes
cf patuta L., cravo de defunto, Vernonig polvanthes 1.ess, assawpeixe.

INTRODUCAO

Muitas compostas tém sido empregadas
medicinalmente de tempos em tempos. Entre aque-
las que se tornaram de uso continuoe ¢ tradicional
destacamos as seguintes espécies: Mairicaria
chamomile Linn. (camomila vulgaris), Anthemis
nobilis L., (camomila romana), Armica montana L.
(arnica), Caléndula officinalis L. (caléndula), Ar-
temisia cing Berg (artemisia), Baccharis trimera DC
{carqueja), Stevia rebaudiana Bert. (stevia), Tageles
of patula {cravo de defunto), Vernonia polvanthes
Less {assa-peixe).

MNeste frabalho s8o descritas as quatre ultimas
espécies, por serem sul-americanas e pouco gstuda-
das. Vernonig pelyanthes Less (assa-peixe) ¢ uma
das varias espécies do género Yernonie conhecidas
como assa-peixe, e consideradas medicinais®. O
género Vernonia tem sido estudado em sua com-
posico guimica com visias 20 Seu €Mmprege como
anti-oxidante!’ e como droga anti-helmintica®'®.
Tagetes cf patula (cravo de defunto) é planta anu-
al, herbdcea, ornamental (flores amarelas ¢
aveludadas), empregada pelas suas agbes anti-
tussigena, purgante, estimulante, sudoerifica ¢

aromatica. Floresce de outubro a fevereiro®, Vér-
ias espécies do género Tagetes sdo importantes pelo
seu teor de terpendides, flavondides, alcaldides,
poliacetilenos e dcidos graxost7¢ 10, Stevig rebau-
digna Bert. {stevia) € uma erva paraguaia aclima-
da no Brasil'®. Contém um glicosideo {es-
teviosideo) trezentas vezes mafs doce do que a
sacarose!, e uma substéncia anticoncepcional, em-
pregada com esse fim pelas populacées indigenas
daquela regifo’. Baccharis irimerg DDC, chamada
de carqueja amargosa, ¢ um sub-arbusto ereto,
ramoso ¢ glabro, de até 86 cm de altura, £ melifera,
ténica, estomdguica, anti-rewmadtica, anti-
helmintica, Gtil nas moléstias do figado e na dia-
bate. Ocorre em todo o Brasil®

MATERIAL E METODO

As espécies Tagefes of patula L. (cravo de defun-
to) e Baccharis trimera DC (carqueia) foram coleta-
das no bairro de Santo Amaro. A primeira foi iden-
tificada pela pesquisadora Inés Cordeiro do Instit-
uto de Botdnica, SAo Paulo, SP. A segunda foi
identificada por confrontacidc com padrles ex-
istentes em nosso laboratdrio, e dados encontrados

* Realizado na Segdo de Microscopia Alimentar, Institute Adelfo Lutz, Capital, SP.

** Do Institeto Adolfe Latz
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na literatura. Vernona polyvanthes Less {assa-peixe}
foi coletada na Cidade Universitdria, nas imedia-
¢Oes do estacionamento do Instituto de Biociéncias,
tendo sido identificada pela pesquisadora Licia
Rossi do Instituto de Botdnica, S&o Paulo, SP. Na
descricdo de Stevig rebawdiana Bert. foram em-
pregados padrdes existentes em nosso laboratdrio.

Foram empregados cortes a mio livre, solugBes
descorantes, corantes histolégicos, cAmara clara,
escala micrométrica e microscopio Optico.

RESULTADOS

Baccharis trimera DC {carqueja)

Vegetal bem estudado por SANTOS®, Baccharis
trimerg DXC &€ espécie rica em caracterisficas
seromorfas: {ibras, epiderme (cladddios) constitui-
da de ¢élulas de paredes retas e espessas, estbma-
tos com poro reforgado, tricomas tectores.

Baccharis irimera DC apresenia um tipo de tri-
coma tector e um tipo de tricoma glandular (Fig.
1). O ultimo € mais freqiiente do que o primeiro.

Seccionando-se transversalmente as alas dos
cladoddios, observamos que 0 mesmo apresenta es-
trutura foliar, com mesofilo homogéneo lacuno-
$0 e estdmatos ao nivel das demais células epidér-
micas.

Seccionando-se transversalmente ¢ ecixo dos
cladodios, observam-se os seguintes clementos
histolégicos: colénquima bem desenvolvido situa-
do logo abaixo da epiderme; feixes vasculares do
tipo colateral com wma “‘calota’’ de fibras escleren-
quimdticas perivasculares, eternamente ao fioema;
endoderme que percorre o eixo do cladodio exter-
na ou internamente as “‘calotas esclerenquimati-
cas’; xilema rico em fibras. A endoderme € notdvel
pelas dimensdes ¢ formatos irregulares que fom-
am suas células. As calotas de fibras esclerengui-
mdticas peri-vasculares tanto podem ter origem
floemadtica {floema primério amassado) ou pericicli-
ca. Somente estudos de ontogénese poderiam es-
clarecer essa questdo.

Stevia rebaudiana Bert.

As folhas de Srevig rebaudiana Bert. sdo obovais,
com margem denteada em torno do apice, e inteira
nas regides mediana ¢ basal, Tem cumprimento mé-
dio de quatro centimetros, nervuras bem salientes
na face dorsal {ou inferior) ¢ ligeiramente salientes
na face ventral {ou superior).

Ambas as epidermes sdo estomatiferas (estdma-
tos anomociticos). Ha um tricoma tector pharicelu-
lar de base alargada e apice afunilado. O trico-
ma glandular, visto de face, apresenta uma gran-
cle cabega de conteudo pardacenio (quando se ob-
serva material descorado). Observados em corte
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fransversal, apresentam-se pedunculados, de trés
a cinco céluias achatadas, inseridas em depressfes
das células epidérmicas.

As célujas das nervuras sdo alongadas tangen-
cialmente, apresentando cuticula estriada e paredes
pontoadas. Células pétreas de paredes grossas € on-
dulosas, formatos alongados, so observadas jun-
to aos vasos {Fig, 4). Essas células pétreas is vezes
assumem formatos bastante alongados, ¢ termina-
¢io em bisel, constituindo fibras. Coram-se
fracamente pela solugfio cloridrica de florogiuci-
na. SHo clementos histoldgicos que conferem sus-
tentagiio a folha ¢ protegdo ao feixe vascular.

O mescfilo ¢ dorsiventral, com duas camadas de
parénquima paligadico, ¢ duas ou trés camadas de
paréngquima lacunoso.

Tagetes cf parula L. {cravo de defunto)

Tagetes of patula L, apresenta folhas mitdas, al-
ternas ou oposias, margem fortemente denteada,
cerca de um centimetro e melo de comprimente.

As epidermes s#o indistintas, estomatiferas, com
estématos anomociticos. H4 um tricoma tector
pluricelular e um tricoma tector unicelular (Fig. 5).
O tricoma pluricelular € abundante, apresentando
células de formatos diferenciados, especialmente
o apice. O (ricoma unicclular € raro.

O mesofilo é dorsiventral. Ha drusas e glindu-
las secretoras.

Mo 4pice e nos bordos foliares encontram-se
papilas de aspecto original (Fig. 5).

Ao nivel de nervura central o feixe vascular € bi-
colateral, cercado de abundante colénquima (Fig.
5.

Vernonia polyanthes Less.

As folhas sdo lancecladas, cerca de quinze cen-
timetros de comprimento, nervuras duplamente
proeminentes, mais proeminentes na face inferior
{dorsal), que também se apresenta mais fortemente
pilosa em relagfo & face superior {ventral). Como
em Tugetes of pafula L., ha tricomas pluricelulares
homocelulares e heterocetulares (Fig. 6).

A epiderme inferior é constituida de células de
paredes delgadas, ondidosas, apresentando esidma-
tos anomociticos. A epiderme superior ¢ constituida
de células relativamente maiores, poligonais, de pa-
redes quase retas, sem estOmatos.

Vernonia polyanthes Less apresenta tricoma
glandular com cabega arredondada, grande,
unicelnlar, inserido diretamente em depressdes da
epiderme, sem pedincnlo. Ha grande quantidade
de drusas em loda a regifio parenquimatica. O
mesofilo € dorsiventral, com uma ou duas cama-
das de parénquima palicddico.
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A regifo da nervura central apresenta cinco ou
seis feixes vasculares, individualizados, recobertos
por duas ‘“‘calotas’ de fibras (Fig. 6). H4 colén-
quima discreto em ambas as faces.

Tubos de latex, refos e de grande calibre sdo en-
contrados no mesofilo (Fig. 6).

DISCUSSAO

MBETCALFE & CHALK? prevém certas carac-
teristicas histoldgicas gerais para determinados gé-
neros, gue tivemos opertunidade de confirmar nas
espécies que estudamos: — Presenca de pélos tec-
tores ¢ glandulares no género Baccharis, vem co-
mo auséncia de cristais neste género; — Ocorrén-
cia de cristais agrupados ¢ canais laticiferos em Ver-
nonia; — Presenca de cavidades secretoras em Ta-
getes.,

N encontramos referfncia bibliografica que
destacasse a ccorréncia de células pétreas fibrifor-
mes, muito caracteristicas, que observamos em Ste-
via rebaudiona Bert.

Nio encontramos também, nenhuim relato acerca
do abundante colénquima, ¢ das papilas atipicas
que encontramos em Tugetes ¢f patule L.

Fibras, ¢élulas pétreas, colénquima, paredes es-
pessas, eic, s2o adaptagdes antbmicas a condigdes
xéricas. A presenc¢a desses elementos histologicos
nas composias estudadas é uma evidéncia de gue

-tric. gland.

FIGURA i
Baccharis trimera DC — Epiderme do cladédior tric.
gland. = tricoma glanduiar; est. = estdmato; iric. tect.
= {ricoma tector.

sfo plantas bern adaptadas &s condicdes do ambien-
ie em que vegetam.

CONCLUSOES

As compostas estudadas revelaram os seguintes
elementos histolégicos caracteristicos de cada es-
pécie:

~ Baccharis trimera DC: tricoma glandalar de
cabeca unicelular e peddnculo pluricehular, trico-
ma tector unicelular com base pluricelular, epider-
me de¢ paredes retas ¢ espessas, fibras retas.

— Stevia rebaudiana Bert.: Tricoma tector plu-
ricelular de dimensdes medianas, tricoma glandu-
iar com grande cabeca unicelular e pedinculo in-
serido em depressdes, células pétreas e fibras ca-
racteristicas.

— Vernonia polyanthes Less: grandes tricomas
tectores pluricelulares (cerca de 1 mm de compri-
mento), drusas e tubos de ldiex.

- Tapgetes cf parula L.: Colénquima abundante,
papilas nas bordas foliares e glindulas secretoras.
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FIGURA 2
Baccharis trimere DC — Eixe de cladadio (e, transv.)
— Desenho csquemdtico: xil, = xilema; 1. = flocma;

f. = fibras.
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FIGURA 3
Baccharis trimera BC — Fragmento do eixo do clado-
dio (corte transv.): epid. = epiderme; col. = coléngui-
ma; end, = endoderme; f. = fibras; fl. = floema; f. xil.
= fibras xilemdticas; xil. = xilema; par. = parénguima.

R ciis, gt
Heot

FIGURA 4
Stevia rebaudiona Bert, — Folha, elementos histolégicos
foliares ¢ desenho esquemdtico da nervura central: ep.
inf. = epiderme inferior; nerv. = nervura; ep. sup. =
epiderme superior; tric. tect. = {ricoma tector; fric. gland.
= tricoma glandular; ¢él. pét. = células péireas; f. =
fibras.

FIGURA 5
— Tagetes of paiuwle — Folhas, clementos histoldgicos
foliares e desenho esguemdlice da nervura central: extr.
rec. fol. = extremidade de recorte foliar; gl. = glandula
secretora; eps. = epidermes; b. {. = borda foliar; tric.
tec. = tricoma tector.

FIGURA 6
Vernonia polyanthes L.ess — Folha, ¢lementos histold-
gicos foliares e desenho esquemdtico da nervura central:
{r. tec. = lricoma tector; ep. inf. = epiderme inferior;
t. Ix. = tubo de latex; tr. gl. = tricoma glandular: dr.

= drusas.
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ABSTRACT: It was described the leaf of the following species: Baccharis trimera DC (car-
queja), Stevia rebaudiana Bert. (stevia), Tagefes of patulo 1. {crave de defunto} & Vernonia
polvanthes Less {assa-peixe). It was observed that these species follows the general pattern of
the family. Details of glandular hairs, collenchyma, {ibres, stone cells, papillas and secretory

glands were fundamental to the diagnosis.

DESCRIPTORS: Baccharis trimera DC, carqueda, Stevia reboudiana Bert., Tagetes of patuia
L., cravo de defunto, Veronix polyanthes Less, assa-peixe.
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RESUMO: Foram analisadas 122 amostras de extrato, purd ¢ polpa de tomate, comercia-~
lizadas na regifio metropolitana de 380 Paulo, no periodo de fevercire de 1988 a fevereiro de
1950, para averiguar ¢ cumprimento da legisiacio com relagdo as caracteristices fisico-quimicas
e microscdpicas. Observou-se que 67,7% dos extratos & 100% dos purés de tomate, encontravam-
se de acordo com a legislagio vigente, guanto &s caracteristicas fisico-quimicas. Os resultados
da andlise microsedpica, guanto 4 contagem de filamentos micelianos, mostraram gue 48,4%
dos extratos e 46,7% dos purés de tomate estavam em desacordo com a legisiagfo, Se as polpas
de tomate forem engquadradas nos mesmos limites estabelecidos para o puré, 33,3% ¢ 60% das
amostras estariam em desacordo com & legislaclio, quanto &s caracteristicas microscopicas, com
relacio A contagem de filamentos micelanos pelo método de Howard e fisico-guimicas, respec-
tivamente. A identificacfio de elementos histoldgicos de vegetais dos produtos, revelou que tan-
o os purés come as polpas continham epicarpo (pele) e sementes de tomate, além da presenca

de material estranho como arela, nematdides, leveduras e esporos,

DESCRITORES: tomate, extrato, purd e polpa; andlise fisico-quimica; andlise microscd-

pica; legisiaggo,

INTRODUCAO

Dentre as hortalicas, o tomate € a de culiura mais
importants, ndo sé em termos de produgéo, como
também em valor scondmico, pois, é a mails
industrializada’,

O tomate pode, através de um processamento
adequado, dar origem a inlimeros produtos, alguns
deles, de elevado consumo no Brasi! como, ¢ su-
<0, purd, polpa concentirada, extrato, catchup, to-
mate despelado, diversos molhos culindrios e in-
clusive tomate em pé’.

Pela legislacdo brasileira de 1978, sdo engloba-
dos quanto &s caracterfsticas fisico-quimicas, nas
normas de extrato de fomate, todos os produtos
concentrados que tenham no minimo 9% (p/p) de

substincia seca, menos cloreto de sédio. Todavia,
essa mesma legislaciio reserva o termo puré para
o concentrado gue tem entre 9 ¢ 17,9%. Aos que
tém 18% ou mais € atribuido o nome extrato®*.
No entanto, nenhum parfimetro ¢ estabelecido pa-
ra a polpa de tomate. Quanto as caracter(sticas mi-
croscopicas, a legislagdo brasileira estabelece para
extrato e puré de tomate um limite méximo de 40%
de campos positivos (de fungos) na contagem pelo
método de Howard e auséneia de sujidades, para-

sitos e larvas®®.

A utilizagio de matéria prima nio selecionada
resulta num produte final de qualidade inferior.
Sabe-se que hd uma estreita relagdo entre frutos es-
tragados e conietdo de fungos no produto final.
Cerca de 1% de tomates alterados, 34 é suficiente
para atingir na contagem de Howard obtida pelo

* Realizedo nas SecBes ds Oleos, Gorduras ¢ Condimentos ¢ Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz,
S0 Paulo, SP. Apresentado no VI Encontro Nacional de Analistas de Alimentos, Curitiba, 1990.

** Do Instituio Adolfo Lutz.
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exame microscopico, um percentual de campos po-
sitivos (de fungos) ndo inferior a 60%".

O presente trabalho tem como objetivos averi-
guar se os purés ¢ 08 extratos de tomate apresen-
tam-se de acordo com os pardmetros estabelecidos
pela legislagiio em vigor, assim como, estabelecer
pardmetros de qualidade ¢ identidade para polpa
de tomate, ndo previstos na legislacdo vigente, gue
possam servir de subsidio para a atualizagio e ve-
visfio das NTA (Decreto Estadual 12.486/78) e
NTE (Decreto Federal 12/78).

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 122 amostras, de diferentes
marcas, assimn distribuidas: 62 extrates, 30 purés
¢ 30 polpas de tomate comercializadas na regido
metropolitana de S&o Paulo, adquiridas em vérios
pontos da cidade no perfodo de fevereiro de 1988
a fevereiro de 1990,

Efetuou-se analise fisico-quimica, que compreen-
deu as determinacdes de substdncia seca, residuo
mineral fixo, cloretos em cloreto de sédio e pes-

quisa de corantes artificiais segundo as técnicas des-
critas no Hvro de **Normas Analiticas do Instituto
Adoifo Lutz?¥*5¢ A andlise microscépica, por
sua vez, compreendeu a identificagfo de elemen-
tos histoidgicos, a contagem de filamentos mice-
lianos pelo método de Howard e a pesquisa de ma-
terial estranho’®1%,

RESULTADGS

Os resultados obtidos na andlise das 122 amos-
tras, para a determinacdo de substéncia seca me-
nos cloretos, para os extratos e purés de tomate,
com relagfc aos valores minimos exigidos pela
legisiacio, encontram-se na Tabela 1. Nesta ta-
bela encontram-se também os resultados obtidos
para poipa de tomate, ndo prevista na legislagiio
vigente.

O desenvolvimento do trabalho sobre polpa de
tormate em conjunio com ¢ extraio e puré deve-se
ac fato da semethanca entre os produtos e por
conseqiiéncia os mesmos paradigmas a serem ana-
lisados,

TABELA 1

Disiribuicio das amostras de extrato, puré e polpa de tomate segundo o percentual
de substincia seca menos cloreto de sodio.

Substéncia seca EXTRATO PURE POLPA
mengs cloreto de
sédio (%) Ne (%) N¢ (%) Ne (%)
> 18 42 (67,7) — — - —
< 18 20 (32,2} — o - -
= 9 — - 30 (100,09 12 £40.03
Total 62 {100,0) 30 (100,0) 30 (100,0)
TABELA 2

Porcentagem de campos positivos com filamentos micelignos em extratos, purés e polpas de lomate.

CAMPOS POSITIVOS EXTRATO PURE POLPA
COM FILAMENTOS
MICELIANOS (%) N? {7} NY {0} Nt (T}
G — 10 3 (4,8) i 3,3 2 6,7
12 — 20 6 .7 2 (6,7 9 {30,0)
22 - 30 il (17,7 6 {20,0) 4 (13,5
32— 40 12 {19,4) 7 (23,3 5 16,7
42 — 39 3 (8,1 4 {13,3) i (3,5
52 — 60 11 07,7 6 (20,03 2 6,7
62 — 70 5 (&1 2 .7 4 (13,3)
72— 8O 7 {11,3) 2 6,7 ) 0,00
82 — 90 i (1.6 ] {0,0) 3 (10,0)
> 92 i 1,6 0 (G,0) 0 (0,0)
Total 62 (100,03 30 100,0) 30 {100,0)
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A Tabela 2 apresenta para cada tipo de produto
analisado, os resultados para a contagem de fila-
mentos micelianos.

A Tabela 3 apresenta material estranho ¢ impu-
rezas nas 30 amostras de purd e de polpa analisa-
das. Quanto ac extrato de tomate, somente em uma

amostra foi identificado epicarpo, ndo tendo sido
encontradas sementes nas 62 amostras analisadas,
assim como 0 material estranho detectado nos pu-
vés e polpas.

Em nenhuma das amostras analisadas verificou-
se a presenca de corantes artificiais.

TABELA 3

Material estranho ¢ impurezas em 30 amostres de puré
e 30 amostras de polpa de tomate.

MATERIAL PURE POLPA

ESTRANHO E PRESENCA AUSENCIA PRESENCA AUSENCIA

IMPUREZAS ¢ % Ne % n® (%) N? (%)
Epicarpo 19 (63,33 11 {36,7) 1% (63,1 i1 (36,73
Semente 6 20,03 24 (80,0) 23 (76,7) 7 (23,3
Leveduras 6 (20,0 24 {80,(% (20,0) 24 (80,0}
Esporos 3 {10,0) 27 (90,05 5 (16,7) 23 (83,3
Nematdides 5 £16,7) 25 {83,3) {10,0) 21 {90,6)
Areia g {26,7) 22 {73,5) 15 (50,0) i3 {30,0)

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Analisando a Tabela 1, quanto aos resuitados
fisico-quimicos, observa-se que a malor parte das
amostras de extrato de tomate (67,7%) ¢ a totali-
dade das amosiyas de par, encontram-se de acor-
do com os limites estabelecidos pela legislagdo vi-
gente, guanto & porcentagem de substincia seca
menos cloreto de sédio.

Os resultados obtidos na analise microscépica
{Tabela 2) mostram gue 48,4% das 62 amostras de
extrato e 46,7% das 30 amostras de pur estio em
desacorde com a legislacio em vigor, por apresen-
tarem porcentagem de campos positivos com fila-
mentos micelianos superior ao limite tolerado.

Com relagdo aos resultados obtidos para polpa
de tomate, observa-se que o0s valores enconfrados
aproximam-se aos do puré de tomate. Sendo as-
sim, pretende-se sugerir que a denominacio polpa
de tomate seja incluida como sindnimo do puré,
e portanto se enquadre nos mesmos limites esta-
belecidos para este, quando por ccasifio da atuali-
zaglo e revisfo das legislagGes Estadual e Federal.

Se as polpas de tomate forem enguadradas nos
mesmos limites estabelecidos para o purd, 60% das

Se as polpas de tomate forem enguadradas nos
mesmos Hmites estabelecidos para o puré, 60% das
amostras estariam em desacordo com a legistacdo
guanto as caracteristicas fisico-quimicas e 33,3%
quanto as caracterfsticas microscopicas, em rela-
cio 4 contagem de filamentos micelianos.

Além disso pode-se conchuir que a tecnologia de
processamento dos purds ¢ das polpas é inadequa-
da, pela presenca de epicarpo ¢ semente; 63,3% das
amostras tanto de poipa como de puré continham
epicarpo do tomate; 20% das amostras de puré ¢
76,7% das amostras de polpa, continham semente
(Tabela 3). Este fato carateriza a utilizacio do to-
mate inteiro na confecgéio dos produtos, o que con-
traria a legisiacBo em vigor.

Os extratos de tomate, por outro lado, estdo
cumprindo melhor a legisiaco em vigor, que exi-
g¢ auséneia de pele ¢ semente no produto, visto que,
somente em uma, das 62 amostras analisadas, foi
observada presenca de epicarpo. Também as con-
dicGes higiénicas dos purés ¢ polpas sdo precarias,
indicadas pela presenca de areia, nematdides, le-
veduras e esporos, destacando-se a presenca de
areia em 30% das amostras de polpa analisadas e
em 26,7% das amostras de puré.
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ABSTRACT: Chemical and microscopical analysis of 122 samples of tomato paste, puree
and pulp acquired at the market of S&o Paulo, Brazil were made with the aim to verify if they
are in accordance with the Brazilian legislation. It was found that 67,7% of the tomato paste
sampiles and 100% of the tomato puree samples agreed with the chemical pattern. The microscop-
ical analysis disclosed that 48,4% of the tomato paste samples and 46,7% of the tomato purce
samples disagreed with the amount of mycelia counts by the Howard method permitted by the
Brazilian legisiation. If the same patterns for tomato puree were applyed for tomate pulp, 60%
of the samples disagreed with the chemical pattern and 33,3% of the samples disagreed with
the lmit of mycelia counts by Howard method permitted by the legislation. The histological
identification of the products vegetable componenis revealed that the puree and the pulp had
tomato epicarp and sceds, besides extraneous material such as sand, nematodes, yeast and spores.

DESCRIPTORS: tomato, pasie, puree and pulp; chemical analysis; microscopical analysis.
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RESUMO: A Secdo de Microscopia EletrOnica do Instituto Adoifo Lutz recebeu no pe-

riodo de 1986-90, 129 amostras de materiais biolégicos (liguido vesicular, raspado de lesfio ge-
nital, raspado de lesdo anal, saliva e urina) de pacientes aidéticos, com suspeita de infeccdo
herpética, para diagnostico rdpido de virus do grupo Herpes, por microscopia eletrénica. Des-
sas amostras, 25% {32/129) foram positivas para virus Herpes, com algumas apresentando as-
péctos atipicos, fais como: a} grande quantidade de particulas virais; b) detecciio de mais de
wm nucleocapsideo num mesmo envoldrio; e o deteccio de grandes agregados de nucleocapsi-

deos sem envoeltdrios.

Fistas observages poderiam ser atyibufdas &s caracteristicas de imunodepressdo desses pa~
cientes e a sua divulgaciio foi por néds considerada hmportante, pols seriam dados adicionais
para o estudo de infecgdes virais, nesses pacientes imunodeprimidos.

DESCRITORES: — Herpesvirus, Microscopia Eletrénica, Infecco Oporiunista

INTRODUCAO

O uso da microscopia eletrdnica para a detec-
¢fo de particulas virals € um dos métodos utiliza-
dos para o diagndstico rapido de virus™H,

O diagndstico rapido de virus proporciona a
identificacdo etioldgica em poucas horas propician-
do ao clinico, facilidade na escolha das terap8uti-
cas ¢ melhor atendimento ao paciente!!,

A Secdo de Microscopia Eletrénica do Instituto
Adolfo Lutz, realiza diagndstico rdapido de virus,
desde 1967152 & vem ampliando o seu campo de
atuacdo. Virus Herpes em infeccdes herpéticas; Ro-
tavirus, Adenovirus e “SRVP”’ (“‘Small Round Vi-
rus Particles™) em gastroenterites; “‘Papovavirus-

like”, Moluscum contagiosum e eventual Poxvi-
rus em lesBes cutineas; “*Parvovirus-like” em uri-
na de pacientes suspeitos de eritema infeccioso, sdo
alguns dos diagndsticos realizados por esta Secdo.

O diagnoéstico do virus Herpes pela Microsco-
pia Eletrénica Direta (MED) é f4cil' %1149, ey
jas caracterfsticas morfoldgicas so: — cerne de
aproximadamente 75 nm que pode ser elétron-lu-
cenie (quando o dcido nucléico-DNA estd presen-
te} ou elétron-denso (vazio, sem o dcido nucléico);
um capsideo icosaédrico contendo 162 capsbme-
ros que circunda o cerne, medindo cerca de 100 nm

¢ um envoltdric pleomdrfico de 180 a 200
AmS79:28,25,26

* Secdio de Microscopia Eletrdnica do Instituto Adolfo Lutz.
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Tal morfologia permite um diagndstico presun-
tivo, pois ndo diferencia os tipo-especificos do vi-
rus do grupo Herpes, gue podem ser Herpes sim-
ples do tipe 1, H, Varicela-zoster e Chtomegalovi-
rus. Bstudo realizado por Imunomicroscopia Ele-
{rénica utilizandoe anticorpo monoclonal ¢ marca-
¢fo com ouro-coloidal, permitiu a identificacdo en-
tre virus Herpes tipo 1, 1T ¢ Varicela-zoster™. En-
tretanto, a diferencia¢io morfoldgica ¢ de funda-
mental importincia no diagnéstico diferencial en-
ire Varicela e Vaceinial! e nas deteccdes de infec-
¢coes herpéticas em centros ciruirgicos ¢ bergarios.

Com a disseminacio da AIDS tem sido obser-
vada uma elevacdo na fregiiéncia de infecgbes opor-
tunistas nestes doentes, incluindo-se aquelas por vi-
rus do grupo Herpes®'®#. Na andlise ultra-
estruiural desses virus, em amostras provenientes
de pacientes aidéticos, foram detectadas com gran-
de freqiifncia aspéctos atipicos.

A caracterizacio e divulgagdo destas observaghes
incomuns foram para nods consideradas importan-
tes e oportuna.

MATERIAIS & METODOS

Foram examinadas no periodo de 1986-90, 129
amosiras (Hguido vesicular — 30, raspado de lesdo
anal — 48, raspado de lesfo genital — 7, urina —
17 ¢ saliva — 7) de pacicntes com AIDS provenien-
tes de toda rede hospitalar piiblica do Estado de Sao
Paulo, principalmente do Hospital Emilio Ribas.

Essas amostras foram submetidas & téenica de
contrastacdc negativa {Microscopia Eletrdnica
Direta-MED)*, empregando-sc como contrastan-
te o Silicotungstato de sodic 1% em pH 7.1 e exa-
minadas num microscopio elefrénico  Philips
Em-400T, operando a 80 kV.

RESULTADO

Os resultados por tipo de amosira s3o apresen-
tados na tabela 1.

TABELA 1.

Tabela de percentual de positividade por tipo de amosirg.

TIPO DE AMOSTRAS N? DE AMOSTRAS

N DE POSITIVOS %% DE POSITIVIDADE

Liguido vesicular 30
Raspado de lesdo anal 48
Raspado de lesdo genital 7
Salbva 7
Urina 17
Total 129

28 56,0
3 6,3
1 14,3
0 0
0 0

3z 24,8

Os aspectos da morfologia cldssica do virus do
grupa Herpes descritos na literatura®’ 2925 3 g3o
apresentados na figura 1.

Os aspectos atipicos foram observados somenie
nas amostras de Hquido vesicular:

— A malioria das amostras positivas (cerca de
S0%) apresentaram grande ndmero de particulas
virais, predominando-se as particulas completas
com dcido nucléico (figura 1) em relacdo ds incom-
pletas {figura 2). :

— Foram detectadas mais de um nuclecapsideo
no mesmo envoltério (figura 3) em 6 das amostras
positivas (6/28-21,4%),

- Crandes agregados de nucleocapsideos {com
ou sem dcido nucléico) foram observados em 2 das
amosiras positivas (2/28-7,1%) (figura 4).

DISCUSSAQ E CONCLUSAOD

S&o descritas na lteratura freglientes ocorrén-
cias de infeccfes eportunistas generalizadas, cau-
sadas por virus do grupo de Herpes em pacientes
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imunodeprimidos (ransplantados renais, leucémi-
<08, cancerosos) e tambén em portadores de ou-
tras sindromes causadoras de imunodeficiéncias co-
mo a AIDSS38 Porém, nesses estudos ndo sdo
citados os aspectos atipicos do virus Herpes, em
infeccBes de pacientes imunodeprimidos.

Analisando os nossos resultados por tipo de
amostra, podemos notar o baixo percentual de po-
sitividade nas amostras de raspados de esfo anal
e genital. Em 1975, Daniels et al.%, demonstraram
em culturas de céh:las a presenca de altos titulos
de virus Herpes tipe I, isolados de amostras colhi-
das por “‘swab”’, de lesSes da mucosa labial. Co-
mo as amostras de lesdo, por nds examinadas, eram
na maioria, escarificacdes de lesio anal, esse bai-
xo indice de positividade, provavelmente poderia
ter ocorrido devido a dificuldades na colheita des-
ses materiais e presenca de muco, mascarando a
detecgdio das partfculas de virus,

Quanto a exames de urina ndo foi observado ne-
nhum resultade positivo, apesar de estudos reali-
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zados em urina de criancas com infecgdes congé-
nitas terem detectados presenca de Citomegalovi-
rus por microscopia eletrdnica direta!®!* ¢ 17,

A néo detecgdo de nenhum resultado positivo na
saliva talvez s€¢ deve a pequena amostragem exa-
minada. Lee et al, em 1978'5 detectaram a presen-
¢a de virus tanto em urina como em saliva de crian-
¢as infectadas por Citomégalovirus.

Os aspectos atipicos do virus Herpes foram ob-
servados somente nas amostras de liquido vesicu-
lar, onde o indice de positividade foi maior. A gran-
de quantidade de virus e facilidade na colheita da
amostra neste estdgio de infeccdo® %, provavel-
mente contribuiram para a detecgdo desses acha-
dos.

Os nossos resultados apresentam caracteristicas
peculiares como a deteccdo de grandes quantida-
des de particulas virais, predominando as particu-
las completas com a presenca do DNA viral (figu-
ra 1) e a presenga de dois ou mais nucleocapsideos
num mesmo envoltorio (figura 3). Normalmente
nos diagndsticos de rotina, a maioria das particu-
las virais sdo incompletas, apresentando capsideos
vazios, com contrastante no seu interior e muito ra-

ramente sdo detectados dois ou mais nucleocapsi-
deos num mesmo envoltdrio. Os grandes agrega-
dos de nucleocapsideos sem envoltdrios (figura 4),
foram observados apenas em amostras de pacien-
tes aidéticos.

Estudos anteriores realizados por Bauer et al.,
em 19883, mostraram em cortes ultra-finos de au-
topsia de pulmio de paciente com AIDS, células
alveolares infectadas por citomegalovirus. O cito-
plasma dessas células revelaram particulas de vi-
rus completas e incompletas, isoladas, no interior
de materiais densos ou ainda agrupadas no inte-
rior de vacuolos, que poderiam dar origem as for-
macdes atipicas dos virus Herpes por nds observa-
das com o emprego da contrastagdo negativa.

A grande freqiiéncia dessas detecgdes atipicas do
virus do grupo Herpes poderiam ser atribuidas a
imunodepressdo desses pacientes'®'®? ¢ a divulga-
¢do destes aspectos incomuns seriam dados adicio-
nais para o estudo de infec¢Bes virais em pacientes
imunodeprimidos.

Estudos futuros serdo realizados visando a com-
preensdo dessas alteracdes aqui caracterizadas.

FIGURA 1
Morfologia cléssica de virus do grupo Herpes. Em A, as setas indicam a presenca de enovelado do dcido nucléico-
DNA no interior do capsideo. Em B, as estruturas do capsideo est3o mais claramente evidenciadas. As setas apon-
tam os capsdmetros que compdem o capsideo.

E-envoltério C-nucleocapsideo

Aumentos: — A-210.000x;

B-225.000x
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FIGURA 2
Particulas de virus do grupo Herpes incompletas (sem 4cido nucléico).
E-envoltério  C-capsideo vazio sem dcido nucléico  Aumento: — 78.000x

| SPGg

i "

FIGURA 3
Particulas de virus do grupo Herpes. Em A4, com dois nucleocapsideos e em B com trés, num mesmo envoltério.
E-envoltério C-cdpside  Aumentos: — A-115.000x;  B-82.000x
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FIGURA 4
Agregados de nucleocapsideos sem envoltérios, de virus do grupo Herpes. Em A, capsideos vazios (sem 4cido nu-

cléico) e em B, note-se um grande numero de capsideos com acido nucléico.
Aumentos: — A-82.000x; B-84.000x
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UEDA, M.; TANAKA, H.; KISIELIUS, I. J. &; JOAZEIRO P. P. — Rapid diagnosis of Her-
pesvirus group by electron microscopy: — Atypical observations in the samples of pa-
tients with AIDS. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 51 (1/2):57-00, 1991.

ABSTRACT: The Electron Microscopy Section of Institute Adolfo Lutz received 129 bi-
ological samples (vesicle fluid, genital and anal scrapies lesions, saliva and urine) of patients
with AIDS, suspected Herpesvirus infection, in the period of 1986-90, for rapid virus diagnosis
by Electron Microscopy. From those samples, 25% (32/129) were positive to Herpesvirus, which
some detections showed atypical aspects, such as: — a) great quantity of virus particles; b) de-
tection of two or more nucleocapsids in the same envelope;and c) detection of great aggregates
of nucleocapsids without envelopes. This observation could be attributed the immunedepres-
sion caracteristics of those patients. This relate is considered important by us because it could
represent additional dates to study the virus infection in patients with AIDS.

DESCRIPTORS: — Herpesvirus, Electron Microscopy, Opportunistic infection
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RESUMO: Foram analisadas 997 amostras de corantes e pigmentos para embalagens de

alimentos, no perfodo de 1982 a 1989, visando a determinar seus {eores de arsénio, chumbo
e cddmio. Destas amostras, 0,2%, 5,4% e 2,7% apresentaram, respectivamente, niveis de arsé-
nio, chumbo ¢ cddmio acima dos estabelecidos pela legislacio brasileira. Apesar da freqiifncia
das amostras com {eores acima do limite ser baixa, os nivels de chumbo ¢ cadmio encontrados
foram muito elevados e variaram de ano para sno. Sugere-se neste estudo a alteraclio do limite

de cadmio aceifo pela legislagdo pertinente, de 0,2 para 0,01% em peso.

DESCRITORES: arsénio, chumbo e cddmio: corantes e pigmentos para embalagens de
alimentos, determinacdo; espectrofotometria de absorcio at&mica; embalagens, andlise de co-

rantes ¢ pigmentos,

INTRODUCAO

Na formulaciio de materiais plasticos para ali-
mentos, muitos sdo os aditivos presentes. Entre
cles, incluem-se as substdncias gque conferem cor
¢ que, de acordo com sua solubilidade no polime-
10, podem ser ¢lassificadas em corantes ¢ pigmen-
tos, sendo os primeiros geralmente soltivels e os ou-
tros insoliveis®.

A indstria tranformadora de plasticos, além de
empregar substincias corantes em pé, usa também
os chamados concentrados, ou masferbatches,

Tratam-se de misturas homogéneas de resina e
substiincias corantes com elevados percentuais des-
tas Gltimas, entre 10 e 40% ou até mais. Estes con-
centrados sfo preparados no estado solido, em for-
ma de granuios ou pastithas, e no estado Hauido
ou pastoso.®,

A adigfio de corantes e pigmentos em materiais pa-
ra embalagens satisfaz uma exigéncia de ordem es-
tética, além de servir como protecio contra os efei-
tos da fuz, tanto na embalagem como no alimento.

Denire os metais que podem estar presentes co-
mo contaminantes das substincias corantes desta-

* Realizado na Secdoe de Plasticos, Vernizes e Qutros Materials de Embalagens e na Segdo de Eguipamentos Espe-
cializados do Institute Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP. Apresentado no VII Encontro Nacional de Apalistas de

Alimentos, Sdo Paulo, 8P, 199i.
** Do Instituto Adoifo Latz.
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cam-se o arsénic, o chumbo e o cadmioc. Apesar
de ter meia-vida biolégica curta, o arsénic possui
toxicidade elevada em suas duas formas mais co-
rmuns de apresentacdo (Asll ¢ AsV), sendo maior
na trivalente!®, O chumbo ¢ o cddmic nfo sdo
alterados nos processos metabolicos e possuem ele-
vado efeito acumulativo no organismo, daf sua fun-
damental importéncia toxicoldgica™!?,

Os compostos & base de sais de chumbo e cad-
mio tém sido largamente empregados ¢como subs-
tincias corantes para diversos tipos de aplicacdo,
devido a seu alte poder de cobertura, baixo custo
e excepcional estabilidade & luz e &s altas tempera-
turas, principalmente gquando usados em plasticos,
onde a substincia corante deve resistir a fempera-
tura de elaboragio do material; algumas resinas,
em especial, requerem temperaturas ao redor de
300°CE1 . Quando presentes em embalagens para
alimentos, entretanto, esses compostos podem mi-
grar para o contetdo, apresentando riscos para a
satde.

£ necessario, portanto, verificar e prevenir os
eventuals efeitos de contaminacfo causados pelo
emprego dessas substncias.

A Resolugio n® 45/77%, da Comissio Nacional
de Normas e Padrdes para Alimentos autoriza o
emprego de corantes ¢ pigmentos para coloracio
de wiensitios e equipamentos destinados a entrar
em contato com alimentos e bebidas de qualquer
natureza, desde que ndo migrem para o contetdo,
¢ ostabelece os limites de metais toxicos presentes
nessas substincias,

O teor maximo permitide de arsénic em coran-
{es ¢ pigmentos na legiskacdo brasileira ¢ 0,005%
em peso, o de chumbo é 0,01% ¢ o de cédmio ¢
0,2%?, os mesmos valores constantes na legislago
belga! ¢ italiana®. A legislacio da Franca® difere
apenas no limite para o cddmio, aceito nessas subs-
tncias apenas até 0,1% em peso. Tem sido ques-
tionado o alto valor do limite aceito para o cddmio,
posto que sua toxicidade € similar 4 do chumbo®.

Existemn controvérsias na literatura quanto ao ti-
po de controle das substéncias coranies, pois um
de seus requisitos de uso € a nfo migracio para o
alimento!'®. Neste caso. ¢ controle dessas substin-
cias poderia limitar-se & verificacio da migracéo
do corante para o alimento, através de métodos
analfticos visuais ou instrumentais®. Eatretanto, as
impurezas toxicas eventualmente presentes nessas
substincias podem migrar sem alterar o produto,
determinando, porém, um efeito de contaminacgio
gue deve ser evitado e gonirolado®. Alem disso,
em termos nacionais, o controle de contaminantes
em corantes e pigmentos utilizados em embalagens
é ainda mals importante, em funcio da possibili-
dade de usc indevido, tanto dos corantes como das
embalagens,

64

O objetivo deste trabalho é verificar a incidén-
cia de arsénio, chumbeo ¢ cadmio em corantes e pig-
menios utilizados como aditivos na formulacio de
materiais plasticos destinados a entrar em confato
com alimentos, no periodo de 1982 a 1989, Atra-
vés dos dados obtidos, sugere-se a alteraglo do li-
mite de cadmio aceito pela legislacZo brasileira, de
0,2% para 0,01% em peso, eguiparando-o ao li-
mite estabelecido para o chumbo.

MATERIAIS E METODOS

No perfodo de 1982 5 1989, foram analisadas 997
amostras de corantes e pigmentos para plasticos
destinados a entrar em contafo com alimentos, em
diferentes formas de apresentacfio, para a deter-
minacgio dos teores de arsénio, chumbo ¢ cadmio.
Essas amostras foram encaminhadas ao Instituto
Adolfo Lutz por fabricantes e consumidores, a fim
de serem submetidas a andlises de orientagdo ou
a andlises prévias para a obtencéo de registro do
produto.

Para a determinacfo do arsénio foi utilizado o
méfodo descrito das Normas Analiticas do Insti-
tuto Adolfo Lutz’, sendo a sensibilidade do mé-
todo empregado de 0,2 mg/kg. Para a determina-
cdo de chumbo e cadmio foi efetuada, inicialmen-
te, uma prova semi-quantitativa’, com sensibiiida-
de de 2 mg/Kg. Nos casos em que foi constatada
a presenga de chumbo e/ou cddmio, as amostras
foram submetidas a determinacfo desses elemen-
tos por espectrofotometria de absorcio atdmica
com chama, por ser esta uma técnica seletiva e per-
mitir conhecer com cxatidio os niveis de ambos 08
metais, eliminando interferéncias de oufros elemen-
tes. As condicles experimentais obedeceram 4 se-
guinte descrigio:

Cerca de 10 gramas da amostra foram pesados
com exatidio ¢ submtidos & destruicio da matéria
orginica por via seca’ em mufla a 400°C, apds
carbonizagio em chapa elétrica. O residuo foi dis-
solvido em solucdo de dcido cloridrice 0,IM ¢
transferido para baldo volumétrico de 100mi, com-
pletando-se o volume com essa solugfo.

Proceden-se de modo andlogo para a prepara-
¢do dos padrdes de trabatho ¢ dos brancos. Foi efe-
tuada a leitura das solucdes em espectrofotdmetro
de absorgio atdmica Perkin-Eimer, mod. 460, com
corretor de deutéric ¢ Bmpadas EDL de chumbo
e de cadmic nas condi¢des instrumentais indicadas
peic fabricante para os elementos em estudo. O li-
mite de determinacdo do método utilizado foi §
mg/kg para o chumbo e 0,25 mg/kg para o
cadmio.

Os resultados encontrados foram submetidos a
andlise estgtistica comparativa, empregando ¢s se-
guintes métodos: calcuio do qui-quadrado, teste
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“1** de Student, teste “‘F'’ de Snedecor e caleulo
do coeficiente de correlacio entre varidveis'®.

RESULTADOS

Das amostras analisadas, apenas 2 apresentaram
teor de arsénio acima do limite estabelecido pela
legislagdo: um corante orgénico rosa (200 mg/kg)
¢ um pigmento inorgénico vermelho (60 mg/kg).

A tabela 1 mosira os valores mdximos de chum-
be e de cadmio encontrados a cada ano nas amos-
tras analisadas. Mostra, ainda, o ntmero de amos-
tras com teores significativos de chumbo ou céd-
mic ¢ as freglidncias anuais de aprovacdo das
amostras.

No caso das amostras contendo excesso de cad-
mio, foram diferenciadas as quantidades que su-
peram o limite estabelecido pela legislagio
vigente? — 2,000 mg/kg — e as quantidades que
superam o limite proposto pelo presente trabatho
— 100 mg/keg. A mesma diferenciacio fol seguida
para o caleulo dos indices das fregii®ncias anuais
de aprovacio das amosiras.

Tabela 2 mostra, para cada cor, a distribuiciio das
amostras por faixa de concentraco para o chum-
bho e para 0 cadmio. Péde-se verificar gue os teores
desses metais, na maioria das amostras, estiveram
contidos na faixa até 20 mg/kg, sendo, no total,
92,%% para o chumbo e 94,8% para o cadmic.

TABELA 1

Niveis de Pb e Cd em corantes e pigmentos para plisticos destinados
a eniragr eni contato com alimentos, no pertodo de 1982 ¢ 1989

Amostras com teores clevados

Nimers  Chembe  Cédmio - i ; Freqz;:ncza Freq;lfncia
An e /k ime/k Chumbo Cédmio admio . N
’ Amistras \rgllgr :nifx v;?; ;ga)x >100 mg/ke >100 me/ke >2.000 mg/kg Aprovagio - aprovagho

Ne N Ne @ o)

1982 82  738.377 778.100 2 (2,9 33N 13,7 93,9 93,9
1983 135 200 2.500 4 (2,6) 2 (L2 1 0.6 96,8 96,8
1984 123 {© (©) 0 (0,0 0 (0,03 9 ©,0 160,0 £00,0
1985 150 15.243  33.934 13 8,7 11 L% 8 (5,3) 26,0 84,7
1986 94 16.000 138.600 6 (6.4 4 (42 31 (3. 90,4 90,4
1987 50 12.500  88.000 4 (8,0) 3 (6,0 36,0 86,0 86,0
1988 158 4.900  19.100 14 &9 1L (6,9 4 2,5 88,6 85,4
1989 185 13.206  39.000 11 (5,9 13 5N 91,4 §7,0

(a} De acordo com os Hmites para Pb, Cd ¢ As estabelecidos pela legislacdo brasileira®.
(b) De acordo com os lUmites para Pb, Cd e As propostos no presente trabalho.

(¢} Valor abaixo do limite de sensibilidade do método,

DISCUSSAC E CONCLUSOES
A contamina¢dio por arsénio das substincias co-
rantes analisadas fol muite pequena: apenas 0,2%
das amostras apresentaram feor desse elemento aci-
ma do permitido pela legislacfo vigente,

A analise estatistica comparativa entre os perio-
dos 1982-84 ¢ 1985-89 evidenciou uma diminuicdo
significativa {p < 0,003) nas fregliéncias de aprova-
¢do das amostras, registrando um decréscimo do pa-
drdo de qualidade dos corantes ¢ pigmentos 1o que
diz respeito 4 presenca de chumbo e cadmio, a par-
tir de meados da década passada. Fssa constatagio
aponta para a necessidade de atencio, por parte das
auvtoridades sanitdrias, acs fatores que possam ter
determinado essa perda de qualidade.

Os niveis maximos de chumbo e de cédmio, de-
terminados a cada ano, foram bastante elevados,

0 que pode sugerir que a presenga desses metais 1nos
corantes e pigmentos nfo {osse apenas provenien-
te de contamipacdo, mas sim devida & utilizacdo
desses elementos como base dos produtos apresen-
tados.

Apesar das freqliéncias anuais de aprovagio das
amostras serem elevadas, o alto nivel de contami-
nacio das que foram condenadas ¢ fator de preo-
cupacgio e reforca a hipétese acima. Produtos com
alto nivel de contaminacdo por chumbo ou cadmio
ndo sdo indicados para embalar ou acondicionar
alimentos, principalmente 0s de tipo 4cido, para
os quais € maior 0 risco de extracfo desses metais
e sua migracdo para o preduto alimenticio.

Com relacio a distribuic8o das amostraspor ni-
vel de chumbo, as cores branca, cinza e preta apre-
sentaram 0s melhores perfis, com quase todas as
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Metais
analisados
{mg/kg)

£
21-30
51-106
> 160

528
21-30
31-160
101-2060
> 2060

TABELA 2
Distribuicdo dos niveis de chumbo e cddmio por faixa de concentracdo em fungdo da cor.
CORES

Branca Vermeika Azul Verde Amarela Marrom Preta Laranja Yioleta Rosa Bege Cinza Totat

(269} {167 (114} 54} {175 31 a9 (28) (28) (12) (28) (k3 77

N¢ % N % N¢ % N % N % NY % N % N & NT % Nt % NT & NY % NG W
269 (100,00 147 88,y 11 Q974 42 (778 1SS (8813 25 {93.9) 77 (87,5} 4357 7 (98,4 166833 24857 13 00,8) 926 (92,9}

06,0 2442} 008 4 (7,4) 3(LT [REN HLY 1 (3,6} 6 (0.0 046,03 {003 40,5} 12412

66,0 3 (1,8 00,5 06,0 1 (0,6} 00,8} (L3 20,0 46,0 & (0,03 ¢ 0,53 00,0 540.5)

0 (0,0) 15 48,0) 302.6) 8{14.9) 74,7 143,% 0 @0 3(107 13.8) 2167 4414,3 ¢ 0.0 54(5,4)
269 (100,00 163 {97.6)  H2H982) S0 6 1584898y 284903 78 (58,7) 23821 27 (96,4 1 OL7 16 {57,1) WO WS4

G 40,0 (0.6 & (0,0) 40,0 0 (0,0 006 6 (0.0} 13,6  6,0) 80,0} 13,6 ¢ {0.8) ER K]

6 (0,00 040,63 4 (6.0 26,9 0{0,0} 040,03 60,0 0{0.8) HE,0) 008 80,0y 15,1} 16,3

6.0 040,03 2(.,8) 05,0 748 1432} (L3 4 (14,3 1{3,6) & (0,03 L] (0,0 19{L,9)

80,0 3,8 ¢ (0,0) 23,7 11 {6, 21(6,5 G (5.0} 40,03 G {6,0) 18,3 §(28,6) 6405 272,71
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amostras na faixa até 20 mg/kg. De modo com-
plementar, os plores perfis foram apresentados pe-
Ias cores verde, rosa, bege ¢ laranja, com distri-
buiclo significativamente diferente (p < 0,05} do
perfil médio.

No que diz respeito ao nivel de cadmio, verificou-
se que este metal esteve presente em menor nimerc
de amostras, quando comparado com o chumbo, Fo-
Tam as cores branca, prefa ¢ violeta que apresenta-
ram os methores perfis de distribuicdo, também com
guase todas as amostras na faixa até 20 mg/kg. Re-
gistraram os piores perfis as cores bege, laranja, verde
e rosa, com distribuicfo das amostras significativa-
mente diferente (p < 6,05) do perfil médio.

Nio houve nenhum caso de contaminagdo sig-
nificativa por mais de um elemento numa mesma

amostra, quande considerado o limite estabeleci-
do pela legislagic vigente. Quando considerado o
limite proposto no presente trabatho, cinco amos-
tras apresentaram, simultancamente, altos indices
de contaminagio por chumbo e por cadmio.

A proposta de alteragéo do limite maximo acei-
to pela legislacdo, de 2.000 para 100 mg/kg, per-
mite tornar mais segura a utilizacfic de coranics ¢
pigmentos para pldsticos, do ponto de vista da sad-
de individual e coletiva. Qutrossim, essa alteracfo
sequer acarretaria maiores dificuldades para os fa-
bricantes envolvidos na produgio desses aditivos
para pldsticos, pesto que ndo hé diferenca signifi-
cativa (p > 0.05) entre os perfis de aprovacdo se-
gundo os dois critérios, tendo sido bastante eleva-
da a correlagfio positiva entre eles.
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ABSTRACT: 997 samples of pigmenis and colours for food packages were analysed for

their arsenic, lead and cadmium contesnts, for the period 1982-1989. The levels for these con-
taminants showed 0.2% of samples with arsenic above the limits allowed by law, 5.4% with
iead and 2.7% with cadmium. Although only few sampies showed high levels of contamina-
tion, the contents of lead and cadmium found were very high and changed year by year, In
this paper, authors suggest the brazilian legislation should change the limit accepied for cadmi-

um contarmination, from 0.2 to 8.01% in weight.

DESCRIPTORS: arsenic, lead and cadmium; pigments and colours for food packages,
determination; flame atomic absorption spectrophotometry; package pigments and colours

analysis,
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RESUMO: O desenvolvimento de métodos analiticos para detectar resfduos de pesticidas
em alimentos d4 &nfase & téenicas para andlise de multiresiduos devido aos inimeros principios
ativos & disposigdo no mercado, A téonica do A.Q.A.C. utllizada pele laboratério de andlise
de residuos do Instituto Adolfo Lutz-880 Paulo desde as suas primeiras pesquisas na drea, é
hoje praticamente invigvel devido so seu alto custo. Para contornar o problema foi necessdrio
estabelecer nova metodologia gue satisfizesse requisitos como: facilidade e rapidez de execu-
¢do, reprodutibilidade, sensibilidade ¢ baixo custo, Dos métodos estudados o que mais se ade-
quou as necessidades laboratoriais foi o de Stelwandter. Para avaliacio deste métode frents
ao do A0.A.C. foi feito um estudoe comparative, mosirando resuliados plenamente satisfatdrios.

DESCRITORES: alimentos, determinagfio de residuos de pesticidas organoclorados leite,
mantelga, ovos, residuos, determinacdo, métodos, estudo comparativo,

INTRODUCAO

No Brasil, os dados de resfduos de pesticidas em
aiimentos s8o escassos embora haja trabalhos pu-
blicados desde 19714,

Apesar da proibiciio dos organoclorados® con-
tinuamos a detectd-fos, principalmente em produ-
tos gordurosos de origem animal, devido a sua per-
sisténeia e lipossolubilidade.

A andlise de pesticida a nivel de tragos reguer
um ou mais procedimentos de extracdo ¢ purifica-
¢80, dependendo do tipo da amostra, da sensibili-
dade e seletividade dos métodos de deteccdo
disponiveis?,

Nos ultimos anos, diferentes procedimentos de
extraclo e purificacdo de amostras gordurosas para
determinacio de multiresiduos de pesticidas orga-
nolorados tem sido objeto de.muitos estudos.

O método que vinha sendo utilizado desde 1969
no Instituto Adolfo Lutz era o da A.O.A.C.2 que
consiste de varias etapas analiticas: extracdo da gor-
dura particBo com trés soiventes e cromatografia
de adsorcdio com floristil. O uso desta metodolo-
gia requer um gasto malor de tempo, grande quan-
tidade de solventes e, como conseguéncia o custo
da anédlise se torna mais alto,

Procurando métodos onde a extracfo e purifi-
cacdo fossem feitas em uma Gnica etapa, viabili-
zando condicdes para maior controle de residuos
de pesticidas nos alimentos foi feito um estudo
comparativo entre o método de Steiwandter H.” e
o método oficial da A.O.A.C, em amostras de
manteiga, leite e ovos.

G métode de Steiwandter foi usado pelo labo-
ratério do Instituto Adolfo Lutz nas andlises das
amosiras de 6leo e manteiga enviadas pelo Progra-
ma de Controle de Qualidade Analitica coordenado

* Realizado na Secio de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP. Apresentade
no XII Enconiro de Analistas de Residuos de Pesticidas, 580 Paulo, 1988,

** Do Instituto Adolfo Lutz,
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pelo Joint FAO/WHO Food Contamination Mo-
nitoring Programme Analytical Quality
Assurance® e também pelo Grupo de Analistas de
Residuos de Pesticidas-Brasil, Os resulfados nos
dois programas foram amplamente satisfatdrios,

MATERIAYS E METODOS

Amostras:

O estudo comparativo dos métodos propostos
foi feito através da andlise de cinco amostras de
manteiga, cinco de leite pasteuyrizado tipe B e cin-
co de ovos de galinha comercializados na cidade
de S#o Paulo.

@} Método de Steiwandter
Material

Estufa
Rotavapor

Coluna cromatografica com torneira de Teflon
e placa porosa, de 20 mm de difmetro interno, 300
mm de comprimento com reservatéric de 200 ml.

Almafariz com pistile

Cromatégrafo C.G. 370 com detector de captu-
ra de elétrons, fonte de tritium, equipado com co-
luna espiralada de vidro de 6 pés de comprimento
por 1/8 de polegada de didmetro interno, com fa-
se estaciondria, 1,5% OV 17 + 1,95% OV 210 em
Chorosorb Q IF 160/120 mesh, nas seguinies con-
dicOes: temperatura da coluna, 206°C, temperatura
do injetor, 216°C; temperatura do detector,
225°C, fluxo de Nitrogenio, 40 ml/min. A sensibi-
lidade do aparelho foi ajustada de forma a conse-
guir uma deflexfo de aproximadamente 60% da
escala do papel do registrador com 40 pg de Aldrin.

Reagentes
Hexano grau residuo

Silica gel 60, tamanho de particula 0,063-0,260
mm (70-230 mesh ASTM)

Suifato de Sédio anidro granulado
Ativacdo da silica gel — aquecida a 130°C por
uma noite e estocada em dessecador.

Silica gel a 10% — ¢ parcialmente desativada
com 10% de 4gua desmineralizada.

Eluente — Hexano: Diclorometano na propor-
¢do 4:1 em volume.
Procedimento

Manteiga

Extrair a gordura airavés de refluxe em Soxleht
com hexano. Pesar 1 g da gordura e diluir com He-
xano em balio volumétrico de 25 ml. TFransferir
uma aliquota de 10 ml da solugdo obtida, equiva-
lente a 0,4 g para uma coluna cromatografica, con-

0

tendo 15 g de silica gel parciaimente desativada 13,5
gdesilica + 1,5 g de d4gua desmineralizada). Eluir
os pesticias organoclorados com 260 ml do eluente.

Leite

Homogeinizar 10 g da amostra de leite com 15
g de silica gel em almofariz. Transferir o pd resul-
tante da mistura para ¢oluna cromatografica con-
tendo 15 g de silica gel desativada e eluir com o
cluente.

Cvo

Homogeinizar as claras e as gemas. Tomar 5 g
de mistura e adicionar § g de dgua. Adicionar 15
g de silica gel. Misturar em um almofariz, Trans-
ferir 0 pd resuitante da mistura para coluna cro-
matografica contendo 15 g de silica gel desativada
e eluir com o eluente,

Concentrar os eluatos em rotavapor a aproxima-
damente 2 ml. Adicionar aproximadamente 5 mi
de Hexano. Concentrar novamente para elimina-
¢iio do Diclorometanoc. Completar o volume e in-
jetar no cromatdgrafo,

b} Método do A.G.A.C.

A extracio dos pesticidas e a purificagio dos ex-
tratos foi feita conforme A .G A.C. As condicdes
cromatogrédficas foram as mesmas usadas no mé-
todo de Steiwandter, sendo gue a sensibilidade fol
ajustada de forma a obter uma deflexo de apro-
ximadamente 50% da escala do registrador com
156 pg de Aldrin para amostras de manteiga e lei-
te, e com 40 pg de Aldrin para amestras de ovos.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados de recuperagio feito apenas com
padrdes dos diferentes principios ativos dos pesti-
cidas organoclorados em dois niveis de concentra-
¢do encoptram-se nas {abelas 1 e 2. Foi utilizada
uma mistura de padrdes adequada a cada método,
variando de 504 900 ng parao da A.Q.A.C. e de
10 a 90 ng para o de Steiwandter,

A recuperacio média obtida pelos dois métodos
estdo dentro dos limites aceitdveis, mostrando equi-
valéncia entre eles.

As tabelas 3, 4 ¢ 5 mostram os resultados obti-

dos na andlise de parte das amostras homogeini-

zacdas de manteiga, leite ¢ ovos. Nelas foram de-
tectados residuos de alfa HCH, pama HCH, p-
p’'DDE, o-p’DDT, p-p’DDT e Dieldrin,

Das 120 determinacfes de pesticidas organoclo-
rados efetuados 53,33% foram iguais nos dois mé-
todos, 43,33% diferiram em até 100% e 3,33%
apresentaram uma diferenga maior que 100%. En-
tretanto, quando se trabalha com valores na ordem
de 0,01 mg/kglppm) de residuos de pesticidas orga-
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nociorados em alimentos o erro ¢ plenamente
aceitavel?,

A tabela 6 mostra a porcentagem de recupera-
¢&0 para cada pesticida nos niveis de adicdo de
20-80 ng/g 4 ouira parte das amostras e de acordo
com a sensibilidade do método,

Devido aos resultados das recuperacgdes ¢ das
amostras estudadas serem considerados satisfatd-
rios, foi introduzido na Segic de Aditivos ¢ Pesti-

ticidas Residuais do Institute Adoifo Lutz, o mé-
todo de Steinwandter para amostras gordurosas.
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ABSTRACT: Development of analytical methods for pesticide residues determination in
food require multiresidues methodology due many active ingredient. The technic mentioned by
AOALC, has being used in laboratory of “Institito Adolfo Lutz. S8o Paulo’ since its firsts
researches and oceasioned higt expenses turning almost impossible ifs realization, In order 10
resoly the problem it was necessary studying a new methodology wich according the reguisites:
facilite, quickly of execution, reprodutibilite, sensibilite and lower expense, Between the methods
studied the most suitable for our necessites # was Steiwandter, H. and it is being used since than.
For evaluatin the methodology it was make a comparation with the method of the A OAC.

giving satisfatory results.

DESCRIPTORS: food, chlorinated pesticide residues determination in, ciorinated pesii-
cide in milk, butter, egg, residues, determination, methods, comparative study.
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TABELA |
Recuperacal de pesticidas organoclorados pelo método da A.0.A.C.
ng ADICIONADOS % DE RECUPERACAD % MEDIA
HCE 323 ;i 85,0
aifa HCH 3(5)2 ?5) 87,5
gama HCH 3?8 2{5} 87,5
beta HCH fgg ig 80,0
Aldrin fgg 22 R2.3
Dicldrin ?gg ;g .5
Endrin fgg ;i 85,0
Heptaclor fgg jz 80,6
fets o ;
fzs
o-p’ DDT i?}g ?5] 92,5
g
p-p” DDB zgg 5832 90,0
Mirex ;gg ;{5} 82,5
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TABELA 2

Recuperagdo de pesticidas organoclorados pelo método de Steiwandter, H.

ng ADICIONADROS ¥ DE RECUPERACAO %% MEDIA
a0 85
HCB
16 85 20,0
30 G0
alfa HCH 16 95 92,5
, 30 90
: HCH 2
gAMEA 10 95 92,5
. 60 75
beta HCH %0 %5 86,0
. 60 30
Aldrin 20 0 85,0
e 60 83
Dieldrin 20 90 87,8
. 60 80
Endrin 20 50 85,0
&0 g5
Heptacl
eptaclor 10 90 92,5
] 20
Hspiaelor 20 50 20,0
, 60 95
p-p' DDE 20 95 95,48
, 9 95
o-p’ DDT 40 %0 92,5
, 90 95 .
pp’ DDT 40 90 923
20 a5
-’ DD 2
pp 40 90 52,5
R 90 95
Mirex 0 gs 90,0
TABELA 3
Nivels de restduos de pesticidas organociorados na gordura da manteiga ppmimg/Kg}
smostzs O Meodos  afeHCH BT beta "DDE o4 DDT pp'DDD pp’ DDT  Dicldrin
ADOIE i A HcH PP P F & —
A 411 ADAC 0,01 <401 < §,01 0,81 <80l < 3,04 0,04 081
’ Steiwandter 8,01 4,01 0,01 6,052 < 841 < {01 0,02 < {61
B §13 ADAC 61 < 801 0,01 0,4 < g1 < {01 0,01 0,6
' Steiwandter 0,01 201 0,01 .8 6,01 < 0,08 6,02 < {,01
¢ 20 ADAC 6,01 481 0,08 04 < 8,01 <001 0,04 0,61
’ Stetwandter 0,0 0,01 802 004 0,0 < 0,01 0,01 0,01
D %60 AOAC 4,01 4,01 .01 0,04 < {01 < (0,01 0,4 .81
’ Steiwandter §,01 401 0,01 6,83 8,02 < 0,01 3,62 8,0
£ @ AGAC 0,01 0,01 3,01 0,03 < {,01 < 0,01 fol 0,01
" Steiwandter 2,0 8,02 4,01 8,82 <001 < (0,0 < 46 g
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TABELA 4
Nivels de vesiduos de pesticidades organoclorados na gordura do leite ppmimg/kg)
o
Amastras g;ﬁ dicm Métndos  affa HCH gama HCH beta HCH po' DBE  op" DDT  pp' DDD o' DDT Dieldsin
\ 16 AGAC 6,01 <481 0,08 0,02 < 01 < {01 < 0,01 0,01
) ' Stetwandter 4,01 0,01 <101 3,02 0,01 <40 0,01 0,02
B ” ACAC 0.01 < 082 0,01 < 0,8 < 4,0 < {01 0.0
- Steiwandter .81 4,02 < 3,01 0,01 0,01 < 0,01 0,01 0,01
¢ 14 ACAC 6,61 < 4,0 < 4,0 < 0,01 <40 < {101 <40 0,01
' Steiwandter 6,01 < B4l 0,01 0,0t < (i < 4,81 <40 0,02
3 16 AGAC 0,01 <481 < 0,01 <0, < 8,01 < {01 <00 0,61
’ Stebwandter 0,0 <{,01 6,61 0,4 < 4,01 <01 < 0,01 0,602
E i3 ACAC 0,82 < 4,5 0,01 0,03 < 0,81 < B0t < {01 0.0
1 Steiwandier 4,01 < 4,01 0,01 0,04 < B0 < 81 < 0,01 0,02
TABELA 5
Niveis de resfduos de pesticidas organoclorados na gordura do ovo pprymg/kgi
B de .
Amostras g@: dutra Métodos  -alfz HCH  gama HCH beta HCH  pp’ DDE  op' DDT  pp’ DBD pp’ DT Dicddrin
A 0 ACGAC 8.0 <{,01 80 0,81 4,01 < 6,01 <08
’ Stedwandier < {0 0,0 < B 8,81 0,01 < 0,01 0,02 0,
5 0 ADAC 401 <00 0.0 <861 a0 <0 0,08 <081
" Steiwandter < G561 <401 0,48 0.4 4,41 < 0,81 0,02 < B0
c 92 ACAC 0,81 .61 0,01 < 0,01 .62 <8461 0,02 < 0,0
! Steiwandter < 8,01 <401 <40 0,61 < 01 < 4,01 0,01 < 0,01
5 41 AGAC 601 <H,01 0,681 < 0,08 6,01 <401 0,03 <0
Y Stetwandter < {01 < 4,0 .61 0H o401 < {01 0,02 < 0,61
E 81 AQAC 401 <M a4 0,61 9401 <40 0,64 .01
’ Steiwandter <0,0t <401 068 0,01 0,01 <401 0,2 {0
TABELA 6
Recuperagio de pesticidas organociorados adicionados nas amostras
MANTEIGA LEITE ovo
cogfxfntrazao AQAC Steiwandter AQAC Steiwandter AOAC Steiwandter
adicionada % % % % % %
ng/g
HCB 20 BG 84 70 83 86 87
alfa HCH 20 - B4 83 80 86 87 98
gama HCH 20 96 96 85 91 85 81
beta HCH 40 84 88 3 83 83 88
Aldrin 40 82 94 84 78 82 84
Deldrin 40 94 100 78 88 . 96 94
Endrin 40 7 100 100 95 106 93
Heptaclor 40 84 88 93 83 83 88
Hepracior 40 102 93 94 97 97 94
Epoxi
p-p' DDE 40 92 83 100 103 82 90
o-p’ DOT 80 94 100 97 107 86 96
p-p’ DDT 80 100 1907 106 105 61 94
p-p’ DDD 3G 163 163 100 160 100 94
Mirex 8G 77 160 76 103 82 94
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BADOLATO, E8.G.; CARVALHO, 1.B. de; TAVARES, M. & AUED-PIMENTEL, S, —
Determinagiio dos dcidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA)} em éleo
de sardinha {Swrdinella brasiiiensis) brasileira ¢ em suplementos alimentares & base de dleo

de
RE

¢ sardinha. Rev. Inst, Adolfo Lutz, 51(1/2):75-81, 1991, .
%UM%): Qs oleos de p%ixe sgo a maior(rese%’va natu.ra?c}os dcidos graxos eicosapentae-

ndico (FEPA) e docoszhexaendico {DHA}, aos quais s&0 atribuidos beneficios na prevencio e
tratamento de certas, doengas cardiovasculares. A crescente oferta no comércio e selicitagio
de registros de suplementos alimentares & hase de Slecs de peixe, levou os autores a verificar
sua qualidade. Foram analisadas 19 amostras de suplementos alimentares 4 base de dleo de
sardinha, importados da Inglaterra ¢ encapsulados no Brasil, ¢ 8 amostras de dleo de sardinha
{Sardinella brasiliensis) brasileira, extraido em laboraidrio. Foram determinadas as procenta-
gens dos dcidos FPA ¢ DHA sobre ¢ total dos acidos graxos, através de cromatografia em fase
gasosa, utilizande-se coluna capilar de silica fundida Carbowax 20 M. Em todas as amostras
foram determinados também os indices de todo (Wijs) e de refracio a 46°C. Os resultados mos-
traram gue apenas uma da amostras de suplementos alimentares estava completamente em de-
sacordo com & férmula-padrBo declarada, e o indice de lodo correspondente muito baixe. Por
outro lade, os 6leos de sardinha brasileira apresentaram baixos valores de EPA e dos indices
de iodo e de refracio; entretanto, 6 entre 8 amastras analisadas revelaram teores de DHA aci-
ma daguele convencionalmente adofado para os suplementos {120 mg/g), compensando os baixos
valores de EPA. Sendo assim, ¢ 6lec de sardinha brasileira pode ser considerado de boa quali-
dade como matéria-prizna para a elaboragfo dagueles suplementos.

DESCRITORES: dleo de sardinha, determinaco de dcidos eicosapentaenédico e docosa-
hexaendico em; dleo de sardinha, fucices de iodo ¢ de refragfo; suplementos alimentares, de-
terminacio de dcidos eicosapentzendico ¢ docosahexaendico em; suplementos alimentares, in-
dices de iodo e de refracdio; cromatografia em fase gasosa.

INTRODUCAO

Os dleos de peixe tém sido utilizados na formula-
¢fo de alimentos héd muito tempo, principaimente
de margarinas >'¢, Sua producio atingiu a 1,41 mi-
lhdes de toneladas métricas em 1987/RE, correspon-
dendo a0 9° lugar da producio mundial de dleos®.

Estruturalmente, os Oleos de peixe diferem em
muito dos outros dleos porque contdém uma grande
variedade de gcidos graxos com 20 a 22 dtomos de
carbono, altamente insaturados, destacando-se o €i-
cosapentaendico (EPA) e o docosahexaendico
(DHA), da séric dmega-3°26%,

* Realizado na Segio de Oleos, Gorduras ¢ Condimentos e no Laboratdrio da Diviso de Bromatologia ¢ Quimica
do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, 8.P. Apresentado no “laternational Meeting on Fats & Oils Technology®’,

Campinas, 1961,
*% Bo [nstituto Adolfe Lutz.

75



BADOLAT(O, E.S.G.; CARVALHQ, 1.B. de; TAVARES, M. & AUED-PIMENTEL, S. — Determinagfo dos dci-
dos elcosapentaendice {EPA) e docosahexaendico (DHA) em éleo de sardinha (Sardinelia brasiliensis) brasileira
e em suplementos alimentares & base de dleo de sardinha. Rev. Inst. Adolfo Luiz, 51(1/2):75-81, 1991,

Esies dcidos s8o caracteristicos dos oleos de pei-
xe, nfio ocorrendo em outros dleos em quantida-
des além de tracos™ &,

Os peixes de qualquer espécie apresentam com-
posicdo em dcidos graxos bem diversificada devi-
do a vdrios fatores, como alimentacio disponivel,
hébitos alimentares, idade, sexo, temperatura da
agua, localizacdo geografica e estagfo do
ano'*¥, Face a essa composico tdo variada, os
Oleos de peixe sdo de consideravel interesse biogui-
mico, metabdlico, nutricional ¢ farmacéutico®,
tendo se intensificado as pesquisas cientificas jus-
tamente pelos numerosoes beneficios a eles atribui-
dos, em particular a seus acidos EPA e DHAM,

(s efeitos benéficos a0 organismo humano dos
acidos graxos polinsaturados (PUFAs) dos dleos
de peixe, foram especialmente enfocados cm alguns
eventos cientificos internacionais, sendo o pionei-
ro realizado nos Estados Unidos, em 19857, além
de outros dois ocorridos no Canada e na Iidlia, em
198812, Esses efeitos estdo associados ao seu papel
na integridade das membranas bioldgicas, a sua ca-
pacidade de reduzir o teor de lipidios séricos ¢ &
sua conversio acs compostos chamados eicosandi-
des, que apresentam uma acéo direta sobre a fi-
siologia ¢ sistema vascular®i®.

Os efeitos acima referidos 18m sido mais eviden-
1es nas popuiacdes cujas digtas tém baixo teor de
gordura, como 0s japoneses das vilas de pescado-
res, com baixa incidéncia de problemas cardiacos,
e o5 ssquimés'®. Em adicfo, cabe destacar que os
casos de esclerose miltipla sdo raros nas 4reas li-
torineas, onde é facil o consumo de peixes®! e que
o interesse cientifico pelo presumivel potencial hi-
polipidémico e anti-aterogénico dos dcidos graxos
da série Hmega-3, surgin de um estndo com
esquimads®.

Hoje, j4 se pode afirmar que hd grande evidén-
cia de que as dietas 4 base de PUFAs podem redu-
zir o desenvolvimento de  doencas
coronarianas!t!®, Assim, nos 1ltimos anos, a
maior parte das pesguisas com os dcidos graxos
Gmega-3 objetiva determinar seus efeitos imuno-
i6gicos a antiinflamatorios, principalmente nos ¢a-
sos de asma, artrite reumatéide e auto-
imunidade®. De concreto, sabe-se que o consumo
de peixe pode ser benéfico a sadde a longo prazo,
através de mecanismos ainda desconhecidos®®,

Por outro lado, alguns efeitos colaterais séo re-
lacionados ao consumo de Oleos de peixe, entre o8
quais a ocorréncia de manchas amarelas na pele,
“‘doenca da pels amarela’’, a inflamacio do tecl-
do adiposc, “esteatite’”’, e o provével aumento da
susceptibilidade a certas infeccdes??.

A par das precaucOes que devem ser tomadas
guanto ao consumo de éleos de peixe, importante
é saber as doses em que ¢les devem ser oferecidos
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80s organismos, particularmente gestantes, lacten-
tes e criancas, para as quais a ingestdo dos PUFAs
¢ indispensdvel®,

Diante dos efeitos benéficos e dos efeitos cola-
terais devidos & ingestiio dos dcidos graxos Hmega-3
e também & insuficiéncia de dados experimentais
sobre o assunto, o “Food and Drug Administra-
tlon'* (FIDA) proibiu a comercializagdo de dleos de
peixe como medicamento nos Estados Unidos,
enquadrando-os na categoria de suplemento ali-
mentar?,

No Brasil, a oferta no coméreio de suplementos
alimentares & base de ¢leo de peixe, contendo 0s
deides EPA e DHA., encapsulados, vem crescen-
do ultimamente, bem como as solicitactes de and-
iises no Instituto Adoifo Luiz para fins de registro
de novas marcas desses produtos no Ministério de
Sadde. De acordo com ¢ declarado pelos interes
sados, o oleo, geralmente de sardinha, € importa
do da Inglaterra e apenas encapsulado em noss
pais. A formula convencional garante gue o pro
duto contém 180 mg de EPA e 120 mg de DHa
por grama, Em alguns casos, tem a adiglo de vita.
mina E ou tocoferol como antioxidante.

Com relagio aos teores de EPA e DHA, a
literatura!® refere que a gordurs dos peixes mais
comuns tem de 8 a 12% do primeiro e de 102 20%
do outro dcido sobre o total de dcidos graxos. Es-
pecificamente para o 6leo de sardinha, um dos pou-
cos trabalhos publicados sobre o produto brasilei-
ro informa gue a soma dos dois 4cidos atingiu a
37,73%, ndo os discriminando individualmente,
empregando-s¢ a espécie Sardinella qurita®, en-
quanio que para o 6leo de sardinha japonés alcan-
gou 29,0% (EPA, 16,8%; DHA, 12,2%)%, ¢ pa-
ra 0 americano 37,1% (EPA, 11,3%; DHA,
25,8%)1%, Se aquele teor de 37,73% pudesse ser
generalizado para o dleo de sardinha brasileiro, se-
rig © caso de se repensar a importacio do dleo, agui
comercializado como suplemento alimentar, basea-
do na feoria de que os peixes de dguas mais frias,
como as da Inglaterra, sejam mais ricos em PU-
FAs do gue os de regides tropicais, como o
Brasil®!, teoria, diga-se de passagem, contestada
por BIMBOQS,

o Brasil, a sardinha é o peixe mais popular, re-
presentando cerca de 50% da comercializaglc de
pescade no EBntreposio Terminal de S3o Paulo
(CEAGESP), o maior do pais®. Na Regific Sudes-
te, a espécie mais explorada é a sardinha-verdadeira
(Sardinella brasiliensisy*. Sobre &leo de sardinha
brasileira, praticamente ndo existern dados publi-
cados sobre a sua composicio e produgéio.

Considerando os fatos anteriormente abordados,
0 presente traballio tem por objetivo avaliar a qua-
lidade de suplementos alimentares 4 base de dlea
de sardinha, disponiveis no mercado ou em proces-
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sa de registro no Ministério da Sadde, bem como
6leo de sardinha brasileira, extraido em laboratéd-
rio da espécie Sardinelly brasiliensis, através da de-
terminagio dos seus contendos dos dcidos EPA e
DHA e, complementarmente, dos indices de iodo
e de refracfo, visto gue esies estdo correlaciona-
dos com o grau de insaturacad dos dcidos graxos®.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 19 amostras de suplementos
alimentares 4 base de dleo de sardinha, importa-
dos da Inglaterra e encapsulados no Brasil, sendo
10 delas enviadas para andlise no Instituio Adoifo
Lutz pelos préprios importadores, para fins de re-
gistzo do produto no Ministério da Sadde, ¢ 9 ad-
guiridas no comércio da cidade de Sao Paulo, to-
das estas de diferenies lotes. As suas respectivas
marcas estdo representadas por letras do alfabeto
{marcas iguais est8o representadas pela mesma le-
tra}, Foram analisadas também 8 amostras de éleo
de sardinha {Sardinella brasiliensis) brasileira, ex-
trafdo em laboratdrio, As sardinhas foram adqui-
ridas no comércio das cidades de S8¢ Paulo e San-
tos, em diferentes épocas do ano.

O dleo das sardinhas foi extraido através de
adaptacio do método de STANSBY & LEMON®,
que consiste em: pesar cerca de 40 g da sardinhs,
sem cabeca e sem cauda, transferir paya um fras-
co Erlenmeyer de 500 ml ¢ adicionar 30 g de sulfa-
to de sddio anidro e 200 mi de éter etilico. Agitar
por 60 minutos. Decantar ¢ filtrar para um balfio
de fundo chato de 300 mi, com boca esmerithada.
Evaporar ¢ filtrado num evaporador rotativo e fil-
trar, obtendo-se o dlec par a execuglio das analises.

A metilacio e andlise dos ésteres metilicos dos
atidos graxos de todas as amostras fol efetuada
conforme as técnicas descritas nas Normas Anali-
ticas do Instituto Adolfo Lutz!’. Fol usado um
cromatografo a gds, com detector de fonizagdo de
chama, acoplado a um integrador. Os componen-
tes foram separados em coluna capilar de sifica fun-
dida Carbowax 20 M, de 25 metros. Foram obser-
vadas as seguintes temperaturas de operagfio: in-
jetor, 260°C; detector, 260°Cy coluna, programa-
da de 60 a 260°C,

Os 4cidos eicosapentaensico (EPA) ¢ docosahe-
xaendico {DHA) foram identificados por meio de
um padrdo gualitativo de uma mistura de estéres
de fcidos graxos polinsaturados *PUFA-1 SUPEL-
CO”. A quantificaclo dos mesmos fol realizada
por normalizacio de drea.

Em todas as amostras, foram determinados ain-
da os Indices de iodo (método de Wijs) e o de re-
fragdo a 40°C, empregando-se um refratdmetro de
Abbé, de acorde com & metodologia deserita nas
normas acima referidas.

RESULTADOS B DISCUSSAD

A tabela 1 apresenta a composigio em dcidos
graxos BPA e DHA e os valores dos indices de io-
do e refracio das amostras dos suplementos alimen-
tares a4 base de Gleo de sardinha estudados, bem
como a média ¢ o desvio-padrio,

Os resultados obtidos revelaram que apenas uma
amostra (VH-1}, dentre as 19 analisadas, mostrou
porcentagens dos acidos EPA ¢ DHA bem abaixo
dos valores declarados na férmula apresentada pa-
ra fing de registro, O respectivo {ndice de iodo foi
o mais baixe de todos, correlacionando-se, portan-
to com os baixos teores dos dois acidos; entretan-
to, o indice de refracdo da referida amostra foi si-
milar aos das demais. Esta amostra ndo foi consi-
derada no calculo da média e desvio-padrio dos
suplementos alimentares porgue apresentou valo-
res discrepantes dentro do conjunto de dados reu-
nidos na tabela 1.

Quanto 4 demais amostras, a LP-3, adquirida
no comércio, foi a dnica a apresentar a somatoria
dos dcidos EFPA ¢ DHA exatamente igual a relata-
da para os suplementos comumente disponiveis no
mercado mundial, ou seja, 30%7. Por seu turno,
outras amosiras apresentaram guase todos os itens
analisados fora das respectivas médias e desvios-
padrdc mas, mesmo assim, foram aceitas como
aprovadas, pois o afastamento talvez se deva a al-
gum dos fatores que costumarn afetar a composi-
¢io dos déleos de peixe, tornando-a tdo
diversificada**, e ndo necessariamente a uma
fraude. Alids, no unico trabalho publicado dentro
da literatura consultada?, abordando os conjeidos
de EPA e de DHA em suplementos alimeniares &
base de dleos de peixe, realizado no Canada, os au-
tores consideraram como puras, amostras que exi-
biram desvios até maiores do gue os aqui encon-
trados, atribuindo-os 4 susceptibilidade desses pro-
dutos & oxidaglo, tendo como consequéneia a pre-
senca de polimeros durante ¢ seu fabrico € a dimi-
nuicdo dos teores dagueles dois dcidos.

Contrariando a teoria!?, os suplementos ora
analisados mostraram guantidades do adide EPA
superiores &s de DHA. Dado o sigilo demonstra-
do pelos importadores quanto ao modo de prepa-
ro desses produtos, ficou dificii deduzir se foi em-
pregado algum processo com o intuito de concen-
trar o primeiro dcido, por ser ele metabolizado di-
retamente pelo organismo?’, ou se seria uma ca-
racteristica dos Oleos de sardinha da Inglaterra. A
primeira hipétese pode ser vidvel dado o avango
nas técniceas de criagio dos peixes, onde € possi-
vel modificar a composicio da sua gordura, visan-
de o aumento das goantidades do dcide
eicosapentaendico'®.

A tabela 2 apresenta a composicdo em acidos
EPA e DHA e valores dos indices de iodo e de re-



BADOLATO, E.8.G.; CARVALHOQ, 1.8, de; TAVARES, M. & AUED-PIMENTEL, S. — Determinacdo dos dci-
dos cicosapentaendico (EPA) ¢ docosahexaendico (DHA) em ¢leo de sardinha (Sardinelia brasiliensis) brasiieira
& ¢m suplementos alimentares & base de dleo de sardinha. Rev. Insi. Adolfe Lusz, 51(1/2375-81, 1991,

TABELA 1

Composicéo em deidos graxos eicosapentaendico e docosahexaendico (%) e indices de iodo
e de refracdo de suplementos alimentares & base de ¢leo de sardinha.

ACIDOS GRAXOS (%) INDICES
AMOSTRAS EPA* DHaA®* EPA + DHA Todo {Wijs} Refragdo a 40°C
VH-1 7.1 6,7 13,8 1547 1,4760
NM-1 17,0 11,8 28,8 176,6 1,4761
8C-3 18,4 16,2 28,6 178.9 1,4760
NT-t 16,4 10,8 27,2 188.6 1,4760
VE-1 19,1 11,6 36,7 183.5 1,4760
VE-2 18,4 10,6 29,0 83,5 1,4760
VE-3 16,9 9,3 . 26,2 186,0 1,4760
VF-4 18,3 9,2 27,8 186,7 1,4760
MX-1 17,6 11,2 28,8 174,3 1,4750
MX-2 i6,7 11,0 27,7 1847 1,4762
FT-1 ig,8 11,1 29,9 85,9 1,4760
PP-1 i5,4 9,5 24,9 i82,2 1,4760
PP-2 16,8 16,4 27,2 177,8 1,4760
pp-3 17,2 11,2 28.4 1718 1,4761
PE-4 19,1 16,8 29,9 71,2 1.4762
LP-1 i8,8 14,9 25,7 183,35 1,4761
LP-2 i8,2 11,2 294 1790 1,4760
LP-3 19,0 11,0 30,0 179,7 1,4760
LP-4 18,2 9,2 27,4 178,4 1,4770
Media 17,8 10,6 28,4 i81,4 1,4760
Dy 1,1 0,6 1,5 4,1 0,0004

* BPA = dcido eicosapentaendico
## DHA = dcido docoszhexaendico
=% DP = desvio-padrio,

TABELA 2

Composicio em detdos graxos eicosapentuensico ¢ docosahexaendico (%) e indices de iodo e de refragdo
de dleos de sardinha (Sardinella brasiliensis) brasileira,

o ACIDOS GRAXOS (%) INDICES
AMOSTRAS N EpA* DHAY* EPA + DHA Iodo (Wijs) Refragéio a 46°C
1 7,7 27.3 35,0 i67.8 1,4755
2 6,8 8.6 15,4 166,4 1,4760
3 9,2 13,0 22,2 168,3 1,4736
4 4.5 10,9 25,4 70,8 1,4740
5 7,7 19,7 27,4 164,6 1,4734
6 9,2 15,6 24,8 176,5 1,4747
7 1L% 16,1 272 i77, 1,4749
8 132 13,0 26,2 170,2 1,4720
Média 9,9 13,5 25,2 170,2 1,4743
Dp#ss 2.8 5,8 5,5 4,3 0,043

* EPA = 4cido eicosapentaendico
= DHA = dcido docosahexaendice
kit PP = desvip-padrao

78



BADOLATO, BE.S.G.; CARVALHO, 1.B. dé; TAVARES, M. & AUED-PIMENTEL, S, — Determinacfo dos dci-
dos cicosapentaendico {EPA) e docosahexaendico (DHA) em ¢lec de sardinha (Sardinella brasiliensis) brasileira
e em suplementos alimentares 4 base de dleo de sardinha. Rev, Inst. Adolfo Luwtz, 31(1/2):75-81, 1691,

fragio relativos aos oleos de sardinha brasileira,
extraido em laboratério, ¢ suas respectivas médias
¢ desvics-padréo.

Pode-se notar que todas as amostras apresenta-
ram pelo menos um item, entre 05 analisados, fo-
ra da média ¢ desvio-padrio . Embora a espéeie
de sardinha empregada tenha side a mesma, ou se-
ja, Sardinefla brasiliensis , a grande variacdo na
composicio em Acidos graxos se revelou mais uma
vez, neste caso em oleo de sardinha, face &s dife-
rentes épocas do ano e localizagfo geografica quan-
do da captura

Cabe ressaltar que, embora apenas a amostra 1
tenha apresentado a soma dos teores de EPA e
DHA acima dos convencionais 30% (300me/g), 6
entre 8 amostras exibiram quantidades de DHA su-
periores & formula-padrdo declarada para 0s su-
plementos alimentares importados, 10 presente tra-
baiho. No caso da amostra 1, o contetdo de DHA
foi superior até ao valor maximo de 20% constan-
ie na literatura'®. J4 os teores de EPA foram in-
feriores, em todos 0s casos, aos padronizados 18%
(180mg/g).

Os valores dos indices de iodo ¢ de refragfo, por
sel turno, estiveram cocrentes com 0§ percentuais
de EPA e de DHA encontrados, 4 excegéo do in-
dice de refracdo da amostra 2.

Excetuando-se a amostra 1, as quanticdades dos
dcidos EPA e DHA encontrados para os dleos de
sardinha brasileira foram inferiores, na somatoria,
a0s dos suplementos alimentares a base de &leo de
sardinha da Inglaterra. Isso vemn confirmar a teo-
ria de que os 6leos de peixe de dguas mais frias sdo
mais ricos em Acidos graxos pelinsaturados do que
os de regides tropicais®. No que se relaciona as
quantidades referidas na Hteratural?, isto €, EPA
{8 al2%)e DHA (10 a 20%), a maioria das
amostras de oleo de sardinha analisadas se en-
quadra nessas faixas, principalmente no caso
do dcido docosahexaenoico.

A figura 1 apresenta, como Hustracio, um
cromatograma caracieristico de éleo de sar-
dinha, diga-se de passagem correspondente
uma das amostras analisadas, com destague
para os acidos EPA e DHA, 14 representados
pelos seus simbolos numéricos, 20:5 e 22:6,
respectivamente. Néo foram destacados os pi-
¢os dos demals dcidos por ndo estarem incluf-
dos no objetivo deste trabatho.

Quanto 4 metodologia analitica emprega-
da, deve ser ressaltada que a cromatografia
em fase gasosa revelou-se uma técnica adequa-
da na detecclo dos acidos graxos dmega-3,
EPA ¢ DHA, considerado nim desafio em and-
lise de alimentos®, Essa constatagdo ja havia si-
do feita no caso de dleo de figado de bacalhay, gue
contém ambos os acidos, principalmente DHA®.

No presente trabatho, o uso de coluna capilar de-
ve ser destacado devidoe & boa resolugdo na identi-
ficacdo dos componentes tanto dos suplementos ali-
mentares como dos dleos extraidos em laboraté-
rio, como pode ser observado na figura 1. Jd o mé-
todo gualitativo utilizado para extrair o éleo das
sardinhas, adaptado de STANSBY & LEMON
(quantitativo)®, também foi adeguado, dada a
simplicidade e rapidez apresentadas.

Finalmente, um detathe importante a ser enfati-
zado € gue os teores de EPA ¢ de DHA encontra-
dos referem-se aos percentuais de cada dcido so-
bre o total de 4cidos graxos e ndo em relaclo ao
contetido por grama de suplemento alimentar. Co-
mo 03 acidos graxos chegam a representar até 96%
da composicio do 6leo®, a margem de erro dos re-
suliadoes, obtida pelo método de normalizacio de
drea, pode ser considerada pequena, quando as
mesmos forem confrontados com a férmula-
padrio dos suplementos, visto que esta € declara-
da por cada grama do produto.

20:5
22:8

N TR .

Cromatograma de dcidos graxos de dleo de sardinha.
(EPA = 20:5; DHA = 22:6)

CONCLUSOES
Apenas uma entre dezenove amostras de suple-
mentos alimentares 4 base de Gleo de sardinha apre-
sentou teores dos dcidos cicosapentaendico e do-
cosahexaendico bem afastados da média e desvio-
padrdo obtidos para o conjunio, em relacdo & for-
mula declarada pelos importadores.

Ao contrdrio dos suplementos alimentarees, seis
enf{re oito amostras de 6leo de sardinha brasileira
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apresentaram baixos teores dos dcidos EPA, po-
rém valores de DHA acima daguele convencional-
mente adotado para os suplemenios €, num caso,
superior até ao limite maximo referido na literatu-
ra, podendo ser usados como matéria-prima de boa
qualidade para a elaboracfo daquele produto.

Os suplementos alimentares, elaborados com
oleo de sardinha da Inglaterra, apresentaram a so-
matéria dos dcidos EPA e DHA superior 4 encon-
trada para os oleos de sardinhas brasileiras, con-
firmando assim, a teoria de gue os peixes de dguas
mais frias sdo mais ricos em acidos graxos polin-
saturados do gue os de dguas tropicais.

Os valores dos indices de iodo obtidos se corre-
lacionaram com o grau de insaturacio dos acidos
eicosapentzendico e docosahexaendico, ndo ocor-
rendo o mesmo com os indices de refracio, pro-
vavelmente devido & grande variacdo na composi-
¢cdo em 4acidos graxos apresentada pelos dleos de
peixe,

A cromatografia em fase gasosa, revelou-se um
método adeguado para identificar ¢ guantificar os
acidos EPA ¢ DHA dos suplementos alimentares
e dos 6leos de sardinha extraidos em iaboratorio,
especialmente pelo fato de se ter usada uma colu-
na capilar. O método gualitativo adaptado para ex-
trair 0 oleo das sardinhas também foi adequado.

Deve ser exigido dos impoertadores e dos fabri-
cantes dos suplementos um melhor esclarecimen-
10, por ocasido do registro do produto, quanio &0
processo de fabricagdo, a fim de que os apalistas
possam methor interpretar os resultados encontra-
dos.

A verificacfo da composicdo dos suplementos
alimentares ¢ importante, visto que estando em de-
sacordo com a formula, o produto néo s6 lesa o
consumidor como pode trazer prejuizos 4 sua satk-
de, particularmente no caso de certas doengas car-
diovasculares.

Até que o5 mecanismos dos efeitos colaterais dos
suplementos alimentares a base de Gleos de peixe
seiam melhor estudados, seria recomenddvel um
controle mais rigido no coméreio e na ingestdo de
capsulas desses produtos, bem como o incentivo
ac consurne regular de peixes.
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BODOLATO E.S.G.; CARVALHO, 1.B. de; TAVARES M. & AUED-PIMENTEL, S. — De-
fermination of eicosapentaenoic {EPA} and docosahexaenoic (DHA) acids in Brazilian
sardine {Sardinella brasilfensis) oil and in encapsulated sardine oil supplements. Rev Adolfo

Lutz, 51 (1/2):75-81, 1991,

ABSTRACT: Fish oils are the most important natural reservoir of polyunsaturated fatty
acids, like omega-3 eicsapentaenocic (EPA) and docosahexasnoic (DHA), (0 whom are airibut-
ed benefits in prevention and treatment of certain cardiovascular diseases. The increasing of
the offer of encapsulated fish oil supplements led us to verify their quality. For this purpose,
19 samples of sardine oil supplements, imported from England and encapsulated in Brazl, and
8 samples of Brazilian sardine (Sardinella brasiliensis) oil, extracted in laboratory, were ana-
iysed for their contents of EPA and DHA acids, in total amounts of fatty acids, by gas chro-
matography on 2 CARBOWAX 20 M fused silica capillary column. in all the samples were
also determined the iodine value (Wijs} and the refraction index at 46°C. The results showed
that enly one of the samples of sardine oil supplements was very much in disaccording with
declared pattern-formula and is iodine value was very low 100, In the other hand, the sardine
oils anlysed showed low amounts of the EPA acid and low iodine value and refraction index;
6 among 8 of the sampiles analysed showed levels of DHA upper than the required for the sup-
plements (126 mg{g), compensating the low values of EPA found, Then the Brazilian sardine
oll investigated may be considered of good quality for use as raw material for the manufacture

of those supplements.

DESCRIPTORS: sardine oil, determination of eicosapentaeneic and docosahexaenoic acids in;
sardine oil, iodine value and refraction index; alimentary supplemenis, determination of eicosapen-
taengic and docosahexaenoic acids in; alimentary supplements, jodipe value and refraction in-

dex; gas chromatography.
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RESUMO: Foram selecionadas amostras de sangue humane, comn sorplogia negativa para
HIV ¢ hepatite B, para s avaliar as condigdes de preparo e estabilidade de lisades hemoglobinicos,
no monitoramento da guantificagdo da hemoglobina. A metodologia empregada foi um siste-
ma de congelamento e descongelamento gue originou um padric de hemoglobina estdvel por
6 meses e de baixo custo operacional, que poderd ser utilizado nio controle de qualidade intra
¢ interlaboratorial do deseamento de hemoglobina.

DESCRYTORES: controle de qualidade, padric de hemoglobina.

INTRODUCAO

Piante das dificuldades de conservacio das
amostras controles {recém-colhidas), devido prin-
cipalmente ac problema de transporte que provo-
ca exposiclo 4 variagio de temperatura, o PIEEC,
**Plan Internacional de la OMS de Evaluacion Ex-
terna de Calidade’™ sugere preparar lisados estéreis
para a hemoglobina e sangue estabilizado para as
contagens celulares, por fixacdo com formaldeldo
ou glutaraldeido®*’. :

Para obtengdo de controles de forma simples e
eficaz a World Health Organization sugere misturas
de varias amostras de sangue, selecionadas pela
dosagem de hemoglobina com valores superiores
a 13,0 g/dL

O obietivo do presente trabatho € a padroniza-
cdo do preparo de lisados hemoglobinicos a partir
de um ‘“‘pool”’ de sangue humano composto por
amostras encaminhadas pelas unidades bdsicas de
satide, selecionadas pela dosagem de hemoglobi-
na segundo WHOME, e sua utilizacio em labora-

torio de Satde Piblica, no controle de qualidade
interno e externo.

MATERIAL E METODOS

Preparamos dois lotes de padrdes de hemoglo-
bina com concentraco (8,0 g/dL TAL ¢ 15,0
g/dLIAL) e utilizamos um terceiro adquirido ex-
ternamente (13,7 g/dL Celm),

O ““pool’” de sangue humano foi selecionado de
mistura de cinco amostras {5 mL cada), colhidas
com EDTA separando-se o plasma por centrifuga-
¢io (1500g), com testes negativos para HIV ¢ Hepa-
tite B® processados em capela de fluxo laminar,
filtrados a vdcuo ¢ aliquotados em frascos estéreis
e conservados a 4°C

Hemolisados. O preparo do hemolisado seguin
as seguintes etapas;

1) Centrifugou-se o sangue em [rasco esteriliza-
do de tamanho adequado, a 1500g e por 20
minutos.

2} Adicionou-se 0 ac sedimento de células ver-

* Realizado na Se¢do de Hematologia do Institute Adolfo Lutz

Do Instituto Adolfo Latz,
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melthas, igual volume de solugfo fisioldgica estéril,
misturando-se por inversdo, centrifugando-se, des-
cartando-se 0 sobrenadante e a camada superficial.

3) Repétiu-se a lavagem por tréds vezes conseci-
{ivas, para assegurar 4 completa remogdo do plas-
ma, leucdceitos e plaquetas.

4} Os globulos vermethos foram lisados por con-
gelamento (-20°C) e descongelamento para obter-
se hemdolise total,

5) Adicinou-se ignal volume de cloroférmio ao
hemolisado, agitando-se vigorosamente com auxilio
de um vibrador mecénico e refrigerou-se “‘over
nigth’’ para permitir a separacfio do estroma.

6} Apods 24 horas, centrifugon-se a 1500g por 20
minutos, descartando-se a camada lipidica extraida.

7} Filtrou-se em papel de filiro Whatmann n® 42
adaptado em um Funil de Buchner ligado a trom-
pa de succdo.

8} Para cada 70 mi do lisado, adicionou-se 30
ml de glicerol puro e para cada 500 m! do glicerol-
lisado, adicionou-se uma dose de penicilina-
estreptomicina {1000 UI/5000 UL, Para obter-se
uma congentracio mais baixa, adicionou-se 30%
{v/v} de glicerol em 9g/L de solucio fisiolégica ao
concentrade lisado. Estocou-se a 4°C,

9) O material preparado foi distribuido em fras-
cos esterelizados tipo penicilina. O produio
mantém-se estavel por dois anos guando conser-
vados fechados ¢ lacrados segundo o YCSH. Os do-
seamentos sequenciais foram realizados em hemo-
globindmetro semi antomatizado da Celm, CC 110
e Hb 520, ¢ a concentracio de Hb da amostra foi

determinada em espectrofotdmetro digital Micro-
nal B 34211, aplicando-se a formula indicada pelo
ICSH®, Foram realizados paralelamente aos do-
seamentos semanais, controles de contaminacio
por microorganismos {bactérias e fungos} durante
6 meses,

Q tratamento estatistico foi efetuado correlacio-
nando-se 0s resultados obtidos com os padrdes [AL
8,0 g/dL e 15,0 g/dL e Celm 13,7 g/dL.

Métedo de Determinacio da Concentragfo He-
moglobinical %9,

Conc. de Hb(g/dL) = A(340) x 64500 x 201
44 x d x 1000 x 10

onde:

A (540) = absorbéncia da solugdo de cianometa-
hemoglobina (HICNY em 540 nm

201 = fator de diluigdo (20 uL. / 4 mL)
44 = ¢oeficiente de extinglo milimolar (11)
d = gspessura da cubetaemem{(d = 1 om)
10G0 = fator de conversdo de mg para g
10 = fator de conversio de g/L para g/dL
64500 = peso molecular de Hb (aproximado a

partir do dado base de 64438),

As determinacdes de hemoglobina foram efetua-
das em 3 grupos de 82 amostras cada. A concen-
tracio hemoglobinica dos lisados foram compara-
dos com padrdo 13,7 g/dL Celm.

RESULTADOS

Os resultados estatisticos obtidos estdo apresen-
tados de forma resumida na Tabela 1

TABELA 1

CONCENTRACOES DE PADROES DE Hb (g/dL)

8,0 IAL 15,0 1AL 13,7 CELM
N determinacdes 82 82 82
Média & d. p. 7,961 + 0,103 15,616 + 0,127 13,656 = 0,i29

Quando comparados entre si {(p<0,03) encontra-
mos os seguintes resultados: o coeficiente de cor-
relagdo entre os padrdes AL 8 ¢ 15 g/dL foi de
0,9835 para wm ¢ critico de 0,22, 0 gue nos mostra
a significancia destes resultados. Entre 05 padrdes
FAL 8g/dl e Celm 13,7 g/dL. o r = 00,9918, entre
os padrdes TAL 15 g/dl e Celm 13,7 g/dl. ©
r = 0,9896, portanto com significincia similiar 4
comparacio anterior.

Apresentamos na figura I as retas de regressdo
finear obtidas comparando-se as determinagdes dos
padrées 8 IAL, I5TAL e 13,7 Celm. Os coeficien-
tes angulares foram: 0,5237 para areta A e (,5808
para a reta B o que equivale a dizer que o compor-

84

tamento dos padrdes foi semeihante,

A metodojogia empregada segue as normas do
Comité Internacional de Hematologia, porém
adaptada a nossa realidade.

Nossa contribuicdo foi a introduco de um sis-
tema de congelamento e descongelamento de amos-
tras que facilita o manuseio, garanfindo maior
quantidade de lisados hemoglobinicos em compa-
raco ao método preconizado pelo ICSH.

Os testes realizados em nosso laboratdrio, utilizan-
do dosagens semanais, mostraram boa reprodutibi-
lidade e conservagio, semelhantes ao padrio comer-
cial nacional {Celm-giobin) {Tabela 1). Nio obser-
vamos nenhuma contaminagdo do material durante
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o perfodo de 6 meses nos frascos em uso, entre-
tanto, nfo foi obietivo deste trabalho controlar a
contaminagfo de frascos lacrados por 2 anos.

CONCLUSOES

— A preparagio preconizada pelo YCSH modi-
ficada em nossos laboratdrios tem um comporta-
mento comparave! aos produtos comercializados
acrescentando as vantagens:

&) menor custo operacional e independéncia de
fontes fornecedoras externas,

by A obtencfio de um material estdavel poderd via-
bilizar um intercdmbio entre os laboratorios que
compdem a rede SUDS.SP e outros, permitindo
a implaniacio de um sistema de controle de quali-
dade intra e extralaboratorial.

¢} Pode ser usado para monitoramento das rea-
¢des de quantificacdo das hemoglobinas devido a
sua simplicidade e grande reprodutibilidade.

FIGURA 1
Comparago entre as curvas obtidas com
0s padrdes hemoglobinicos

llii‘lilll(il‘li[‘l’ Lt

&
oW 0o

T o opoM N MY D

PR

RTINS AT LA I Ao A

b H 4 b i %

DITOLALR

Reta A: Comparacdo entre padrdes 8,0 g/dL IAL e
13,7g/dL Celm.

Reta B: Comparacde enire padroes 15,0 g/dL. AL ¢
13,7g/dL Celm.
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ABSTRACT: Hepatitis B and HIV negative human blood samples were selected in order
to evaluate the conditions of stable lysates in the monHoring of hemoglobin quantification. For
this purpose, we employed a freezing-defrosting system which generated an inexpensive
hemoglobin standard, stable for 6 months. This methodology could be sucessfully used in the
quality control of all laboratories involved with hemoglobinic quantification.

DESCRITORS: quality control, hemoglobin standard.
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LANDGRAF, L.M. & VIEIRA, M.F.P. - Haemophilus influenzae iselados de Hquido cefa-
lorraquidiane — Fregiléncia dos biotipos @ sorotipos. Rev. Inst. Adolfe Lutz, 51{1/2):87-91,
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RESUMO: Hoemophitus influenzae causam varias doengas invasivas, das quais a menin-
cite é a mais fregiiente, ¢ se constituem em urma grande ameaca 4 satde em todo o mundo.
Nos exames laboratorials do Hguido cefajorraquidiano (LCR) realizados na Secdo de Bacterio-
iogia do Instituto Adoife Luiz, Centro de Referéncia Nacional para meningites, Sfo Paulo,
SP, esta bactéria tem figurado como um dos agentes eticldgicos predominantes das meningites.
Foram estudadas 1.000 cepas de . influenzae isoladas de LCR no periodo de 1977 a 1990.
A caracterizacdo da especie H. influenzae e a definicio dos biotipos foram obtidas através do
estudo de propriedades bioguimicas, e também foram determinados os sorotipos através de rea-
ches de aglufinagdo com antissoros especificos. Dentre os biotipos, o mais fregiiente foi o 1
(70,9%), seguido do 1I{27,5%). Com relacio aos sorotipos o b foi ¢ mais prevalente (99,3%),

mas sorotipos ¢ {0,690} ¢ ¢ (0,1%) também foram encontrados.

DESCRITORES: Haemophilus influenzae; H. influenzae, biotipos e sorotipos; meningi-

tes por H. influenzoe.

INTRODUCAQ

Membros do génere Haemophilus s&0 parasitas
obrigatdrios integrantes da microbiota normal do
trato respiratério, mais propriamente do oro-
faringe, do homem e de alguns animais. A espécie
H. influenzae é responsavel por uma variedade de
doengas em humanos, gue variam de uma simpiles
faringite a doengas graves como a meningite.

Morfologicamente, H. influenzae s3o bacilos
Gram negativos que podem se apresentar como co-
co-bacilos ¢ formas filamentosas caracterizando
pleomorfismo. As coldnias em agar chocolate so
lisas, baixas, convexas, acinzentadas, transhicidas
¢ atingem de 0,5 a 1,0 mm de difmetro. Ndo apre-
sentam hemolise em dgar-sangue. Cepas isoladas
de infeccdes invasivas sdio geralmente encapsula-
das.

O crescimento destes bacilos em meio de cultu-

** Do Instituto Adolfo Lutz,

Ta é caracterizado pela sua dependéneia do chama-
do fator V. Este fator esté proximamente ligado
a0 processo de oxidacfo-reducdo do crescimento
celular, sendo uma das duas co-dehidrogenases,
NAD ou NADP, ou certos precursores indefinidos
das mesmas, Sdc também desprovidos da capaci-
dade enzimdtica de converter o dcido delta-
aminolevulinico & porfirina, exigindo, portanto he-
mina do sangue ou fator X,

A diferenciacio das espécies de Haemophilus,
no entanto, requer cufras provas além da depen-
déncia dos fatores V e X. As reacles de degrada-
¢fo de carboidratos e outras reagdes bioquimicas
sfo dados importantes para a caracterizagio de es-
pécie e de hiotipos, como também ¢ importante a
determinacio dos sorotipos através da pesquisa dos
antigenos capsulares.

Considerando-se a importincia do H. influen-
zere que endre nos tem sido agente frequente de me-

* Realizado na Secdo de Bacieriologia do Instituto Adolfo Lutz, 38c Paulo, SP,
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ningites, foi estudada a caracterizaciio dos bioti-
pos e sorotipos de cepas isoladas de liquido cefa-
lorraguidiano, na regidc de Sdo Paulo, SP, Bra-
sil, no perfodo de 1977 a 1890,

MATERIAL E METODOS

Cepas de Haemophilus sp, em um total de 1,000,
foram isoladas de amostras de liquido cefalorra-
quidiano (LCR) no laboratério de Bacteriologia do
Instituto Adolfo Luiz, Centro de Referéncia Na-
cional para meningites, S0 Paulo, 8P, Recomen-
dou-se a semeadura direta logo apds a puncéo, de
pelo menos 5 gotas do LCR em 4gar chocolate a
5% (sangue de coelho), tendo como meio base o
agar Mueller Hinton. O meio de cultura semeado
foi incubado o mais rapido possivel a 35-37°C em
ambiente de 5-10% de CO2 e umidade’. Haven-
do crescimento, foram realizados esfregacos cora-
dos pelo método de Gram modificado por
Hucker®. A presenca de bacilos Gram negativos,
predominantemente de coco-baciios, e com carac-
teristicas de pleomorfismo, de culturas com colg-
nias pequenas, translicidas, acinzentadas, orien-
tou para a realizacio da prova de satelitismo em
placa de dgar-sangue de carneiro a 5%, base 4gar
comum’, na qual tarbém foi observada a presen-
¢a ou auséncia de hemdlise. O indculo para esta
prova correspondeu a uma diluicdo a 1:100 de uma
suspenséo com turbidés equivalentc a 0,5 da esca-
la de McFariand. Para o estudo das caracteristi-
cas bioguimicas € soroldgicas foram realizadas sub-
culturas em meio agar chocolate a 10% (sangue de
cavalo) base BHI (Brain Heart Infusion). A carac-
terizac&o do género Haemophilus ¢ espécie influen-
zae fol desenvolvida segundo metodologia atuali-
zada empregada no Laboratorio do Prof, Kilian,
em Aarhus, Dinamarca (comunicacfio pessoal). As-
sim, foram realizadas provas de catalase ¢
oxidase!’-** e determinada a habilidade ou ndo
da biosintese de porfirinas a partir do acido delta-
aminclevuiinico (ALA) através do teste da
Porfirina® 3. A degradacio de carboidratos foi
observada em base PRB (Phenol Red Broth), Dif-
¢o, esterilizada por autoclavacio a 121°C durante
15 minutos, a qual foram acrescentados os acuca-
res glicose, sacarose, lactose, xilose e manitol, es-
terilizados por filtragdo, na concentracio final de
1%. A producdo ou ndo de gas resultante da fer-
mentagdo da glicose foi observada com o auxilic
do tubo de Durhan colocado no tubo contendo este
carboidrate'¥. A estas bases foram acrescidos 0s
fatores V e X produzidos no laboratdrio: o V a par-
tir de levedo de péo e 0 X a partir de sangue coa-
gulado, ambos na concentracio final de 1%,
Comparativamente, na observacio da fermentacio

&8

da sacarose, foi empregado NAD {nicotinamide
adenine dinucleotide) comercial Difco ou Sigma
(fator V) em uma conceniracfio final de
10ug/mlib 83004 Ag reagBes de fermentagio,
quando negativas em 24 h de incubaciio, foram ob-
servadas até cerca de § dias. A produ¢do ou nio
de Beta-galactosidase — QONPG — foi deseavolvi-
da segundo Biilow’, como descrita por Lee ¢
colaboradores’. As provas de determinacio das
enzimas triptofanase, urease e ornitina descarbo-
xilase foram realizadas segundo
Kilian®®11.12.43,14.22.24 © Nog  gubstratos para
ornisina'®, urdia ¢ indolV, em guantidades de 0,5
ml em tubos de 12X120, foi emulsionada uma al-
¢a bem cheia do indcule bacteriano de 24 a 48 b
e a leitura realizada apos incubaciio a 37°C por 4
a 24 h. Para a revelacio de indol foi empregado
o reativo de Kovacs!™134*, A identificacio dos so-
rotipos, designados de @ até 1218141921 o) pro-
cessada por soroaglutinacido em 1mina, empregan-
do-se antissoros Difco e os produzides na Secio
de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, segun-
do a metodologia do CDC.

RESULTADOS

As cepas de Haemophilus estudadas se caracte-
rizaram, por apresentarem uma morfologia de ba-
cilos Gram negativos, curtos, porém Hgeiramenie
pleomorficos. As colbnias em Agar chocolate a 5%,
base Mueller-Hinton, eram lisas, baixas, convexas,
acinzentadas, translicidas ¢ pequenas. Nio eram
hemoliticas em dgar-sangue. Apresentaram prova
de satelitismo positiva ¢ prova do ALA negativa
e ndo se desenvolveram em dgar comum. Todas as
cepas foram catalase e oxidase positivas, embora
em algumas a reagio de oxidase tenha sido relati-
vamente tardia. Definindo a espécie H. influenzae,
houve fermentagfo dos carboidratos glicose, sem
producfio de gas, e xilose, com poucas excegdes des-
ta tultima. Confirmando a espécie, ndo houve fer-
mentagio da sacarose com o emprego do NAD co-
mercial, no entanto, com o emprego do fator V
produzido a partir de levedo de pdo, ocorreram rea-
¢Bes positivas falsas.® Foram negativas também as
reacOes de fermentaco da lactose e de manitol
{Quadro 1). A pesquisa das enzimas triptofanase
{indol), urease ¢ ornitina descarboxilase, que defi-
nem a subdivisio em biotipos, revelou que o bio-
tipo I foi 0 mais prevalente nos 14 anos considera-
dos (Tabela I} com a média total de 70,9%. Os so-
rotipos, determinados pelo polissacarideo capsu-
lar, foram predominantemente o sorotipo b
(99,3%), dos guais 99,4% pertenceram ao biotipo
I, com a ocorréncia tambén: dos sorotipos & (0,6%)
¢ ¢ {0,1%). Algumas cepas ndc foram sorotipadas
por auséneia da cdpsula (Tabela ID).
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QUADRO |

Caracteristicas engimdticas dos Haemophilus influenzas
estudados. IAL. Sdo Paulo. SP

Dependéncia de NAD {satelitismo)
Sintese de porfirinas a partir do dcide
delta-aminolevulinico (ALA)
Hemdolise
Catalase
Oxidase
ONPG (Beta-galactosidase)
Acido de glicose
Gés de glicose

Acido de sacarose

Acide de lactose
Acido de xilose
Acido de manitol

+  100%

- 100%
- 100%
+  100%
+  100%
—  100%
+  100%
—  100%
w 100%
- 100%

99,8%

—  100%

TABELA 1

de LCR no periodo de 1977 o 1990, FAL. Sdc Paulo. SP.

Resultados nidmericos ¢ percentuais dos biotipos de H. influenzae fsolados

Ano 1977 1998 1979 1980 1981 1982 B9B}  1SB4 198BS 1986 98T ISR 188%  I8%0 Tl
Biotipo
I N4 i 24 31 2 43 bE] 57 108 34 65 6% it 3l 9
W o100 886 W6 674 691 LY 8,1 ML I T 64 MR 684 614 Y
it N2 4 10 15 13 % 3 16 i 22 » 24 35 15 275
% 4 294 6 305 BT O3NS A6 1S 02 WS B B/S R 2WE
outros N? 1 | 1 3 4 3 2 16
(LIVY) % 1.4 I 14 2,7 4, 32 17 i6
TOTAL & 4 3§ 34 46 42 73 84 74 42 168 98 56 7 46 106
%o 100 00 106 160 160 i 10 109 100 106 100 160 it 0 0
TABELA I
Fregiiéncia dos sorotipos de H. iafluenzae esfudados
ANG 1977 1878 1979 1880 1981 1982 1983 1984 1985 1986 ISRV 1988 1689 180 Total
Sorotipe
a NP 2 i 2 i &
By 4 0% 2 13 3.6
B N? 4 35 i 46 42 7 34 313 16 g5 91 115 45 983
T 100 160 100 100 180 984 100 108 986 991 9TS WY 100 He 993
¢ N? 1 1
L] 14 3,1
Total de capas 4 35 34 46 42 73 84 (XTI T 97 g2 I3 45 988
encapsuladas
NT NP i H 2 { 4 2 i 2
Total de cepas 4 35 34 46 42 3 84 [C T A 1 98 9 7 46 1000
estudadas

NT = nio tipdvel
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DISCUSSAO E CONCLUSAD

Haemophilus influenzae causa vérias doencas in-
vasivas, das quais a meningite é uma das mais gra-
ves, € se constitue em uma grande ameaca a sav-
de, em tode o mundo. Nos Estados Unidos, Fin-
landia ¢ Suécia, H. influenzae tipo b tem sido ¢
agente causal mals fregliente das meningites
bacterianas®®®, Dentre as amostras de LCR dos
casos suspeitos de meningite bacteriana processa-
das nesta Seclo de Bacteriologia, H. influenzae tem
aparecido como o agente prevalente. Excegfio foi
observada quando da epidemia por Neisseria me-
ningitidis, sorogrupo Ce A, de 1972 a 1978, e mais
recentemente, a partir de 1987, com prevaléncia
maior de N. meningitidis sorogiupo B.

O género Haemophilus se caracterizoun por apre-
sentar morfologia de bacilos Gram negativos, geral-
mente pleomorficos, e por produzir prova de sate-
litismo positiva, ndo se desenvolvendo em meios de
cultura simples, como o dgar comum. A prova de
satelitismo €, no entanto, presuntiva e qnando ndo
étecnicamente bem realizada pode levar a falsas in-
terpretactes. Isso ocorre guando o indeulo € muito
carregado e hd crescimento em toda a 4rea semea-
da. Nos casos duvidosos, a prova foi repetida com
indculo diluido, Observamos que o melhor resulta-
do é obtido com um indcuio correspondente a uma
dituiclo & 1:100 partindo de uma suspensdo com tur-
bidés equivalente a 0,5 da escala de McFarland, ¢
aplicada sempre em 4gar-sangue de carneiro'2

A habilidade ou nfo de sintetizar porfirinas a
partir do dcido delta-aminolevulinico (ALA) & um
dado de grande importancia, O emprego do ALA
na determinaciio da dependéncia do fator X vem
esclarecer a divida que surge quande o Heemo-
philus influenzae cresce em presenga somente do
fator V em meio base PRB. Demonstra-se assim
a notoria dificuldade de se produzir um meio de
cultura livre de tracos do fator X ou porgdo férri-
ca do sangue, e também que, mesmo exercendo-se
¢ preparo do indeulo com cuidados extremos, o fa-
tor X é freglientemente carregado do dgar choco-
late. Além da impureza dos meios de cultura, a con-
digdo parcial de anaerobiose que se forma em meio
Hquido como o PRB faz com que esta bactéria se
torne menos exigente ou independente deste fator.

liguido como o PRB faz com que esta bactéria se
torne menos exigente ou independente deste fator,

A importéncia de realizar provas bioquimicas pa-
ra a caracterizac@o das espécies do género Haemo-
philus foi salientada por Kilian!!, quando cita Ha-
ble, Logan & Washington (1971), que, trabalhando
com lquido cefalorraquidiano, reportam o H. pa-
rainfluenzae como causa de meningite, porém seus
resuitados foram baseados somente na dependéncia
dos fatores V e X. Estas provas sio consideradas in-
suficientes para definir as espécies deste género,

A correlacdo entre biotipo e sorotipo foi discu-
tida por Zinnemann® e Kilian'é, tendo o primei-
ro relatado ndo haver associa¢do, porém com ba-
se em um pequeno nimero de cepas dos biotipos
111 e IV nfdo encapsuladas. O segundo refere-se a
uma refaciio entre biotipo de H. influenzae, fonte
de isolamento e sorotipo capsular.

Neste trabalho a maioria das cepas pertenceram
ao biotipo 1 (70,9%) ¢ ao sorotipo & (99,3%), con-
cordando com diferentes autores'»#*, Das cepas
do biotipe 1, 99,4% apresentararm um anfigeno
capsular do sorotipe b 0,2% do sorotipo ¢ ¢ 6,4%
nio eram encapsuladas), verificacdic esta que pa-
rece indicar uma relacfo entre biotipos e sorotipos,
conforme citado por Kilian'%, Das cepas ndo tipd-
veis, 8 perfenceram aos biotipos 11, I e IV (70%)
e 4 80 biotipo 1 (30%) (Tabelas I ¢ IT). Estas cepas
ndo encapsuladas foram isoladas, na sua maioria
(58,3%) de amostras de Hquido cefalorraguidiano
de pacientes na faixa etdria acima de 8 anos. Com
reldo 4 cepa do sorotipo ¢, foi isolada de LCR de
um paciente com 17 anos de idade, ¢ quanto &s ce-
pas do sorotipo g, estas foram isoladas de pacien-
tes com idades que variaram de 2 meses a 12 anos.
No entanto, nossos dados s&o insuficientes para re-
lacionar os achados desses sorotipos menos fre-
qientes 4 idade do paciente,
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ABSTRACT: Haemophilus influenzoe are causal agents of human diseases, chiefly menin-
gitis, all over the world, In the examinations of CSF in the laboratory of Bacteriology, Institu-
te Adolfo Lutz, S8o Paulo, SP, this bacterium was the one most frequently isolated, together
with Neisseria meningitidis and Streptococcus preumonige, For the characterization of H. in-
Jiuenzae species and biotypes definition, biochemical tesis were performed, as well as serotyp-
ing of the capsulated strains. From 1977 to 1990, 1.000 strains of H. influenzae isolated from
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CSF were studied. Among biotypes, the most frequent was I (76,9%) and the next one was
I (27,5%). Concerning serotypes, b was the most prevalent {99,3%), but type @ (0,6%) and

¢ {0,1%) were also found.

DESCRIPTORS: Heemophilus influenzae; H. influenzae, biotypes and serotypes; H. in-

Sluenzae meningitis.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETAR-
1A NACIONAL DE ACOES BASICAS DE
SAUDE. BIVISAO NACIONAL DE
LLABORATORIOS DE SAUDE PUBLICA —
Normas técnicas parg o diagndstico das menin-
gites bacterianas. Brasilia, Centro de Decumen-
tagiio do Ministéric da Sagde, 1986. 49 p. {Série
A: Mormas € Manoeais Técnicos, 32).

2. BUCK, L.L. & DOUGLAS, G.W. — Meningitis due
to Heemophilus influenzae type e. J. clin.
Microbiol. 4381, 1976,

3. BULOW, P. - The ONPG Test in diagnostic bacteri-
ology. 1. Methodological investigations. Acta.
path. microbiol. scand. 60: 376-386, 1964,

4, DRAYNA, C.J. — Huaemophilus influenzae type ¢
meningitis with sepsis. JAMA, 244:1476, 1980.

5. FINEGOLD, 5.M. & MARTIN, W.1, — Diggnostic
microbiology, 6 th ed. St. Louis, Mosby, 1982,
p. 655-656.

6. GRATTEN, M. - Hoemophilus influenzae biotype
Vi, [ clin, Microbiol. 18; 1013-1016, 1983,

7. HARRELL, W.K.; ASHWORTH, H.; BRITT, L.E.;
GEORGE, I.R.; GRAY Jz, $.B.; GREEN,
JLH.; GROSS, H. & JOHSON, LE. —
Procedural manual of production of bacterinl,
Jungal and parasitic reagents. Atlanta, CDC.
1976. p. 1820,

8. HOLLIS, D.G.; SOTTNEK, F.O.; BROWN, W.J. &
WEAVER, R.E. — Lse of the rapid fermenta-
tion test in determining carbohydrate reactions

" of fastidious bacteria in clinical laboratories. J.
ciin. Microbiol,, 12: 620-623, 1980,

9, KAMME, €, — Blotypes of capsulated and non-
capsulated Haemophifus influenzae. Correlation
between biotypes and S-lactamase production.
Acta, path. microbiol, sgcand. Sect. B,
88:261-264, 1980,

10. KILJAN, M. — A rapid method for the differentia-
tion of Haeemophilus strains. The porphyrin test.
Acra. path. microbiol. scand., Sect. B,
82:835-842, 1974,

11. KILIAN, M. - A taxonomic study of the Genus
Haemophilus, with the proposal of a new spe-
cies. J. gen Microbiol., 93:9-62, 1976,

[2. KILIAN, M. — The Genus Haemophilus, In:
STARR, M.P.; SOLP,H.; TRUPER, H.G,;
HALOWS, A, & SCHLEGEL, H.G., ed. — The
Prokaryotes. A handbook on habitats, isolation
and identification of bacteria. New York.
Springer-Verlag, 1981, vol. 2, p. 1371-1382.

13, KILIAN, M. & BIBERSTEIN, E.L, — Genus II, Hae-

mophilus. In: KRIEG, N.R. & HOLT, 1.G,, ed.
— Bergey’s manual of systematic bacteriology.
Baltimore, Williams and Wilkins, ¢ 1984, vol.
1, p. 558-368,

14. KILIAN, M. — Haemophilus, In: BALOWS, A
HAUSLER Jr., W.J.; HERRMANN, K.L.;
ISENBERG, H.D, & SHADOMY, H.J,, ed. —
Muanual of clirical microbiology, 5th ed.
Washington, American Society for Microbiolgy,
1961, p. 463-470.

15. LEE, LM.L.; PESSOA, G.V.A,; ESPER, MR N.R,;
MELLES, C.E.A. & SIMONSEN, V. « Impor-
thncia da pesquisa da Beta-galaciosidase na
caracierizacio laboratorial da Neisserig factarm-
ica. Rev. Inst. Adoifo Lutz, 38(13:23-27, 1978,

16 MARCHAL, N.; BOURDON, 1.1L. & RICHARD,
C.L. — Les millieux de culture pour Uisolement
et Videntification bioguimigue des boctéries.
Paris, Doin., 1982, p. 295-296.

17. MILIEUX ET REACTIFS DE LABORATCGIRE
PASTEUR. Paris, Instituf Pasteur. 1978. p.
186-187.

18, MOLLER, V. ~ Simplified tests for some aminoa-
cid decarboxylases and for the arginine dehidro-
lases systemn. Acte. puth. microbicl. seand.
36.158.172, 1955,

19, PITTMAN, M. — Variation and type specificity in
the bacterial species Haemophilus influenzae. J.
Exper. Med. 53471492, 1931,

20, ROBBINS, 1.B. et alii. — Heemophilus influenzae
type b infections. In: GERMANIER, R,, ed.,
— Bacterial vaccines. Orlando, Academic Press,
1984. p. 298-316.

21, SHISHIDO, H. & MATSUMOTO, K. — Meningi-
tis due to Haemophilus influenzae type e biotype
4, J. clin. Microbiol, 10:926-927, 1979,

22. SOTYINEK, F.O, & ALBRITTON, W L. — Hue-
mophilus influenzee biotype VI S clin
Microbiol, 20:815-816, 1984,

23, WENGER, LD, HIGHTOWER, W.L.; FACK-
LAM, R.R.; GAVENTA, S.; BROOME, C. V.
& BACTERIAL MENINGITIS STUDY
GROUP — Bacterial meningitis in the United
States, 1986: Report of a2 multistate surveillance
study, J. Infect. Dis., 162:1316-1323, 1990,

24, ZINNEMANN, K, - Newer knowledge in classifi-
cafion, taxonomy and pathogenicity of species
in the Genus Heemophilus. A critical Review.
Zbl. Bakt. Hyg., 1, Abt. Orig. A, 247 248.258,
1980.

Recebido para publicacdo em 3 de abril de 1991,

91



Rev. Inst, Adolfe Lutz,
51 (1/2):93.99, 1991,

IDENTIFICATION OF CHLAMYDIA TRACHOMATIS, HERPES SIMPLEX
VIRUS AND HUMAN PAPILLOMAVIRUS IN IRRADIATED UTERINE-
CERVIX: CRITICAL ANALYSIS OF POTENTIAL PROBLEMS IN
PAPANICOLAGU SMEARS ROUTINE*

Adhemar LONGATTO FILHO**
Marina Yoshié Sakamoto MAEDA**
Marina Suheko OYAFUSO**#

RIALA6/716

EONGATTO FILHO, A.; MAEDA M.Y.S. & OYAFUSO, M.S. — Identification of Chlamydia
trachomatis, Herpes simplex virus and Human Papillomavirus in irradiated uterine-cervix:
critical analysis of potential problems in Papanicolaou smears routine. Rev Inst Adolfo

Lutz, 51 {1/2):93-99, 1991,

ABSTRACT: This review present a critical analysis of the morphologic patterns and im-

munocyiochemical reactions of three infections of irradiated uterine cervix: Chiamydia tracho-
matis, Herpes virus and Papillomavirus. The effect of ionizing radiation on squamous epithefi-
um leads to some alterations of the cytoplasm and nucleus which could difficult the identifica-
tion of these etiologic agents. Frequently, radiation can induce cytoplasmic vacuolation, mul-
tinucieation and bizarre cells features which in some instances can mimich Chlamydia, Herpes

or Papilloma infections.

DESCRIPTORS: Chiamydia trachomatis, Herpes simplex virus, Human Papillomavirus,
Post radiation smears, Cytology, Immunocytochemistry.

INTRODUCTION

Morphologic alterations inducec by ionizing radi-
ation have been well recognized since the pioneer
studties of the first decade of the century as report-
ed by Rubin and Casarett®® about the uterine cer-
vix cancer in biopsies specimens, Later on these pat-
terns were also studied in smears by Graham in
1947%, who established cytlogic parameters to the
evaluation on the morphologic changes due to
radiotherapy(Rxt).

Cytological analysis of gynagcoiogic smears af-
ter Rxt has been a very useful non-invasive method
for the follow up of these patients. However, radi-
ation self can induce several morphologic effects
which should be differentiated from residual or
recurrent neoplasia®11+1%20.37,

The most frequent fonizing alterations found in
the cytologic smears is cytoplasmic vacuolation. In

addition, there was found multinucleation,
anisonucleosis and bizarre cell features!6-24.2627,3841
These alterations may be found since the first weeks
post Rxt till many vears later.

These morphologic alterations can difficult the
identification of some infections of ulerine cervix
in irradiated patients. In our personal experience,
three infections havebeen recently demostrated in
patients treated of cervical cancer with radiother-
apy: Chlamydia trachomatis®, Herpes simplex
virust® and Human Papillomavirus. Fpidemiologi-
cal studies have demonstrated that cervical dyspla-
sia and cancer are associated with factors related
to sexual {ransmission, as these three infections
mentioned; so, to identify them is a very impor-
tant point in the cytologic routine. We would like
to present the characteristic morphologic pattern
of those infections in the cervical smears of irradi-
ated patients.

* Realizado no Setor de Citologia Oncdética — Divisdo de Patologia do Instituto Adolfo Lutz

** Do Institato Adolfe Lutz
*#% Do Hospital A.C. Camargo
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Chlamydia trachomatis(Ct):

The first specific infection described in post Rxt
smears was that caused by Chlamydia tracho-
matis®®. The real meaning of Ct infection in cer-
vical dysplasia and cancer is stili not clearly defined,
but iis association is important™.

Radiation induces cytoplasmic vacuolation,
which should be carefully distinguished from Ct
infection. Even in post radiation smears, we can
recognize all the classical criteria described by Gup-
taet alii’ as well as the “moth-eaten”™ features,
reported by Gupta et alii in 1988, for Ct.

The identification of Ct infection in post radia-
tion smears is mainly important due to two factors:
first, the possibility of Ct infect other cells than
those usually described as cofunnar and metaplas-
tic endocervical cells; since the majority of patients
stuclied until now had an expressive vaginal stone-
sis due to radiation effects, Ct infected cells be-
Tonged to the squamous epithelium of vagina®,
The second important fact reported by Maeda et
alif*® is the higher Ct frequency in irradiated
{4,1%) than that in non-irradiated cancer patients
{0,3%) or in cervical screening clinics (0,13 to
0,3%)%, ‘

The morphologic confirmation of Ct infection
can be done usually by immunofluorescence!™®,
immunocytochemistry®36 in situ hybridization®1¢
or polymerase chain reaction®. All of these
methods have a high specificity and sensitivity, and
their use in iaboratorial routine substituing the cul-
ture which require time and cosis, is a progressive
tendency,

Recently, Iwen et alli'® analised DNA probe,
direct fluorescent-antibody(DFA) and cell culture
for detecting Chlamydia trachomatis in cervical
specimes, and reported the similar specificity of
both DNA-probe and DFA (98%s and 99%, respec-
tively) when compared to the cell culture; and the
best sensivity of DNA-probe (93%) versus DEA.

Ratti et all¥®, compared the use of polymerase
chain reaction with celi culture and obtained sen-
sitivity and specificity of 100% and 96,8%, respec-
tively. :

Ghirardini et alii® reported a control study by in
situ hybridization applied in Papanicolaou-stained
cervical smears, for the use of laboratorial routine:
the sensitivity and specificity of Pap test compared
with in situ hibridization were 95% and 89%,
respectively.

In our experience, immunofiuorescence and im-
munocytochemistry provide good results to con-
firm Ct infection morphologicaily reported in
metaplastic-like cells with fine vacuolation calied
as “moth-eaten®’®®?, or in presence of the
“nebulous™ type (second phase of the cycle) ap-
pearance®,
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Both methods can also exhibit negative reactions
in morphologically positive cases, namely by im-
munocytochemical reaction. These findings are fre-
quently credited to the differents phases of the Ct

cycle that can hide natural reativity of the infec-
tion 20.33.36_ :

Recently, cytobrush an accurate device of materi-
al collection of squamous-collunar junction, have
vielded improved results to the identification of
Chlamydia trachomatis in screening clinics routine
through the morphological and immunofluorescent
methods'®.

Further studies in post radiation patients without
severe vaginal stenosis could bring new informa-
tion about the incidence of Ct in this group with
this new efficient collection device.

Herpes simplex virus(HSV):

For years, several studies have associated HSV
infection and cervical carcinoma®; so, the finding
of HSV infection in post-radiation cervical smears
revealed new perspectives of this association, since
the future studies can research the presence of HSV
in cervical biopsies before and after Rxt. In recent
study, we failled to identify HSV in biopsies prior
Rxt, even though we have used in situ hybridiza-
tion method®.

Papanicolaou stained smears detect HSV pat-
terns with high accuracy, since the first description
of Stern and Longo in 1963%; others studies have
confirmed the cellular features of HSV infection?’
morphoiogically or through the viral isolationld,
immunoperoxidase®® or in situ hibridization
technigues!™; in our personal experience we have
used only the last two proceedings.

The multinucieation due to ionizing alierations
can simulate HSV cytopathic effect; besides that,
the cases we have recognized in cytoiogic follow-
up routine, shows the classical signs of HSV infec-
tion, such as multinucleation with molding of nuclei
and a ground-glass appearance of the chromatin.
The cytoplasm was in general, abundant, pale and
finely granular in some celis; others had only a nar-
row perinuclear rim of cytoplasm; bizarre giant
forms are frequently seen’.

Immunocytochemical research with HSV anti-
gen can present positivity in cells with or without
morphological signs of HSV infection®s,

Based on our previous experience’’, three
hypotheses could be raised regarding major factors
which affect defense mechanisms and facilitate viral
infections: 1) the nature of the epithelum that
replaces neoplastic cells; 2} the environmental al-
terations induced by radiation or 3} a hypothetical
local immunodepression.

Human Papillomeavirus (HPV):



LONGATTO FILHO, A.; MAEDA M. Y.S. & OYAFUSO, M.S. — Identification of Chiamydia trachomatis, Herpes
simiplex virus and Human Papillomavirus in irradiated uterine-cervix: critical analysis of potential problems in
Papanicolas smears routine. Rev Inst Adolfo Lulz, 51 {1/2):93-99 ,1991.

The association of HPV infection and cervical
cancer has been exhaustively studied®™

Its cccurrence in post Rt smears require further
epidemiclogic investigations in this group, in ord-
er to clarify whether HPV acts in such condition,
as an opportunistic agent ¢ the agressive Rxt or
it has been present in this cervix since early events
of the development of cervical cancer.

The first cases we described of HPYV infection
in post Rxt smears were composed by epithelial cells
with scanty or absenf alterations of ionizing effects:
this fact led us to think that HPV infection could
be relationed with the eutrophic appearance of the
cells. However, afterwards, we have found classi-
cal signs of HPV infection, even in the smears of
atrophic appearance which frequently reveals a
good response to the treatment'®-*+%.

Pap smears can present many signs suggestive
of HPV infection that proved a kigh index of agree-
ment with the specific means to recognize the
virus™ 3 sych as immunocytochemistry'®, in
situ hybridization!*?* or the recent polymerase
chain reaction®.

1n our experience, the major morphological sign
detected as suggesiive of HPV infection in post
radiation smears, was the classical koylocyte, in
general associated with nuclear hyperchromasia and
dyskeratosis'®*, Additional features of HPV in-
fection such as ““bi or multinucleation®’,““mild
koilocytosis’’, “hyperchromatic nuclei”, ‘clear
cytoplasm’’,  ““keratohyalin  granules’’,
“perinuclear halos”’, ‘“‘condessed filaments™, and
“sspindle cells’’ "3 could not help in this special
setting due fo the similar effects cansed by the foniz-

ing radiation. We have noticed no Rxt effect
mimicking koviocyte.

We have found out {unpublished data), that posi-
tive immunocytochemical reactions were found in
celis with HPV classical signs and in others with
no morphological suggestion of the HPV infection.
All reactivity was observed in nuclei. All biopsy
specimens previous to radiation examined by in situ
hibridization with highly sensitive biotin-probes,
were negative. The results led us to think in mor-
bidity post-treatment, although the hyphotesis of
HPV DNA degradation in the formalin-fixed
paraffin embedded cancer specimens cannot be
ruled out®.

FUTURE PERSPECTIVES

To improve new means to evaluate the real im-
portance of these infections, further studies which
assort, bevond the cytclogical and im-
munoccytochemical proceedings and a compiete
follow-up of the patients, prior and after treatment
by radiation, are required. To answer the question
about the hypothetical resistance of these etiolog-
ic ageuts to the radiation, several efforts should be
done to exclude the probable morbidity posther-
apeutic. Epidemiological view requires also an ex-
planation about the frequency of these infections
in irradiated patients, in order to obtain informa-
tion important enough to the knowlodge of the spe-
cial cellular habitat; and more, a question raised:
do the patients who present these infections, mainly
by HPV, present a higher risk to neoplastic recur-
rance?
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LONGATTO FILHO, A.; MAEDA, M.Y.S. & OYAFUSO, M.S. ~ Identificacio de Chiamy-
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do. Andlise critica de um problema em potencial em esfregacos rotineiros de Papanico-
facu. Rev Inst. Adoifo Lutz, 51 {1/2): 93-99, 1991.

RESUMO: A presenic revisio faz andlise critica de padrdes morfoldgicos e imunocitogui-
micos de trés distintas infecefes em colo uterino irradiado: Chiamydia trachomatis, Herpes sim-
plex virus € Papilomavirus. Os efeitos ionizantes sobre os epitélios escamosos, levam a algumas
alteractes nicieo-citoplasmdticas, multinucleagio e as formas cchilares bizarras as quais, em
algumas circustincias, podem mimetizar as infecedes por Chlamydia, Herpes ou Papilomavirus.

DESCRITORES: Chlamydia trachomatiz, Herpes simplex virus, Papifomavirus humano,
esfregagos pos-radiacfio, citologia, Imunocitoquimica.
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FIGURE 1 FIGURE 2
Giant cell with market Effects of radiation as nonspeci-  Major effects of radiation include marked nospecific in-
fic multinucleation with anysonucleosis of cytoplasm. (x  tracytoplasmic vacuoles (x 500 Papanicolaou).
500 Papanicolaou)

FIGURE 3 FIGURE 4

Other effects of radiation on squamous cells include in-  Bizarre findings after radiation on squamous cells as aber-

tracytoplasmic inclusion of neutrophils and mild vacuo-  rant vacuolation with peculiar “‘cell within a cell featu-

lation (x 1250 Papanicolaou). re”’ separating two hyperchromatic nuclei. (x 1250 Pa-
panicolaou).

FIGURE 5e 6 FIGURE 7
Chlamydia-infected cells after radiation with typical vacuolated cells show  Positive immunoperoxidase reaction
intracytoplasmic vacuoles with multiple cocoid bodies and central target for-  to Chlamydia trachomatis on irradia-
mation (compare these pictures with Fig.2 ) (x 800 Papanicolaou) ted squamous cell (x 500 Papanico-
laou).
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FIGURE 8 FIGURE 9
Giant cell with multinucleated syncytial conglomerates  Positive staining for HSV antigen with multinucleated cell
with proeminent inclusions on enlarged bizarre cytoplasm  (x 500 Papanicolaou).
in post radiated smear with HSV pathognomonic cyto-
logic appearance (X 320 Papanicolaou).

FIGURE 10 FIGURE 11
Multinucleation and koylocytosis suggestive of HPV in- A single cell with koilocytosis suggestive of HPV infec-
fection in cell with marked effects of radiation injury and  tion beside a cell with marked degenerated signs of ra-

atrophic appearance (x 400 Papanicolaou). diation (x 500 Papanicolaou).

-

¢

i‘? Q-Q.‘ - Q e ; Y ‘ .

% &k ik
FIGURE 12 FIGURE 13
HPYV antigen waf found in many nuclei in a cluster of  Nonspecific multinucleated giant cell of the same smear
cells with radiation effect (x 400). of Fig. 12, with negative reaction the HPV antigen (x 400
Papanicolaou).
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RESUMO: Anticorpos IgA e 1gM conira antigenos de natureza polissacaridica, presente
nas células epiteliais do tubo digestivo do Schistosema mgnsoni foram detectados por téenica
de imunoflueresclncia indireta, utilizando-se como substrato antigénico cortes parafinados de
vermes adultos fixados em solugdo de Rossman. Amostras de soros de 40 pacientes esquistos-
somoticos, 20 na fase aguda e 20 na fase crénica, ¢ de 40 individuos, ndo esquistossométicos
foram estudadas. Arnticorpos da classe IgA foram observadas em 135 dos 20 pacientes da fase
agude e em apenas 1 da crénica. Anticorpos IgM foram detectados em 90% (36/40) dos pa-
clentes esquistossomdticos estudados, 19 agudos e 17 erdnicos, Nenhuma reagfo positiva foi

observada entre os ndo esquistossomatices incluidos neste estudo.

DESCRITORES: Esquistossomose mansOnica. Diagnéstico. Anticorpos. Fase Aguda e

Fase ¢rbnica.

INTRODUCAO

Anticorpos IgA sdo detectados em pacientes com
esguistossomose aguda pela téenica de imunofhio-
rescéncia indireta (RIF}, enguanto anticorpos IgM
e 12G tanto na fase aguda como na fase crbnica
da doenca (10). Anticorpos IgA e IgM apresentam
regtividade dirigida especificamente contra estru-
turas relacionadas 2o tubo digestivo (TD) do ver-
me adulto'®!, A utilizaciio da RIF de cortes de
vermes incluidos em parafina®™!9 mostrou ser a
pesquisa de anticorpos da classe IgM contra anti-
geno polissacaridio de TD, malis sensfvel e especi-
fica do que a pesquisa de anticorpos 1gG, para fing
diagnosticos das fases aguda e crénica da esquis-
tossomoge mansoni.

Na fase aguda, anticorpos IgM anti-TD apare-

* Paculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

cem em niveis mais elevados do que na fase
crénica'®!!; entretanto, a diferenciagdo entre fa-
ses aguda e cronica baseads em anticorpos IigM TH
especificos € pouco préatica e pouco eficiente.

No presente trabalho, avalia-se a utilidade diag-
ndstica dos anticorpos séricos IgA ¢ IgM contra TD
e da técnica de RIF com cortes parafinados de ver-
mes adultos do Schistosoma mansoni, na diferen-
ciagio das fases aguda e crénica da esquistossomo-
s¢ humana.

MATERIAL B METODOS

Soros — Foram obtidas amostras de soros de 20
pacientes, do sexo masculino, idade entre 18 ¢ 19
anos, na fase aguda da esquistossomose
manstnical!. Todos os pacientes apresentavam

% Institute Adolfe Lutz.Secretaria de Estado da Satdde, S80 Paule.

wik Centro de Pesquisa “René Rachouw” - FIOCRUZ.
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ovos de S. mansoni nas fezes pelo método de Ka-
to/Katz (minimo: 6, miximo: 462, média 127 ovos
por grama de fezes — ogf}. Foram estudados tam-
bém soros de 20 pacientes do sexo masculino, en-
tre 18 e 19 anos, na fase crénica da esguistosso-
mose, forma intestinal, eliminando ovos de S. man-
soni nas fezes (minimo: 4, méximo: 944, média 154
ogf).

Foram ainda incluidos no estudo amostras de so-
ros de 40 pacientes com exames de fezes negativos
para S. mansoni sendo 20 de individuos clinica e
laboratorialmente normais e 20 de individuos com
outras  afeccdes como:  Ascaridiase’d,
Ancilostomiase’, protozooses intestinais®,

Antigeno — Vermes adultos de S. mansoni fo-
ram fixados em solucdo fixadora de Rossman por
2 horas & temperatura ambiente e apds desidrata-
¢do, por metodologia convencional em meic de
etanc! absolutoe e xilol, incluidos em Paraplast
(MONGIECT CIENTIFIC, Div, Sherwood Me-
dial, St. Louis, MO, USA), de acordo com técni-
ca ja descrita’>!", As laminas com o0s cortes de
vermes parafinados foram desparafinizadas ¢ rei-
dratadas de forma convencional em banhos su-
cessivos de xilol e de etanol em diferentes con-
centraces {96,70,50 ¢ 30%}, sendo o Gltimo ba-
nho em dgua destilada, As [Aminas assim prepa-
radas foram armazcnadas 4 temperatura ambien-
te até 0 momento do uso.

Reaco de imuncfivorescéneia (RIF) — A RIF,
utilizando como substrato antigénico cortes de ver-
mes adultos parafinados foi realizada segundo me-
todologia ja descrita®'’,

Conjugados fluoresceinados comerciais anti IgM
humana (Biclab Merieux, Rio de Janeiro, Brasil)

¢ anti-IgA humana (Hyland Div. Travenol Lab.,
USA) monoespecificos para as cadeias pesadas, res-
pectivamente u € o, foram utilizados diluidos em
solucfo de azul de Evans a 2 mg% em solugéo sa-
lina tamponada com fosfatos 0,00 M, pH 7,2
(SSTF), de acordo com seus titulos dtimos de uso,
previamente determinados por titulagiio em bloco
com soros padrfo positive ¢ negativo.

Qs soros de pacientes foram diluidos em SSTF
a 1/10, para deteccdio de anticorpos IgA, e 1/20,
para IgM!&H,

A leitura das laminas de RIF foi feita em estudo
¢ego, em micrescdpios de imunofiuoresedneia com
sistema de epi-lluminacfo.

Foram consideradas como positivas as RIF com
presenca de fluorescéncia de cor verde magi ape-
nas nas estruturas relacionadas ao tubo digestivo
do verme!®!"; fluorescéncia a nivel de membrana
ou de parénguima foram consideradas como ines-
pecificas ¢ ndo vdlidas como positivas para fins
diagndésticos da esquistossomose.

 RESULTADOS

Os resultados quanto a positividade da reagio
de imunofiuorescéncia (RIF), para anticorpos IgA
e 1gM, nos 40 pacientes esquistossomdéticos, clas-
sificados de acordo com & fase clinica, aguda ou
cronica, estdo apresentados na Tabela 1. O dnico
paciente em fase aguda que nfo apresentou anti-
corpos IgM foi também negativo para IgA.

Nio foi observada reatividade de IgM ou IgA
nos soros dos 40 individuos ndo esquistossomoti-
cos incluidos neste estudo.

TABELA

Positividade da RIF em cortes de vermes parqfinados ent soros de pacientes com forma aguda e crénica de
esquistossomse de acordo com a classe de zmunog!ebuima do anticorpo.

FORMA. Ne TgA RIF 1M
CLINTCA PACIBENTES Ne " - %
Aguda 20 18 75% i9 950,
Cronica 20 H h i7 85%
Total 40 16 40% 36 G
DISCUSSAO um teste pratico ¢ de interpretagiio facii, sendo

A pesquisa de anticorpos da classe IgA contra
estruturas antiglnicas do epitélio intestinal do S.
mansoni, como (& anteriormente observado pela
RIF em cortes de vermes congeladosi?®!!
proporciona um instrumento importante capaz de
discriminar entre esquistossomose aguda e crénica.

A possibilidade de detectar esses anticorpos
através de cortes de vermes parafinados torna a RiF
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possivel armazenar as ldminas em temperatura
ambiente por perfodo de pelo menos trés meses,
o gue viabiliza a realizac&o dos testes por centros
de pesquisa que ndc mantém o ciclo do parasita.
O fixador de Rossman utilizado na preparacio dos
vermes preserva a antigenicidade das estruturas
relacionadas ao tubo digestivo e reduz ou elimina
a antigenicidade de outras partes do verme®!

Vérias preparagbes antigénicas e testes sorold-
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gicos t8m sido avaliados na fentativa de se obter
metodologia soroldgica Uil capaz de diferenciar a
fase aguda da crénica na esquistossomose® 6514,
A utilizagdo de antigenos de cercdrias comparati-
vamente ao de verme adulto pelas téenicas de ELI-
SA, RHA e RIFM4? mostrou que a reatividade
contra antigeno cercariano era mais evidente na fa-
se aguda do que na crénica, ocorrendo o inverso
com antigenos de verme adulto. Niveis de anticor-
pos IgM sfo mais elevados nas fases iniciais da
esquistossomose’™4. Entretanto, a determinago
dos niveis de anticorpos € pouco prética é nio per-
mite a distinglo entre infeccdo aguda e cronica, de-
vido a3 variagSes individuals que ocorrem na in-
dugdio da resposta imune*»!%13,

E possivel a diferenciacio entre esquistossorno-
se aguda ¢ cronica pela determinacgio de anticor-
pos IgG ¢ IgM conira o KLH (Kevhole limpet he-
moeyaning, hemocianina do mokusco marinho Ae-

gathura crenulata, que apresenta epitopos seme-
Ihantes aos de superficie do esquistossomulo®. Es-
ses anticorpos estdo presentes apenas na fase agu-
da da esquitossomose!®.

Os resultados apresentados neste trabalho mos-
tram que a RIF em cortes de vermes parafinados
constitui teste 1itil no diagnéstico da esquistosso-
mose pela determinagfo de IgM e no diagndstico
diferencial da fase aguda, através da pesquisa de
anticorpos da classe IgA.

AGRADECIMENTOS

As pesquisadoras cientificas Maria Ivani P.G.
Silva ¢ Sylvia A.G. Vellosa e & técnica Eliane T.
Garcia pela colaboracio na manutengdo do ciclo
e obtencéo de antigenos do S, mansoni e & Sra. Sue-
i Providelo pela parte datilogréfica.

RIALAG/717

KANAMURA, H.Y.; SILVA, RM,; RABELLO, ALT,; ROCHA, RS KATZ, N. — IgA
antibodles in the diagnosis of acuts schistosomiais mansoni. Rev. Inst. Adoifo Lutz, 51

(1/2): 101-104, 1991,

ABSTRACT: Specific IgA and IgM antibodies to a polysaccharide antigen present in the

epithelial cells of the schistosome gut were measured by an indirect immunoflucrescence tech-
rigue, using paraffin sections of adult worms fixed in Rossman’s fixative, Sera from 40
schistosomiasis patients, 20 acute and 20 with chronic form, and alse from 40 individuals with
no schistosome infection were examined. Of the 20 acute patients, 15 (75%) had IgA antibod-
ies, whereas only one of the 20 in the chronic stage was positive for IgA. IgM antibodies were

detected in 19 of the acute patients and in 17 of the chronic ones (30% positivity).

No positive reaction was observed among non-schistosomiasis patients.

DESCRIPTORS: Schistosomiasis mansoni, Diagnosis. Antibodies, Acute phase. Chronic

phase.
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RESUMO: Foram analisadas 74 amostras de formulagGes ‘naturais’ destinadas a regimes

de emagrecimento com o intuito de se verificar a presenca de anorexigenos e benzodiazepini-
€08, que sdo substincias de uso controlade. Bmpregou-se, para tanto, a cromatografia em ca-
mada delgada e a espectrofotomeiria na regiao do ultra-violeta. Apesar de serem apresentadas
como produtos naturais, em 50% destas preparacdes detectou-se a presenga de anoxerigenos
¢ benzodiazepinicos. Os componentes naturais presentes foram identificados por andlise mi-
croscopica e cromatografica. Constatou-se gue substincias controladas estdo sendo emprega-
das indiscriminadamente em formuiagdes ‘naturals’ para regime, sem serem mencionadas na

rotulagem.

DESCRITORES: formulagdes naturais para regimes de emagrecimento; anorexigenos, ben-
zodiazepinicos, detecefo, cromatografia em camada delgada; espectrofotometria na regido do

ultravioleta.

INTRODUCAO

A utilizacio de formulacdes para emagrecimen-
1o tem scu emprego baseado e dois conceitos sus-
tentados pelo modismo que nos cerca!’, ou seja, o
culto & magreza como padrao de beleza e ¢ consu-
mo de produtos naturais como hdbito sauddvel, Tais
preparages seriam totalmente livres de efeitos co-
laterais, o que € extremamente desejavel, em detri-
mento da utilizagio de produtos sintéticos, tanto na
alimentacdo, como na cosmética e medicamentos.

Dentro deste contexto, a homeopatia foi, no ini-
cio, a aiternativa enconfrada para o deseiado re-
torno a0 naturalismo, e foi erroneamente confun-
dida com a fitoterapia, ja que as formulacfes tém
geralmente em comum a presenca de varios com-
ponentes de origem natural aos quais sdo afribui-
dos propriedades emagrecedoras.

Ocorre gque muitos pacientes a0s quais tais me-
dicamentos naturais ou homeopdticos foram pres-
¢ritos, relatavam sintomas indeseiaveis ¢ reagGes
colaterals graves,

A maioria das solicitagdes de analises em nosso
laboratdrio relatavam a preocupaco com a veri-
ficagdio do contendo das formulagdes. Estas, nor-
malmente eram adquiridas no proprio consultério
médico e raramente apresentavam a composicdo,
gue muitas vezes era codificada. Como estes me-
dicamentos produziam realmente o emagrecimen-
to, 0 consumo aumentou consideravelmente, Por
conseguinte, passaram a ser adguiridos livremen-
tes em Tarmdcias e drogarias.

Na liferatura nfo se encontram evidéncias clen-
tificas comprovando gue as substincias vegetais
empregadas nessas preparagdes provoguern o ema-

* Realizade na Se¢do de Farmacognosia do Instituto Adolfo Lutz, SZo Paulo, SP. Apresentado no 8% Congresso

Paulista de FarmacButicos, S8o Paulo, 1991,
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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grecimento t3o aceniuado em periodo tdo curto de
utilizaglo. Assim sendo, surgiu o interesse em
pesquisarem-se substancias quimicas sintéticas co-
nhecidamente utilizadas como moderadores de ape-
tite e empregadas em medicamentos de uso con-
trolado pela portaria n® 285

Inicialmente, as amostras foram enviadas a Se-
¢do de Farmacognosia por consumidores gue 34 es-
tavam utilizando as formulagSes e pelos que irlam
inictar o tratamento de emagrecimento. Posterior-
mente, os Orgios de Vigildncia Sanitaria e de De-
fesa do Consumidor passaram a encaminhar a Se-
¢io amostras desse tipo de medicamento, devido
as queixas ¢ duvidas dos usudrios.

A pesquisa dos benzodiazepinicos e anorexige-
nos foi feita empregando-se principalmente as téc-
picas de cromatografia em camada delgada e es-
pectrofotometria na regifio do ultravioleta.

A cromatografia em camada delgada vem sen-
do utilizada para a detecgio destes grupos desde
a década de 60%71%% ¢ ainda hoje € de grande uti-
lidade. A literatura apresenta também virias pos-
sibilidades de sistemas cromatograficos passiveis de
serem utilizados! 781155151618 2125 Ny entanto,
cbservou-se na pritica, que o desempenho nem
sempre & satisfatério guando benzodiazepinicos ¢
ancrexigenos estdo presentes em associacdes. Va-
rios autores®® 1222 preocuparam-se em estabelecer
correlagdes entre a estrutura dos grupos de subs-
tdncias guimicas e seu comportamento cromato-
grifico (R). Estes estudos, no entanto, foram fei-
tos em grupes isolados de substncias guimicas
(neutra, basica e dcida)®. Os reativos empregados
na revelagio'® tém sido objeto de estudos por par-
te dos autores na tentativa de se obter sempre maior
especificidade para os diferentes grupos funcio-
naig!hiz2t

Apesar de todos estes estudos, o estabelecimen-
to do sistema cromatogrédfico mais adequado estd
sempre aberto, dependendo da amostra que se es-
ta analisando. Foi nessa direcdo gue conduziu-se
este estudo. Procurou-se a melhor forma de extrair
s componenies e identifica-los, uiilizando-se ou-
tras técnicas qualitativas aiém da cromatografia em
camada delgada, apesar dos resuitados terem de-
monsirado que esta ¢ a mais apropriada.

MATERIAL E METODOS

AMOSTRAS

Foram analisadas 74 amostras de preparacdes
destinadas a regimes de emagrecimento. Fstas for-
mulacdes foram enviadas 4 Se¢fo de Farmacogno-
sia por consumidores, Orgéos de defesa do consu-
midor, Servicos de Vigildncia Sanitdria do Estado
de 880 Paulo (ERSA) e de varios estados do Pajs.
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METODOS

As técnicas analiticas empregadas consistiram de
analise microscopica, cromatografia em camada
deigada ¢ espectrofotometria na regifio do ultra-
violeta,

Devido & natureza do materizal, a anélise micros-
¢oOpica, foi efetuada com a intencdo de se identifi-
car as drogas vegetals através da comparacio dos
elementos histolégicos das mesmas com padrdes
existentes na seclo. O conteldo das capsulas foi
descorado utifizando-se sclugio de hipoclorito de
sodio @ 5%, Em seguida, as laminas foram prepa-
radas segundo técnicas preconizadas™ e observa.
das ac microscépio.

Como complementacio da técnica microscopi-
ca, fol utilizada a cromatografia em camada del-
gada para a identificacdo de Rhamnus purshiona
{vdscara sagrada), segundo Wagner® e diferencia-
gio de outras espécies de Rhamnus (ex: Rhammnus
Jrangula)y., A cromatografia foi utilizada também
na identificacic da Centella asidtica.

Paralelamente, foram feitas andlises de extracio
para a detecgdo de benzodiazepinicos ¢ anorexige-
n0s com posterior utilizaclo da cromatografia emn
camada delgada para a identificaco destas subs-
tAncias’,

PROCEDIMENTOS
Pesquisa de benzodiazepinicos e anorexigenos:
1} Preparo da amostra:

Transfira uma quantidade do contetido das cdp-
sulag {cerca de 500 mg) para um béguer, junfamente
com 13 mil de solug@o de dcido cloridrico 3 N. Agite
em banho uitrassdnico por cinco minutos. Filtre
o sobrenadante através de algodio, para funil de
separacdo. Extraia os benzodiazepinicos com trés
poreles de 36 mi de clorofdrmio. Filtre o exirato
clorofdrmico através de suifato de sodio anidro.
Evapore & secura e ressuspenda no mesmo solven-
te {Extrato 1).

A fase aquosa acida remanescente no funil de
separacio adicione sofucdo de hidroxido de amé-
nio a 10% até alcalinizagdo. Efetue a extracio dos
anorexigenos com trés porgdes de 30 mi de cloro-
férmio. Filire o extrato clorofdrmico através de sul-
fato de sédio anidre, Bvapore & secura e ressus-
penda o residuc no mesmo solvente (Extrato 2).

Para a extracfo do mazindol, empregou-se a tée-
nica descrita por ALMEIDA e SZNELWAR!, ex-
traindo-se a amostra com wma mistura de cloreto de
metileno + alcoolisopropilico naproporcio de %:1.
Recotheu-se a fase orgnica ¢, apds a evaporacio
secura, ressuspendeu-se o residuo em metanol.

2y Cromatografia dos extratos:
a) Extrato 1 {(benzodiazepinicos} e extrato para a
pesquisa de mazindol:
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— Fase estaciondria: placas de silicagel GF254
(20X20).
- Fase mébvel: Acetato deetila: metanol: hidréxi-
do de amdnio a 25% (85: 15: 10).
— Desenvolvimento: anico, ascendente de 15 cm.
— Padrdes: diazepam, lorazapam, bromazepan,
oxazepan, clordiazepdxido, mazindol.
-~ Revefador: reagente de Dragendorff*l.

b) Extrato 2 {(anorexigenos)

— Fase estaciondria: placas de silicagel G (20X20).

— Fase movel: ciclohaxano: tolueno: digtilamina
{75: 15. 10).

— Desenvolvimento: dnico, ascendente de 15 cm.

— Padrdes: fenproporex, dietilpropiona.

— Revelador: reagente de Dragendorff?,

Observacio: Preparo do reagente de Dragendorff

Solucio a: Dissolva 1,7 g de nitrato béasico de bis-
muto ¢ 20 g de dcido tartdrico em 80
mi de dgua.

Solugio b: Dissolva 16 g de iodeto de potdssio em
40 ml de agua.

Soluclo ecstoque: Prepare uma mistura 1:1 das so-
lugdes a ¢ b {esta mistura pode
ser mantida mescs no refrigera-
dor).

Soluclio de uso: Misture 5 ml da soluglo estoque

a 30 m! de schucdo de dcido tar-
térico a 206%.

A comparacio do perfil espectrofotométrico da
amostra com o padrio de diazepam e cutros com-
postos da familia dos benzodiazepinicos foi efetua-
da dissolvendo-se o residuc do extrato 1 em hidro-
xido de s6dio 0,1 N. Analogamente, o extraio 2
foi ressuspendido em solucdo de dcido cloridrico
0,1 n ¢ comparado aos padrdes de dietilpropiona
¢ femproporex.

RESULTADOS

Os resultados obtidos nas andlises de formula-
¢Oes para regimes de emagrecimento com relacglo
4 presenca de benzodiazepinicos e anorexigenos,
declarados ou ndo nas férmuias, encontram-se re-
lacionados na Tabela 1. Nesta tabela pode-se ob-
servay que das 74 amostras analisadas, somente 34
apresentavam componentes de origem natural. Des-
tas 34 amostras, 17 apreseniaram substdncias da
portaria 28 (benzodiazepinicos e anorexigenos)’.
Das 40 amostras gue nfo apresentavam nenhum
tipo de componente vegetal, 20 continham as subs-
téncias da portaria 28. Verifica-se ainda que, do
total de amosiras analisadas, 37 apresentavam as
substéncias da portaria 28, das quais 30 continham
associactes de benzodiazepinicos e anorexigenos,
4 continham benzodiazepinicos e 3 anorexigenos
nfo associados. Na figura 1 sfo demonstradas as
frequéncias e a natureza das associagles entre ben-
zodiazepinicos e anorexigenos.

Bm relacdo d identidade e & fregliéncia dos com-
ponentes de origem natural nas formujacdes ana-
lisadas, verificou-se sempre mistura de vdrios ti-
pos de drogas vegetais numa mesma formulagio,
sendo que as respectivas predomindncias de utili-
zacio estdo apresentadas na Figura 2.

DISCUSSAO E CONCLUSDES

As amostras analisadas foram apresentadas co-
mo medicamentos exclusivamente naturals ou en-
t40 homeopaticos destinados a regimes de emagre-
cimento. No entanto, em 50% das amostras foram
encontradas associa¢des de anorexigenos e benzo-
diazepinicos, que sdo substidncias controladas pe-
ta portaria 28, Em todas elas a presenca des-
sas substincias era omitida na composicio.

Embora 17% das associacdes encontradas fos-
sem constituidas de diazepam e dietilpropiona e 3%
de mazindol e diazepam, fol constatado que a as-
sociacio mais freqientemente encontrada foi a de
diazepam e fenproporex com 80% de freqli®ncia.

Isto é explicado pelo fato de tratarem-se de subs-
tancias mais tradicionais ¢ mais baratas, sendo por-
tanto, mais interessantes sob o ponto de vista eco-
ndémico para as farmacias.

Além da presenca destas substincias houve uma
variacdo dos componentes vegetais. A cdscara sa-
grada e a frangula, que sio espécies do género
Rhamnus com atividade laxativa, estdo presontes
em 52% das amostras analisadas, segnidas pelo Fu-
cus sp, Cynara sp (alcachofra), Spiruling sp, gela-
tina, Centella gsidtica, Agar-agar e 0utros compo-
nentes que sao usados em menor frequéngcia. Basi-
camente, a justificativa para seu emprego consiste
em associar o efeito laxativo da cdscara sagrada ¢
da fréngula com a capacidade de “enchimento do
estdmage’’ promovido pelo Fucus, algas ¢ carbo-
ximetileelulose. Estas substincias tem grande ca-
pacidade de absorgio de dgua (aumentando de vo-
lume através do entumescimento) resultando nu-
ma sensacic de plenitude do estdmago. O forne-
cimento de protefnas 4 dieta se daria através da Spi-
rulina, enquanto que o combate A celulite e 4 fla-
cidez ocorreria por meio da agio da Cenrella asid-
tica. Da mesma forma, oulros componentes pre-
scntes na formulagfio, direta ou indiretamente, le-
variam ao emagrecimento. No entanto, ndo se tem
conhecimento da avaliagdo da eficdcia e nem mes-
mo da racionalidade destes verdadeiros “cogue-
1éis’’ de componentes na obtencdo do efeito dese-
jado™!3,

Além da identificacio das espécies utilizadas nes-
tes medicamentos foi feita uma avaliagio macro
e microscopica das condigdes higiénico-sanitdrias
das amostras,

E importante salientar que embora ndo tenham
sido analisados no presenie trabaiho, em muitas
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TABELA 1

Presenca de anorexigenos e benzodiazepinicos nas formulagGes estudadas.

COM FORMULA DE DROGAS  SEM FORMULA DE DROGAS
VEGETAIS VEGETAIS
PROCEDENCIA TOTAL
POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
BDZ + ANOR BDZ + ANOR BDZ + ANOR BDZ + ANOCR

USUARIC 7 4 12 8 31
SUDS/ERSA 5 8§ 7 12 32

ORGAOS DECON 3 3 — — 6
OFICIAIS CVS 2 2 1 — 5
TOTAL 17 17 20 20 74

Figura 1 - Frequéncia de anorexigenos e benzodiazepinicos nas formulacBes estudadas.

FPorcantagem
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DIE Dietilpropiona
F  Fenproporex
M Mazindol
Figura 2 — Frequéncia de drogas
vegetais nas formulaces estudadas.
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férmulas era mencionada a presenca de hormbnios
tireoidianos Ty ¢ T4

Além da fraude do emiprego de substéncias con-
troladas {diazepam + fenpropoex, diszepam +
dietilpropiona e diazepam + mazindol} sem decla-
rar na rotulagem, o ue constitui uma violacio gra-
ve da Lei de Vigilancia Sanitdria, o desconhecimen-
to por parte do usudrio da ingest8o destas subs-
tincis pode ser muito perigaso. O paciente pode
aumentar a dose ““terapéutica’’ por conta prépria
por acreditar ser um produto natural. Este aumento
pode conduzir a0 exacerbamento dos efeitos a ni-
vel de sistema nervoso central pela ingestfio de be-
bidas alcoodlicas, por exemplo. Esta situacdo pode
ser particularmente preocupante quando o consu-
midor adguire o medicamento diretamente na far-

mdcia ¢ ndo recebe nenhuma orientacdo quanto ao
seu 'usos,w,is.w,zo.m_ )

OCbservou-se pelas andlises das preparacdes que
elas eram, muitas vezes, exatamente iguais em sua
composiclo para vdrias pessoas, ndo havendo, por-
tanto, a individualizacfio da prescri¢lo que £ a prin-
cipal caracteristica das formulagdes magistrais. Ou

tro fato é de gue estas formulacdes também pas-
sam por “‘modismos’’ gue resultam na predomi-
néncia de determinado componente vegetal confor-
me a época, como é o caso atnalmente da Spiruli-
na. Podem ocorrer casos extremos em que duas
amostras que se intitulavam ‘Spiruling’ eram, na
verdade, um produto comercial de liberacio pro-
fongada constituido por um anorexigeno associa-
do a um benzodiazepinico, onde a embalagem ori-
ginal e o rétulo haviam sido substituidos.

Do ponto de vista farmacologico, ndo se conhe-
ce até o momento nenhum estudo avaliando a efi-
cécia de tais preparagdes € mesmo as interagdes en-
tre os véarios componentes da formulagfo. Do pon-
to de vista farmacocinético, também ndo se conhece
como ocorre a distribuicio no organisme dos prin-
cipios ativos passiveis de absorcio, assim como a
toxicidade.

A falta de tais estudos nos leva a questionar o
180 tao difundido destes produtos. E vendida a
“‘idéia magica’ do emagrecimento facil, sem levar
em consideracdio outros aspectos importantes no
combate & obesidade.

RIALAG6/718

AURICCHIO, M.T.; BATISTIC, M.A. & MARKMAN, B.E.O. — Detection of anorectics
and benzodiazepines in galenicals used in treatment for obesity. Rev, Inst. Adolfo Lutz,

5% (1/2) 105-110, 1991,

ABSTRACT: In this study, 74 samples of galenicals used in treatment for obesity were
analysed, The authors intended to identify benzodiazepines and anoretics compounds in those
formulations, However such compounds are controlled according o regulatory procedures, they
have been emploved in many formulations without any siatement on label. Thin-layer chro-
matography and UV-spectrophofometry wers selected a5 analytical methods, Botanical species
were examinated and identified by microscopy and thin-layer chromatography. Benzodiazepines
and anoretics substances were found in 30 per cent of the samples.

DESCRIPTORS: galenicals used in treatment for obesity; anorectics, benzodiazepines;
detection; thin-layer chromatography; UV-spectrophotometry.
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