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CARACTERIZACAO HISTOLOGICA DAS FOLHAS E DOS FRUTOS DE Rubus
rosaefolius Smith (amora-do-mato)*

Luzia l1za Ferreira JORGE**
Blanca Elena Ortega MARKMAN**

RIALAG/738

JORGE, L. L F. ; MARKMAN, B.ED. ~ Cancterizagio histolégica das folhas ¢ dos fratos de
Rubus rosaefolius Smith (amora do mato). Rev. Inst. Adolfo Lutz, 53(1/2): 1-4, 1963.

RESUMO: Folhas e frutos de Rubus rosaefolius Smith foram estudadas anatomicamente com
o objetive de fornecer subsfdios para a identificacio da espécie. As folhas sio compostas ¢ os
folfolos tém margens duplamente denteadas. Apresentam como aneXos epidérmicos: um tricoma
tector anicelufar de aproximadamente 400 um de comprimento, ¢ dois tipos de tricomas
glandulares, um de cabega esférica ¢ ouire de cabega lenticular, sendo ambos pluricelufares.
Prusas ocorrem mais abundantemente 0as folhas do que nos fritos, As sépalas tém farta cobertura
pilosa sobre 2 epiderme superior. Os frutos ao coatém amido.

DESCRITORES: Rubus rosaefolius Smith, amora-do-mato, amora vermelha, fothas e frutos,

caracterizagio histolGgica.

INTRODUGCAQ

A familia Rosaceze, representada por frutos
requintados ¢ apreciadfssimos como as  péras,
ameixas, péssegos, cerejas, marrnelos, damascos ¢
morangos, i{em poucos representantes natives de
nossa flora’.

Entre nds, sfo rouito populares as rosfceas do
género Rubus, conhecidas comumente como
amoras-do-mato, e compreendendo trés espécies:
Rubus rosaefolius Smith; Rubus brasiliensis Mart, e
Rubus urticaefolius Sairet'”,

Rubus rosaefolius Smith € arbusto escandente de
panfculas de flores brancas e frutos vermelhos, ocos
por dentro’. Os ramos ém pélos glandulares, séo
aculeados, t8m folhas compostas de 2 & 6 pares de
foliolos ovai-fanceolados, duplamente denfeados™. Os
frutos s80 comestiveis e antidiarréicos™ ™ 7.

Estudos  quimicos realizados com  espécies
curopéias ¢ australianas de Rubus revelaram que
algumas plantas desse género contém £r§)te7iagsl' ’
sais minerais , taninos ¢ vitamina C” 7 " 7. As

amoras pretas  estudadas  por  YOON &
WROLSTAD"" sfio ricas em saponinas. Observamos
uma relativa escassez de estudos toxicolbgicos sobre
£55eS vegetais.

MATERIAL E METODO

Folhas e frutos de Rubus rosaefolius Smith foram
coletadas no campus da Cidade Universitdria, junto
a0 estacionamento do Instituto de Biociéncias,

As infrutestescéncias foram divididas em epicarpo
(parte externa, de coloragio bordd) e mesocarpe
(parte interna, de coloragio branca). Sepatadarmente
foram trturadas com a espétula ¢ 0 material pastoso
assim obtido foi montado entre IAmina e lamfnula em
dgua e em solugio de lugol.

As sépalas ¢ as folhas foram estudadas através de
cortes obtidos 8 mflo livre, com auxilio de lamina.

As estruturas anatbrnicas foram interpretadas e
representadas sob as ampliagbes do microscOpio
Gptico Leitz, com auxilic de cimara ciara, lamina
micrométrica ¢ corantes histolégicos.

* Reatizado na segio de Microscopia Alimeatar, Instituto Adolfo Lute, Capital, SP.

¥ Do Institute Adoelfo Lutz
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RESULTADOS
Folha

As folhas de Rubus rosaefolius Smith s8o compostas
¢ o8 folfolos t8m as margens duplamente denteadas
(Fig. 1-A). Observadas a0 estereomicroscépio, as
nervuras mostram pilosidade concentrada scbre as
mesmas.

A epiderme superior € constitnida de células dg
contorno poligonal, com paredes quase retas. B
freqliente a presenga de pélos tectores unicelulares de
paredes paralelas, base reta € fpice ligeiramente
afunilados, relativamente longos (Fig. 1-B).

A epiderme inferior, guamecida de estdmatos
anomociticos, € constituida de cflulas de comtomo
sinvoso, relativamente menores que as células da
epiderme superior {Fig. 1-O).

FiGURA 1

Rubus rosacfolivs Smith — Foiha

I-A - Folha compostz — aspecto geral

1-B - Epiderme superior destacando os tricomas tectores
(vista facial}

1+« Bpiderme inferior destacando os estdmatos
anomocfticos (vista facial)

Q) corte transversal 2o nivel do limbo foliar revela
mesofilo com estrutura dorsiventral e células
epidérmicas de dimenstes diferenciadas (as células
da epiderme superior sdo maiores que as da epiderme
inferior), alengadas ora no sentido periclinai, ora no
sentido anticlinal. H4 wm tipo de tricoma tector
uniceiular (com aproximadamente 400 pm de
comprimento) e dois tipos de tricomas glandulares:
um de cabega arredondada e outro de cabega com
formato lenticular. Ambos sfo pluricelulares do
pedicelc & extrernidade  capitada.  Idioblastos
contendo drusas de oxalato de célcio sfo freglientes
no parénquima clorofiliano foliar (Fig. 2-B).

A representaglio esquemndtica da nervura central
(Fig. 2-A) mostra feixe vascular bicolateral com o
floema envolvendo totalmente o xilema, paréaquima
fundamental abundante ¢ colénguima discreto de
ambos 0s Jados. As drusas que ocorrem em tormo do

2

feixe vascular sdo relativamente maiores do que
aquelas localizadas na regifo floemética (Fig. 2-A).

FIGURA 2

Rubus rosaefolius Smith — Fotha
2-A ~ Desenho esquemidtico da nervara ceniral destacando
drusas de duas dimensdes

colérquima ;}iﬁﬁ

xilema I%] floema i :

2-B - Conte transvemsal do limbo foliar

t.4,= tricoma iector; s= cpiderme superior; i= epiderme
inferior; t.g.= tricoma glandular; p.p.= paréaguima
paligddico; p.l.= paréaquima lacunoso; d= drusa.

Sépala

Ambas as epidermes das sépalas sio constituidas
de células alongadas radialmente se observadas em
corte iransversal, e tangencialmente alongadas
quando observadas de face (Fig. 3-A e Fig. 3-B). A
epiderme superior das sépalas € {artamente revestida
de tricomas tectores curtos (cerca de 50 pym de
comptrimento), com paredes paralelas e fpice
arredondado, lembrando o aspecto de fungos
filariformes. Observada de face, essa epiderme
apresenta-s¢ recoberta por um  emaranhado de
tricomas tectores de paredes paralelas, 0 que confere
ao conjunto o aspecto geral de "micélio de fungos
filamentosos", chegando mesmo a impedir a
visualizaglo das oélulas epidérmicas.
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PIGURA 3

Rubus rosaefolins Smith ~ Sépaka

3-A - Contorne da nervura central {fragmento)

3-B - Corte transversal 20 nivel do bordo da sépala

s= epiderme superior, i= epiderme taferior;

p.=parénquima lacunoso; L= tricoma tector; t.g.= tricoma
glandalar.

3-C - Epiderme saperior (vista facial)

Contrastantemente, as células da epiderme inferior
das sépalas conservam as mesmas caracteristicas das
células da epiderme inferior da folha. Nela ocorrem
estdmatos  anomociticos e fricomas  eciores e
glandulares quali e quantitativamente idénticos aos
tricornas foliares,

O mesofilo das sépalas é do tipo homogéneo
lacunoso e os feixes vasculares 830 colaterais mesmo
a0 nfvel das nervuras de maior potte. E freqiiente a
ocorréncia de drusas no parénquima fundamental das
sépalas.

Fruto

O epicarpo € constituido de cflulas de paredes
refas refativamente menores que as células dos
envoltbrios da semente (Fig. 4-B ¢ Fig. 4-C). O
mesocarpo, com aspecto de massa esbranquigada, &
constituido de células parenquimdticas volumosas,
arredondadas efou alongadas, de paredes muito
delgadas. Nessa regifio ocorrem vasos espiralados e
pontoados, sempre estreitos € mifidos. Nao hd amido.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

As drusas sSo mais abundantes nas folhas do que
nos frutes. Nas primeiras elas ocorrem em fileiras em
torno dos feixes vasculares; nos frutos elas ocomrem
esparsamente, contidas em idioblastos do mesocarpo.
De acordo com METCALFE & CHALKS® a presenca

desses cristais de oxalaio de cilcio é fregiiente em
Rosaceae.

De modo geral, Rubus rosaefolius Smith obedece
aos padrbes estruturais da familia a que pertence:
pélos tectores simples ¢ unicelulares, pélos
glandulares pedunculades e capitados, mesofiio
dorsiventral e estdmatos anomociticos restritos &
epiderme inferior”,

FIGURA 4
Rubus rosaefolins Smith - Fruto
4-A - Frato — aspecto geral
4-B -~ Epicarpo (vista frontal}
4-C - Epiderme dos envoltérios da semente
43 — Células do mesocarpo, vasos ¢ drusas.

Sfo notavels em Rubus rosaefolivs Smith a intensa
pilosidade da face superior das sépalas (com aspecto
de micélip de fungos filamentosos) € as avantajadas
dimensoes das células da epiderme superior da folha
quando observadas em corte transversal,
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ABSTRACT: Leaves and fruits of Rubus rosaefolius Smith were apatomically studied to
supply subsidies to the identification of the plant, The leaves are componads and their folioles have
dentateds borders. They present as epidermic arnexs: one simple hair with 400 um of length
approximately, and two types of glandalar hairs: one with spheric head and another with lenticalar
hair; pluricelivlars both of them. Druses arc more abundant in leaves than in fruits. The sepals have
ample hairy coverage on ihe upper epidermis. The freits do not have starch.

DESCRIPTORS: Rubus rosacfolius Smith, redberry, wild berry, leaves and fruits,

histologycal characterization.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

I —~ AUGUSTIN, B. - A contribution to the knowledge of
the chemical composition of the leaves of Rubus.
Botanikal kozlemenyek, 15:94.-6, 1916.

2 -FOQ, L. Y., PORTER, L. 1. - The structure of tannins
of some edible fruits. J. Se¢i. Food Agric,
32(7y711-6, 1981,

3 - HOEHNE, F. C. - Frulas indigenas. Sio Paulo,
Secretiria da Agricuitura, Inddstria ¢ Comércio,
1946. p. 66-9.

4 — JAMES, K. W. — Analysis of indigenous Australian
foods. Technol. Aust, 35(7):342-3, 1983,

5 -~ KHUSTOV, L; DANEVA, N. & VELCHEVY, V. -
Study of the chemicsl composition and taste
characteristics of interperspecific hybrids in the
genas Rubus 1. Gradinar, Lozar. Nauka, 16(1}:
3-13,1979.

6 - METCAIFE, C. R. & CHAILK, L. - Anatomy of the
Dicotyledons. Oxford, Clarendon Press, 1950. v.1,
p-539-55.

7 - NOVRUZOV, E. N. & SHANSIZADE, LA, -
Chemical composition of freits of sowe Rabus
species of the flora of Azerbiidzhan. Rasif

Resur., 21(3y:343.6, 1985, Apud Chem. Abstr.
Columbus, 104:167, 131w, 1986,

8 ~ PENNA, M. - Diciondrio brasileiro de plantas
medicinais. 3.ed. Rio de Janeire, Kosmos, 1346, p.
340.

9 - SOUTHWELL, . A -~ The cosstitsents of Rubus
rosifolius.  The siructure of rosifoliol, a
biogenetically sigaificant sesquiterpenoid. Aust. J.
Chem., 31(11):2527-38, 1978, Apud Chem. Abstr.,
Columbus, 90:104,145s.

10 - TORRE, L.C. & BARRIT, BH - Quanfitative
evaluation of Rubus fruit anthocyanin pigments.
J. Food Sei., 42(2):488-90,1977.

11 - WUCHERPGENNIG, K. & HSUEH-ERR, C. -
Behavior of mineral components in fruit juices.
Fluess. Obst., 50(1):15-22, 1983.

12— YOON, X.R. & WROLSTAD, R. D. - Iavestigation of
Harion blackberry, sttawberry and plum froit for
the presence of saponins. J. Agric. Food Chem,
32(3%.691-3, 1984,

13 - ZURLO, C. & BRANDAO, M. - As Ervas
comestiveis. Rio de Janeiro, Globo, 1989, p. 214,

Recebido para publicagio em 18 de agosto de 1992,



Rev. Inst. Adolfo Lartz,
53(1/2y:5-10, 1993,

AFLATOXINAS, OCRATOXINA A E ZEARALENONA EM ALIMENTOS PARA
‘ CONSUMO ANIMAL NO SUL DO BRASIL ~ PARTE II

Maria Antonieta BALDISSERA*
Janio M, SANTURIO*

Samira H. CANTO**

Patricia H. PRANKE**

Carlos Alberto A. ALMEIDA***
Cleusa SCHIMIDT****

RIALAG/139

BAILDISSERA, M.A.; SANTURIO, IM.: CANTO, S H,; PRANKE, P.H.,; ALMEIDA, CAA,;
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RESUMO: Os metabélitos téxicos Aflatoxinas (AFL) B1, B2, Gl e G2, sio produzidos por
linhagens de fungos Aspergilfus flavus e A. parasiticus, Ocratoxina A (OCT) preduzida por A,
ochraceus ¢ virias espécics de Penicillivm ¢ a Zearalenona (ZEA) pelo Fusarium graminearum.

Estas micotexinas foram pesquisadas em 519 amostras de diferentes subsiratos constituidos
especialmente de milko e ragiio balanceada, além de outros produtos vtilizados na alimentagio
animal como arroz, sorgo, farelo de trigo e colza, provenientes do Brasil e uma amostra da
Argentina durante o perfodo compreeadido entre os anos de 1987-1991,

Foi empregado o método SOARES & RODRIGUES-AMAYA para extragio ¢ quantificagio
das micotoxinas, com limites de detecgio de 4, 5, 60 p.pb. para Aflatoxinas, Ocratoxing A e
Zearalenona, respectivamerte.

Em 68,59% das amostras nio foram detectadss esias micotoxinas, mas 24,86% das amostras
positivas estavam contaminadas por Aflatoxisas, 1,73% por Ocratoxing A e 4,82% das amostras
estavam contaminadas por Zearalenona. O nivel méiximo de confaminagio por Aflatoxinas foi de
1906 p.p.b., de 745 p.p.b. por Ocratoxinag A e de 4982 p.p.b, por Zearalenona,

Frente azos resuliados obtidos, sugere-se o monilorantento conslante deslzs micoloxinas,
principaimente Aflatoxinas, por parte da inddsiria e 2 atengio dos prodatores de aves ¢ sufnos, pois
estas micotoxinas comprometem z safide animal ¢, por conseqiiéncia, o desempesho produlive
destes animais. '

UNITERMOS: Micotoxinas, Aflotoxinas, Ocratoxina A, Zearalenopa, cromatografia em
camada deigada.
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INTRODUGAO

As micotoxinas constitiem-se¢ em um grupo de
compostos toxicos produzidos por linhagens fangicas
que crescem sob condigbes favordveis em uma
grande variedade de substratos, principalmente
graos™,

Afetam com fregiidncia cereais e scmentes
cleaginosas durantc a colheita, armazenamento e
industrializagic’.

A presenga  de micotoxines em  produtos
alimenticios depende do crescimento de espécies
fingicas es?ecsf“ cas ¢ de fatores come umidade e
temperatura

Os metabéhtos wxicos Aflatoxinas (AFL) Bl, B2,
G1, G2, 4o produzidos pelos fungos Aspergillus
flavus ¢ A. parasiticus, Ocratoxing A (OCT)
produzidos por A. ochraceus € vérias espécies de
Penicillium ¢ Zearalenona (ZEA) pelo fungo
Fusarion graminearum’.

As principais linhagens fingicas que produzem
AFL, necessitam de determinadas condigbes para seu
desenvolvimento, como umidade relativa do ar entre
80 e 90% e temperatura ambiental superior a 20°C>.
Sendo o Brasil um pafs de clima tropical, apresenta
condigbes favordveis para o desenvolvirento destas
MHCOtOXInas,

A AFL Bl € s mais enconirada ¢ também a mais
toxica. Provoca profundas alteragbes orglnicas
traduzidas por hemorragias através da inibigic dos
fatores Il ¢ VH da coagulagiio sanguinea ¢ lesbes no
hepatécito; a ingestio de baixas quantidades por
longo periodo determina baixa conversio alimentar
nos apimais, imunodepressio ¢ clncer hepatico, Os
rebanhos que consomem graos centammaéos $30 08
mais afetados, principalmente aves ¢ sufnos'" .

A Ocratoxina A provoca lesbes extepsas nos
tibulos renais, especialmente em smrzos, :mpedmdo a
reabsorgio de dgua pelo organismo™

A Zearalencna  possut  efeito  estrogénico,
principaimente em suinos, podendo produzir edemna,
protapso de vulva, abortes e crescimento das mpamas
nos machos. Esta toxina € somente produzida em
épocas temperadas oun frias, entre 12 e 14°C,
semelhantes 3s encontradas na regifio sul do pafs®

Devido 2 toxicidade destas micotoxinas foram
analisados  durante  cinco  anos  {1987-1991),
alimentos destinados ao consumo animal, através da
cromatografia em camada delgada frente as AFL,
OCT e ZEA.

MATERIAL E METODROS

Foram analisadas 519 amostras de diferentes
substratos constituidos principalmente de mitho e
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ragao balanceada, além de outros produtos utilizados
na alimentaggo anirnal, como arroz, sorgo, farelo de
trigo e colza (prifico 1), provenientes de vérias
regides do Brasil ¢ da Argenting (Figura 1),
rernetidas para o Laboratério de Micotoxinas da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), no
periodo compreendido entre os anos de 1987 2 1991.

Amaostras pesando aproximadamente 1 kg foram
coletadas em diferentes pontos do lote de gréos ou
ragio a serern avaliados. No laboratdrio foram
triturados, homogenizados e retitada urna subamostra
de 50g para a determinachio das micotoxinas.

A metodologia empregads para a extragiio é 2
preconizada por SOARES ¢ RODRIGUES- AMAYAY,
a identificacio e quantificagio foram reaizzaéas a;raves
de cromatografia em carada delgada (CCD)

TABELA 1

Tipo de alimentos para comsumo animal analisados no
perfode de 1987 a 1991.

ARD

ANMOSTRAS TOTAL. %

1987 {985 1989 1990 199i
Milho 35 48 42 47 66 238 45,86
Ragio ba-
laneeada 12 23 35 35 81 166 31,98
Outzos
alimentos™ 06 20 30 0% 50 1iS 22,16
TOTAL 33 91 167 91 177 519 100,00

* ; arToz, SQIgO, trigo, colza, soja, efc,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para ATFL, OCT e ZEA detectados
em 163 amostras positivas distribuidas nos anos de
1987 a 1991 sdo mostradas na Tabela 2, onde N. D.
(nfo detectada) expressa valores inferiores ao limite
de detecgio em CCD para AFL de 4 ppb, OCT de 5
ppb e para ZEA de 60 ppb.

TABELA 2

Distribuigio de Aflatoxinas, Ocratoxina A ¢ Zearalenona
detecladas em 163 amosiras analisadas 5o perfodo de 1987
a 1991,

ANO

AMOSTRAS TOTAL %

1987 1988 1989 1990 1991

Allatoxinas 15 10 08 17 79 129 79,34
Qcrato-
xina A NI 52 07 ND NI 09 552
Zearalenona

ND. 08 10 02 08 25 15,34
TOTAL 15 20 25 19 84 163 10,00
% 9,2 12271534 11,66 51,53 100,00

* N.Dn: Nio Detectado
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Estes resultados expressam urna positividade de
31,40% frente a estas micotoxinas nos alimenios
analisados. As AFL B1, B2, G1 e G2 representam
79,14% (Figura 2) das amostras positivas
comprovando, assim, uma predomindncia desta
micotoxina e representando 24,85% do total das
amostras analisadas, superando expectativas desta
contaminacio em outros paises como EUA, onde a
contaminagio chega a apenas 5 a 109 em ragoes
para consumo animat'®.

Isto permite considerar a aflatoxicose como um
dos problemas que pode afetar a produgio animal.

Nas Tabelas 3 e 4, observa-se a incidéncia de AFL,
QOCT e ZEA, utilizando-se como parfimetros os niveis
tolerdveis no Brasil”, bem como valores minimos e
méximos encontrados.

LEGEMDA

(7% ocratose &

Eaas I=aroiencna

V2ZERE anaravings

FIGURA 2 fHstribaiglio saa P o AY 5 Qoréfoning A w

Zeoroisnons datacicdas ho laseratdtlie ¢# micotoxings de UFSNde
1987 « 4

FIGURA 2
— Distribui¢io das amostras positivas de Aflatoxinas,
Ocratoxina A ¢ Zearalenona detectadas no laboratdtio de
micotoxinas da UFSM de 1987-91

Os niveis de AFL encontrados foram de até 1906
ppb, em amostras do Rio Grande do Sul, enquanto
SABINO et alii'* encontraram niveis de até 3200 ppb
em amostras de mitho procedente da regifo sul do

pafs; ji SANTOS er ali’® ao analisar milho
contaminado em Minas Gerais, revelaram niveis de
AFL de 1985 ppb, o que provocou trés sortos de
aflatoxicose em suinos.

As amosiras positivas para OCT alcangaram
percentual de 5,52% frente s demais micotoxinas
analisadas, sendo que sete amostras provenientes do
estado de Sdo Paulo, apresentaram concentraghes de
até 645 ppb. Esta contaminacho ocorreu em res{ducs
de farelo de bolacha que foi adicionado como veiculo
ao concentrado para alimentacho de swvinos. O
desenvolvimento desta micotoxina por linhagens de
Aspergillus ochraceus ocorre especiaimente com
umidades de 17% no grio e temperatura de 24°C,
condighes estas que faciliente acontecem na regifo
Sudeste. J4 no Rio Grande do Sul, a contaminacio de
duas amostras talvez esteja correiacwnada ao género
Penicillium que, de acordo com a WHO', necessita
de clima fric para producio de OCT.

Os niveis de ZEA em uma amostra de milho no
Rioc Grande do Sul alcancaram 4982 ppb,
provavelmente devido as condigbes climdticas do
estado, onde a teroperatura € baixa no inverno e a
umidade ambiental € alta, favorecendo a formagho
desta micotoxina durante o cultivo e principalmente
no armazenamento de grios. O Rio Grande do Sul €
a regifio brasileira com maior risco de contaminacio
por ZEA, pois esta micotoxina, para ser produzida
precisa de alta umidade ¢ de alternfncia de dias
quentes com noites frias®. Estas condigdes climéticas
ocorrem durante quase todo o ano neste estado.
SABINO et alii'® ac anatisarem ZEA nas teg;oes Sul
¢ Sudeste encontratamn 5% de amostras pos;i:vas,
enquanto SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA", na
regiic de Campinas, SP, obtiveram resultados
negativos para esta micotoxina. No entanto, em 410
amostras analisadas no Rio Grande do Sul (Tabela
3), foram detectadas 6,1% das amostras
contaminadas por ZEA.

Quanto & sazonalidade das micotoxinas (Grifico
1), observa-se que as AFL ocorreram durante quase
todos os meses do ano, com variagbes minimas de

TABELA 3

Incidéncia de Aflatoxinas, Ocratoxina A ¢ Zearalenona em Alimentios Analisados pelo Laboraiéric de Micotoxina da UFSM -

de 1987 a 1991..

TOTAL DE AMOSTRAS N* AMOSTRAS N*AMOSTRAS NTAMOSTRAS
PROCEDENCIA  ANALISADAS POSITIVAS POSITIVAS POSITIVAS
AFLATOXINAS ZEARAIENONA OCRATOXINAA
<3PPB = =30PPB <2HPPB  »=2000PB < S0PPB > = S0FPR
N % N % N % N® % N % N % N %
RIQ GRANDE
DO SUL 410 9 75 38,1335 21,13 3 12 22 88 2 22 ND* -
OUIRAS
REGIOES 109 21 18 139481 638 ND** - NE** - 1 1,1 6 66,7

*Valores inferiores a 5 ppb  N®: Nidmero de amostras
+* Valores inferiores a 60 ppb%: Percentagem de amostras
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TABELA 4

Vaiores méximo ¢ minimo de Aflatoxina, Zearalenona e Ocratoxina a Encontrados em 519 amostras, UFSM (1987 a 1691).

MICOTOXINA  PROCEDENCIA VALORMINIMO VALOR MAXIMO
(ppb} (ppb)
Aflatoxinas - RS»* 4 1906
Oulras regides 5 31,9
Zearalenona RS 00 4982
Outras regides NL** N.D.
Ocratoxina A RS 14 21
Outras regides 50 745

* Rio Grande do Sul** : N.D.= Nio detectado

positividade. Ja a ZEA ocorreu, principalmente de
jutho a dezembro, em amostras provenientes do RS,
confirmando que o clima do estado é o fator
preponderante para o seu desenvolvimento.

Devido ac pequeno nGmero de  amostras
contaminadas com OCT néo foi possivel determinar
épocas do ano de maior ou menor incidéncia.

Os resultados aqui apresentados permitem concluir

Micotoxinas — UFSM, mostraram wm elevado indice
de contaminagio desses agentes (Gxicos.

Em vista dos resultados encontrados, toma-se
necessdrio uma ativa vigilinda de alimentos
destinados ao consumo animal, pois muitas vezes, a
mié qualidade destes poderd determinar prejufzos ao
produtor rural.

que a presenca de micotoxinas em alimentos para o
consumo animal analisados no Laboratdrio de
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BALDISSERA, M.A,; SANTURIO, IM,; CANTO, 8.H.; PRANKE, P.H; ALMEIDA, CA.A;
SCHIMIDT, C.. — Aflatoxin, Ochratoxin 2 and Zearalenone in Animal Feedstuffs in South
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ABSTRACT: The toxic metabolites of aflatoxins are produced by fungi strains Aspergiilus
flavus and A. parasiticus Ochratoxin a (OCT) produced by A, ochraceus and. different species of
peniciilizm and the Zearalenone (ZEA) by the Fusariun graminearum. The mycotoxins were tested
in 519 samples. The samples used were mainly corn, feedstuffs, rice, sorghum, wheat flour and
colza. The samples were collected during the year of 1987-1991 one being from Argentinz aad all
others from Brazil. The method used was the one described by SOARES &
RODRIGUES-AMAYA for extraction and quantification of mycotoxins with the limits of
detection being 4, 5, 60 ppb for Aflatoxin, Ochratoxin A and Zearalenona, respectively. In 68,59%
of the samples no mycotoxins were detected. However 24,68% of the samples were positive for
Aflatoxins, 1,73% for Ochratoxin A and 4,82% were contaminated by Zearalenona. The maximum
level of Aflatoxin was 1906 ppb; 745 ppb for Ochratoxia A and 4982 ppb for Zearalenone.

These results indicate the necessity of a constant surveillance of mycotoxias, mainly
aflatoxins by the industry. The producers of chickens and swine should be aware that mycotoxins
are bad for animal health and also for productivity.

Uniterms: Mycotoxins, Aflatoxins, Ochratoxin A, Zearslenona, Thin-layer chromatography
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RESUMO: Em nosso meio, o planejamenic de dietas e o cdicule dos diferentes nutrientes &,
em geral, feito com o uso de tabelas internacionais de composigio de alimentos. Além deste fato,
as 1abelas dispoafveis no Brasil sio comumente compiladas e/ou traduzidas de tabelas crivndas do
exterior. Desta mancira, os resultados obtidos ot a composigdo da dieta nem sempre correspondem
i realidade local. Considerando 2 necessidade de se conhecer a composigio em macronutrientes
dos alimentos pormasimente consumida pels populacio brasileira, o presente trabalho teve por
objetive determinar: o teor caldrico {calorimetria direta), de nitrogénio, o exttato etéreo, cinzas,
nmidade ¢ de hidratos de carbono (por diferenga) dos seguintes alimentos: agczr refinado, alface,
arroz polido, banana, baiata-inglesa, café em pd, café infusfo, camme bovina, cenoura, chucha,
farinha de mandioca, farinha de trigo, feijio, fefjdo preto, fub4, laranja, mandioca, mandioquinha
salsa, lelte em pé, leite pasteurizado, 6leo de sofa, ovo de galinha, pio ¢ tomate. Os resulados
foram discutidos ¢ comparados com o3 de tabelas internacionais. Recomenda-se o uso dos valores
obtidos o preseate irabatho quando for necessdrio determinar a composicio de alimentos de uso
1o Brasil,

DESCRITORES: Calorimetria dircta, protefna, cinzas, lipidios, hidrates de carbono,
umidade, tabela de composigio de alimentos.

visam fornecer ou suplementar a dieta de grupos
populacionais especificos, COMo idosaos,
pré-escolares, diabéticos, obesos, etc.: d) indisiria de
alimentos; €) educagio alimentar; f) terapéutica
nutricional,

INTRODUGAO

Dados sobre a composicio dos alimentos sfo
imf’?f%‘.}’%? e saﬁfie publica, entre outlms motivos,
para™ = *: a) realizacho de balango alimentar com
ingestdo alimeniar em

objetivo de avaliar a Rotinciramente, a adequacio quantitativa da

programas de merenda escolar; b) avaliacio indireta
do estado nuiricional de grupos populacionais ou do
seu nivel de risco; ¢) plancjamento de programas que

ingestio de macronuirientes € feita comn uso de tabelas
de composicio  de dlimentos. No Brasil os estudos
epidemioldgicos que necessitamn dessa adequacio,

1 Disciplina de Nutrologia do Departameato de Clinica Médica. Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, USP

14049-900 Ribeirdo Preto, SP. Fax (016) 633-1144

2 Trabathe parcialmente apresentado no XIII Congresso Brasileire de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Sio Paulo,

1992,

3 Trabaiho parcialmente financiado pelo UNPq, processo # 302624/82- 1.

it




MARCHINI, 15.; VITALL, L H; JORDAO Ir,

A, RODRIGUES, M.M.P.; OLIVEIRA, 1.E.D. de,

- Determinagio de

macronutrientes em alimentos normalmente consumidos pela populagio brasileira. Rew Inst. Adolfo Lutz, 53(1/2y11-16,

1963,

fmnio  retrospectivos  como  prospeciivos,  tanio MATERIAL E METODOS
populacionais cozno clinicos, fazem uso de tabelas

internacionais® 1 recomendadas pela FAC (Food and

Agricuiture Organization); OMS (Organizagio Mundial A, 0cras de alimenios

de Sadde) e NR.S. (The National Research Council -
National Academy of Sdences USA). As tsbelas
freqiientermente utilizadas no Brasil s@o as apresentadas
na tabela 1. Na elaboragio dessas tabelas foram
utilizados alimentos dos locais de origen: das mesmas,
com caracteristicas regionais que, provavelmente, sio
diferentes daquelas encontradas no Bmsil, o que
comurmente pode ser um fator de emro no célewlo de
nossas diefas. Esse fato se deve 3 exisléncia de
diferengas com relacio is condigdes climiticas, solo® “
adubagao ) arazenanenio, processamento,
conservagio®, tipos e espécies das matrizes, dentre
outras possiveis varifiveis entre uma regifio ¢ outra.

Os dados nacnona;s sdo, em geral, escassos ¢
desatualizados'” 1% %, As tabelas brasileitas, além de
incompletas em termos de nuirientes  sdo,
fregiientermente, pouco confidveis por falta de
descngao de prooedameﬁios analiticos ou pelo uso de
técnicas madequadas Este problema tambem é
relatado em outros pafses da América Lating’. A
titulo de exemplo, dois problemas comuns sfo
freqientes: 1) para determinar a composigio de uma
alimento € comum o uso de duas ou mais tabelas
diferentes, mesmo quando se quer saber sobre
proteinas, energia, hidratos de carbono ¢ lipidios. 2)
Para se determinar o teor fofal de um nutriente
especifico, por exemplo proteina, em uma mistura de
alimentos, é novamente comum o usc de duas ou
mais tabelas. Assim sendo, a titulo de ilustragio, ao
se commparar o va[or calérico do leite em pd pela
tabela do ENDEF" cncontra-se 502 kcal/100 g
enquanto na tabela INC encontra-se 349
kcal/100g. A mandioca na tabela INCAP® oferece
148 kcal/100 g e na "Composition of Food"™ 352
kcal/160 g,

A determinacfio de macronutrientes na vasta gama
de alimentos brasileiros ¢ uma tarefa que abrange
proporgdes gigantescas ¢ foge a0 escopo desse
trabalho. No entanto, a populagiio brasileira, apesar
de se epcontrar distribuida numa larga extensio
territorial apresenta uma certa uniformidade guanto
aos principais alimentos ingeridos. Assim, por
exemplo, 0 arroz € o feijio, com raras excecdes,
fazem % ¢ da dieta da maioria do povo brasileiro™
12131822 portanto, o presente trabalho teve por ob-

p po
jetivo determinar a composigio em  macronutricntes
tes de um grupe de alimentos rofineiramente
consumidos pela populagio  brasileira.  Foram
determinados o teor de proteina, o teor de gordura,
umidade e cinza, hidratos de carbono {por diferenga)
€ o teor energético dos alimentos por meio de
calorimetria direta.

i2

Os alimentos foram adquiridos no comérdio local,
pequenocs armazéns, da periferia de Ribeirfo Preto,
SP, no perfodo de jutho a cutabro de 1992, Foram
analisadas duas amostras de cada alimento e cada
amostra foi feita em triplicata. Os alimentos
analisados encontravam-se em seu estado in natura.

Foram avaliados os seguintes alimentos: agficar
refinado; alface {Laciuca sativa L.); arroz polido
(Orysa sativa L.), banana (Musa cavendishi Lam);
batata inglesa {(Solanum tuberosum L.); calé torrado e
moido (Coffea arabica L.); café infusio; diferentes
amostras de carne bovina (Bos taurus)y, cenoura
(Daucus carofa L.) chuchu (Sechium edule Swartz),
farinha de mandioca (Manihot esculenta Crantz);
farinha de trigo (Triticum vulgare); feijic (Phaseolus
vulgaris L.);, feijdo preto (Phaseolus compressus
niger M.); fubd de milho (Zea mays); laranja (Cirrus
aurantium Rino), mandioca (Manithot esculenta
Crantzy, mandioquinha salsa (Arracacia xanthorriza
Bancroffy, leite em p& (industrializado), leite
pasteurizado tipo "C*; Oleo de soja (Glycine max, L.);
ovo de galinhg, péo francls ¢ tomate {(Solanum
lycopersicum 1..).

Determinagdo da fragdo nitrogenada

O nitrogénio foi determinado pele método de
micro-Kjeldahl, Esse meioc?o determina o nitrogénio
total contido na amosira®, A partir da deferminagio
do nitrogénio total, calcuiou-se a quantidade de
proteina da amosfra através do uso de um fat{)r de
conversio especifico para cada alimento®. Todo
nitrogénio encontrade nos diferentes alimentos foi
considerado protéico, ndo sendo pois, considerada a
presenga de outras substincias nitrogenadas.

Determinagdo da umidade

A umidade foi determinada por meio de se:,aéem,
utilizando estafa a 100-110°C até peso constante

Determinacao da fragdo cinza

As cinzas foram determinadas pela incineragio do
alimento a 500-550°C em f{)sno mufla, obtendo-se
assim o residuo mineral fixo"

Determinacdo da fracdo extrato etéreo

A determinacio do extrato etéreo foi realizada
através de uma extracio continua em aparelho do
tipo Soxhiet usando como solvente o éter de
petréiecls.
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Determinagdo dos hidratos de carbono

Os hidratos de carbono foram determinados por
diferenca das fraghes protéicas, lipidica, cinza e
umidade!’,

Calorimetria direta
O valor energético dos alimentos foi determinado

por meio de calorimetria direta'®, usando o aparetho
"1261 Automatic Isoperibol Bomb Calorimeter” e

expresso em termos de kilocalorias ou kilojoule (1
keal = 4,1868 Kjj).

RESULTADROS

Os alimentos foram subxdivididos em dois grupes para
[acilitar a visualizagiio dos resultades. A tibela 2 apresenta
o8 alimentos de ongem animal e a'tabely 3 os de orgem
vegerdl, Todas as deformifaches que apreseniaram um
cocliciente de varlacho superior g 107% foram repeiidas. As
tabelas apreseniamn a média antmética das duas friplicatas
fiitas para cada um dos Hens.

TABELA 1

Fontes de dados sobre 2 composigio de alimentos em uso comum no Brasii*,

TABELA ANODE
PUBLICACAO
Valor vitamfnico de alimentos brasileiros™ 1954
Esmdo Nacional da Despesa Familiar (ENDEF}” 1977
Composigio Quimica de Alimentos, G.V.E. Franeo® 1982
Teor de Na/K - FMUSP*’ 1545-50
Composicion de Alimentos para Uso en América Latina. Institute de Nutricida de Centro
América y Panam4 1961
Composition of Foods. United States Department of Agriculture™ 1963
Amino Acid Confents of Foods and Biological Data on Proteins, Food and Agricalture
Organization of the United Nations 1670
* Modificado de Lojolo ¢ Vannuechit!
TABEIA 2
Composigao e teor caldrico de alimentos de origem animal
PROTEINA EXTRATO HIDRATOS CINZA UMIDADE CALORIAS
(G%) ETERLO DE
CARBONC (g%} (&%) (keal%)
(8%) (&%)
Leite em pd industrializado 26,19 21,68 43,46 3,57 5,10 505
Leite pasteutizado ipo "C" 3,14 * * 8,67 83,08 62
Came bovina, cox3omole 26,57 2,57 0,16 0,70 70,00 152
Carne bovina, alcatra 26,80 2,36 2,64 9,7¢ 68,10 153
Came bovina, lagarto 24,58 363 1,18 06,71 69,90 138
Carne bovina, peixicho 21,10 3,22 2,19 0,69 72,80 133
Ovo de galinha 14,81 12,77 3,99 1,33 67,10 185

* Nio determinado.

DISCUSSAD E CONCLUSAO

Segundo Bressani® as tabelas de composigio de
alimentos podemn ser constderadas como vma riqueza
nacional pois tém uvsos moltiplos em alimentagiio e
nuttigho, na terapia nutriciondl € na salde de um modo
geral. Além de serem associadas 4 agricultum € 20
plancjamento alimentar populacional, $80 necessdrias
em atividades associadas com a inddstria alimentar e,

por fim, 880 também iiteis no desenvolvimento social
e econdmico de um pais.

(s resuitados encontrados neste trabatho diferem,
em média, entre 10 e 20% dos valores encontrados
nas tabelas internacionais e nas compiladas no Brasil.
No entanto, uma dificuldade séria encontradz diz
respeito & correta identificacio do item analisado.
Nem sempte ¢ possivel fazer a comparago correta.
No caso da carne bovina foram analisadas diferentes

i3




MARCHINI, 18.; VITALL L H; JORDAO Ir., A; RODRIGUES, MM.P,; OLIVEIRA, LE.D. de, - Determinagio de
macronutrientes em alimenios normalmente consumidos pela populagio brasileira. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 53(1/2):11-16,

1993,

TABELA 3

Composigio ¢ teor calérico de alimentos de origem vegetal.

PROTEINA EXTRATO LIDRATOS CINZA UMIDADE = CALORIAS
&%) ETEREO DB
CARBONG  (g%) (g% (keal%)
(8%} &%)
Agticar refinado 4,00 0,06 99,02 0,58 0,40 393
Alface, fotha lisa 1,23 4,18 2,19 0,77 95,63 15
Arroz polido cru 4,97 1,66 82,04 0,41 10,92 329
Banana 1,39 0,48 18,78 0,83 78,60 87
Batata-inglesz 200 0,29 19,37 0,54 71,80 83
Café tormado mofdo 13,94 8,39 68,26 341 6,00 476
Café infusio 0,63 083 1,09 0,36 G709 12
Cenoura 1.54 0,42 12,11 0,98 84,95 6%
Chuchu 116 0,19 567 0,32 92,75 29
Farinha de mandioca 2,23 0,73 93,06 0,30 368 369
Farinha de irigo 12,45 1,23 74,16 0,36 11,80 335
Feijdo 19,53 1,77 69,89 4,41 13,40 33
Feijio preto 21,39 1,48 58,80 370 14,63 359
Fub4 7.47 3,90 76,54 4,79 11,36 338
Laranja, suco 0,84 0,22 831 0,29 90,35 41
Manrdioca 1,38 0,52 3849 0,54 59,07 168
Mandiogninha salsa 1,03 0,35 2786 0,56 69,90 115
Oleo de soja 0,08 160,00 {i,OG 0,00 04,00 952
Pio francés 12,58 1,15 66,51 1,56 18,29 310
Tomate 121 0,46 378 0,48 94,15 7

* Todo nitrogénio do café foi considerar o de oatras fontes como a cafefna.

amostras, Segmentos diferentes de aniniis podem
resultar em leores de nutrientes diferentes. Este fato €
importante pois, a utilizagiio de tabelas com termos
diferentes daqueles corretos pode resultar em erros,
muitas vezes grosseiros.

No presente trabalho a medida da energia
produzida pela combustio direta do alimento na
bomba calorimétrica, a0 contrdrio da wtilizaglo de
fatores constantes de conversio para protefna,
gordura e hidratos de carbono, confere maior
credibilidade aos resultados. Este procedimento é
menos sujeito a erros, principalmente guando se
considera que podem existir variagbes dos fatores
e/ou na composichio de protefnas, lipidios e hidratos

14

de carbono dos alimentos. Os valores 4 kcal/g, 9
kcal/g ¢ 4 keal/g, comumente utilizados como fatores
de conversio alimento/energia, represenfam uma
aptoximagho respectivamente para proteinas, lipidios
¢ hidratos de carbono, média obtida em diferentes
alimentos.

Os presentes resultados visam estimular estudos
atualizados sobre a composigio regional dos nossos
alimentos e roostrar 2 importincia da determinagio
direta da energia produzida pela combustio do
alimento, DBstes dados precisam ser estendidos a
outros alirentos, 3 alimentagio e & dietoterapia para
garantirem maior confisbilidade em eswudos
nufricionais.
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ABSTRACT: The macronutrient and energy comtent of commeoxn Brazilian foods was
estimated by determining the conieats of crade fal, protein, ash, water, otal carbohydrate by
difference and total eaergy content by direct calorimetry.

DESCRIPTORS: Direct calorimetry, protein, ash, lipids, carbohydrates, food water, food

composition fable.
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RESUMO: Com a finalidade de obler ama avaliagio da qualidade dos queijos
comercizlizados em Ribeirio Preto, foi feito vm levantamenio de anélises realizadas no Instituto,
de 1989 3 1950,

Foram estudados 61 laudos de andlise de queijos tipo: Mussarela, Minas Frescal, Prato ¢
Requeijio.

Destes, 6 apresentaram-se fraudados, 16 apresentaram-se de acorde com os padries legais e
45 em desacordo com os padroes legais, sendo que 13 eram de tipo Minas Frescal dos quais 1
(1,70%) estava de acordo e 12 (92,30%) estavam em desacordo,

Das 9 amostras de queifos tipo Mussarela, 56 2 (22,22%) estavam de acerdo e 7 (77,78%) em
desacordo.

Das 25 amostras de queijos tipo Prato, 56 1 (4,00%) estava de acordo ¢ 24 (96,00%) em
desacordo.

Das 8 amostras de Requeijio cremoso, 6 (75%) estavam de acorde e 2 (25%) em desacordo.

Portanlo, dos 55 laudos estudados, com excegio das fraudes, apenas 10 (18,18%) se
apresentavam de acordo com as rormas legais.

UNITERMOS: Landos Analiticos, Qualidade Queijo, PadrGes legais Queijo.

INTRODUGAQ Segundo o Codigo Sanitirio N.T.A. 11 *', queijo ¢
o produto fresco ou maturado, obtido pela separagiio
do soro, apds a coagulagio natural ou arfificial do
leite integral, total ou parcialmente desnatado, através
de processos tecnoldgicos adequados, enriquecido ou
nio de creme de leite e putras substncias permitidas.

O queijo é um dos alimentos fermentados mais
antigos conhecidos pelo homem. Virios sécalos antes
de Cristo, na regifo do Mediterrineo, egipcios e
gregos j4 dominavam sua produgfo, que foi
aprimorada pelos romapos que a difundiram nas
regioes por eles conquistadas’,

A fabricacio do queijo consiste na concentraciio dos
clementos insoliiveis do leite. Atravésdo uso de sais,

Realizado nas Segdes de Bromatologia, Quimica e Baeterdologia Alimentar do Laboratéric I de Ribeirio Preto
Institge Adolfo Lugz,

**  py Institeto Adolfo Lutz de Ribeirao Preto.
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&cidos, aguecimento, microorganismos ou enzimas,
gera a precipitagio do codgulo, que & cortado,
dessorado, cozido {ou nfo), modelado, salgado.
prensado (ou nio) ¢ maturado.

Conforme suas caracterfsticas, os queijos sfo
classificados em trés categorias bésicas de acordo
com a porcentagem de gordura no extrato seco total,
o sabor € a consisténcia,

Este trabalho foi realizado com a finalidade de
obter uma avaliagio sobre a qualidade dos queijos
comercializados em Ribeitfo Preto. Pam tanto foi
feito um levantamento das andlises realizadas no
LAL. — RP, de 1989 a 1990. A amostragem
abrangew as andlises fiscais apreendidas pela
Vigildncia Sanitdria ¢ a Policia, além das andlises de
orientacfo feitas por solicitagio das agroindistrias da
regifio,

MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas amostras de queijos tipe
Requeijio, Minas Frescal, Mussarela e Prato,
procedentes de vérias localidades. Estas amostras
foram apreendidas no comércic ou enviadas por
usinas, transportadas em recipientes isotérmicos até o
laboratério e mantidas sob refrigeracio até o inicio
das andlises. Foram estudadas 55  amostras,
submetidas & avaliacho dos caracteres organolépticos
¢ a exames fisicos, quimicos e microbicidgicos.

Primeiramente, foram realizadas as determinagbes
microbioldgicas  empregadas  rotineirarmente  no
laboratorloi segundo mctodologia recomendada pela
APHAM e F.DAY Entre as intimeras técnicas
utilizadas enfatizamos a contagem padrdo em placas,
pela semeadura em profundidade em 4gar padrdo
adicionado de 0,05% de cloreto de trifeniltetrazdlio,

As bactérias coliformes foram quantificadas pela
téepica do nfimero mais provivel (N.M.P.) em meio
de bile — verde brithante.

Para a contagem de bolores e leveduras, utilizou-se
semeadura em profundidade de dgar — dextrose —
batata — antibidtico, incubados em temperatura
ambiente.

A determinagBo de Staphylococcus aureus fol
realizada em scmeadura em superficic em placas de
dgar Baird-Parker.

Bacillus cereus foi determinado por semeadura em
superficies de 4dgar — manitol — gema de ovo ~
polimixina,

A determinaciio de Clostridio Sulfito Redutores fo
realizada através de semeadura em profundidade, em
condighes de anaerobiose em dgar sulfito -
polirixina - suifadiazina.

A determinacio de Salmonella foi feita por
pré-enriquecimento em dgua peptonada — tamponada
seguida de semeadura superficial em dgar
MacConkey ¢ verde brithante, enriquecimento
seletivo em Caldo Selenito e Caldo Tefrationaio,
seguido de plaqueamento em 4gar SS ¢ BG., com
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isolamento das coldnias suspeitas e identificacio das
nmesmas.

As determinaghes fisicas e quimicas foram
realizadas pelos métodos descritos nas Normas
Analfticas do Instituie Adolfo Lutz, tende sido
eferuadas as seguintes determinagbes: teor de
gordura, substincias voléteis, amido ¢ corantes, além
da realizagio do exame microschpico e dos
caracteres organolépticos das amaostras.

Este conjunto de dados possibiliton verificar se
cada tipo de queijo se encontrava deniro dos
parAmetros normats.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os seis laudos de andlises fiscais, das 60 amostras
apreendidas pela Policia, revelaram tratar-se de
fraudes grosseiras, que consistiam de produtos feitos
a partir de um mingau, com formato, aspecto ¢ odor
de queijo, que foram cogpsiderados separadamente
devido ao grande ntimero de amostras.

Das 55 amostras para andlises de orentagic e
fiscal, solicitadas pelas agroindistrias, Vigilincia
Sanitéria e Policia, apenas 10 estavam de acordo com
os padrbes legais, sendo que 45 estavam em
desacordo, conforme mostra a Tabela 1.

De acordo com estes padrGes legais, os queijos
Prato e Mussarela, classificados como semiduros, de
massa prensada, ndo podem ter menos de 40% ¢ 28%
de lipidios, respectivamente.

Os tdpos Minas Frescal ¢ Requeijio sio
classificados como queijos moles, apresentando o
Minas Frescal de massa crua no minimo 40% de
lipidios e o Requeijio, obtido pela fusfio da massa
com creme, no minimo 30% de lipidios.

Nesse estudo, com excecio de um queijo Prato que
apresentou teor de lipidios infetior a 35%, todos os
demais em desacordo o foram por transgredir as
notmas higiénico-sanitdtias, dentre as guais & citado
com gr&adc freqliéncia o artigo 41 do Decreto-lei
federal n® 986 de 21/10/69, ¢ 0 Decreto estadual de n®
12.486 de 20/10/78 (N.T.A. 11) Em trés amostras
de queijo foram isolados Staphylococcus aureus €
apenas umm apresentou sujidades ao microscdpio.

Em nephum deles (exceto as fravdes) foi
encontrada a presenga de amido ou de corantes.

O principal motivo da realizagio deste trabalho foi
a lembranga de que o queijo é um alimento
produzido a partir da fermentacho do leite através de
in6eules de microorganismos que nas condigbes de
industrializagfo dificilmente poderiarn ser compostos
de cepas absolutamente  puras, geralmente
consistindo de um "pool” de microorganismos
fermentadores, expostos as condigbes ambientais mas
que sob condigbes higiénicas de manipulagfio, devern
ser absolutamente indouos,

Muito embora a amostragem esiudada neste
trabalho se¢ja composta por menos de 100 elementos,
por se trafar de uma amostra aleatfria, pode-se a
partir daf, esbocar uma inferéncia suficientemente



LAICINI, Z.M.; PARMEZZANIL AF; PAULA, SR, de; CARLUCCL, N.T. - Avaliagiio dos laudos amaliticos das amosiras
de algans tipos de queljo recebidos pelo instituic Adolfo Latz de Ribeirdo Preto. Rew. Inst. Adoifo Lutz, 53(1/2y:17-20, 1993,

abrangente do universo populacional (de gueijos
comercializados nesta regifio) do qual a mesma fol
retirada.

Assim sendo, parece pertinente pensar em algumas
modificacies no namero de  microorganismos
sapr6fitos permitidos por grama destes produtos,
principalmente leveduras que dificiimente poderiam
deixar de fazer parte de massa dos queijos, a menos
que se usasse na fabricacfio dos mesmos substincias
desinfetantes muito mais nocivas a safide do que os
contaminantes saprofitos usuais, excluindo deste
raciocinio os germes patogénicos.

Lembramos que queijos  contarminados  pot
radioatividade ou por substincias  biocidas
dificilmente  aprescntariam  qualguer ftipo de

contaminacio por microorganismos,

CONCLUSAO

Das 60 pecas fraudadas que originaram os seis
laudos ansliticos e das 55 andlises de orjentagio
estudadas, apenas 10 (18,18%) foram consideradas
préprias para ¢ comsumo e 45 (81,82%) ndo se
enquadraram nos padrdes, ¢ que nos levou a inferir
ser insatisfatéria a qualidade dos gueijos analisados
no LAL. — R.P., nesse perfodo de tempo.

Com base nos dados deste trabalho, que se apoiou
em normas legais em vigor desde 1969, somos
levados a concluir que a produgfio, manipufago ¢
estocagem destes produtos apresenta condighes
higiénico-sanitdrias insatisfatOrias que eventualmente
podem causar probiemas 4 satde do consumidor.

Portanto, além de sugerir alguns estudos no
sentido de-torpar mais atualizadas as normas legais
sobre queijos, esse trabalho demonsira a2 necessidade

de uma constante fiscalizacio nos entrepostos de
venda ao consumidor, parg a melhotia da qualidade

destes produtos.
TABELA 1

Porcenfagem de amosiras de queijos de acordo ¢ em
desacordo com os padides legais vigentes, anzlisadas no
Instituto Adoifo Lutz de Ribeirio Preto, no perfodo de 1989
2 1994,

TIPODE AMOSTRAS AMOSTRAS TOTAL
DE EM
QUELIO ACORDO DESACORDO
N % O N° % NG %
MINASFRESCAL 1 770 12 9230 13 ;364
MUSSARELA 2 2:m2z 7 7L 9 163
PRATO : 400 24 9600 25 4548
REQUEDAQ 6 7500 2 2300 8 1455
TOTAL 10 1818 45 81,82 S5 10000
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ABSTRACT: Witk the purpose of estimaie the quality of the cheeses commercialized in
Ribeirdio Preto, were analysed the laboratorial results from the period of 1989-19%0, in this

Tanstitute.

Were studied 61 cheeses analysis of the Kinds: "Minas" Fresh, Mozzerelia, Swiss Type and

Cream cheese.

From these, 6 were related to fraads, 10 were approved and 45 cordemned, among these, 13
were type "Minas” Fresh for what only one (7,70%) was approved.

From 9 samples of Mozzarela cheeses, only 2 (22,22%) were approved.

From 25 samples of Swiss Type, osly 1 (4,6% was approved and 24 (96,0%) were

condemmned.

By other way, from 8 samples of Cream Cheeses, 6 (75,0%) were APROVED or the majotity.
Then, from the 55 sampies stadied, with exception of the frands, only 10 (18,18%) were
approved, so we conclieded not to be satisfatory the quality of cheeses in this period of time.

DESCRIPTORS: Cheeses, Frands, Quality and Siandards.
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RESUMO: O teor de colesterol tem servido como fdice da guantidade de ovos em massas
com ovos, A resolugio 12/78 da Comissio Nacional de Normas e PadrSes para Alimentos do
Ministério da Sadde (CNNPA-MS) estabelece trés ovos por kg de massa, correspondendo a 0,450
g de colesterol por kg de massa. O método seguido pelos laboratdrios de fiscalizagio € o
colorimétrico do Institute Adolfo Lutz (JAL). No presente trabalho, foi realizada ema avaliagio
comparativa de dois métedos colorimétricos, o do JAL (que utiliza dcido acético, anidrido acético ¢
dcido sulffrico concentrado) e o de BOHAC ot aifii (que emprega dcido acéfico saturado com
sulfato ferroso e deido sulfidrico concentrade), ¢ um método que envolve cromatografia Hquida de
alta eficiéacia {CLAE) para determinar ¢ feor de colesterol em massas com ovos. Para o dltimo
méiode foi uwtilizada uma coluna Cig, fase mével acetoniirilia-isopropanol (75:25) ¢ detector de
conjunto de diodos, a quantificagio foi feita por padronizagio externa. Os métodos coloriméiricos
superestimaram os valotes de colesterol e, conseqiientemente, a quantidade de ovos adiciorada ds
massas, Ji o método por CLAE revelon que as cinco amosiras de massas analisadas confinham

quantidades de ovos abaixo do mirimo exigido pela legislagZo vigente.

DESCRITORES: massa com ovos, colesterol, método colorimétrico, controle de qualidade,

CLAE.

INTRODUCAO

O teor de colesterol tem sido utilizado como
parfrnetro de qualidade no controle de roassas com
ovos, A resolugio 12/78 da Comissfio Nacional de
Normas e Padrbes pam Alimentos do Ministério da
Safide (CNNPA- MS) e comunicado 37/80 da
Divisfio Nacional de Alimentos do Ministério da
Sadde (DINAL-MS) de 16 de dezembto de 1980
estabelecem que "massas cotn ovos” devem conter no
minimo trés ovos por kg de massa, correspondendo a
0,450 g de colesterol por kg de massa. Embora a

fonte de informagio ndo tenha sido citads, este valor
aparentemente foi calculado considerando que cada
ovo contém 150 mg de colesterol. O método oficial,
usado pelos [aboratérios de fi scahzagéo é o
colorimétrico do Instituto Adolfo Lutz’ (IAL), que
gera muita controvérsia, uma vez que nio €
especifico para o colesterol, mas para qualquer
esterol presente. Outras substincias que tenham o
nticleo do esterol também podem ser quantificadas,
superestimando desta forma a concentracio de
colesterol. Entre os diferentes métodos para massas
com ovos, o8 dois mals recentes envoivem
cromatografia liquida de aiﬁa eficiéncia (CLAE)! e
cromatografia gasosa (CG)",

* Parte da dissettagio de Mestrado da 1? autora realizada juato ao Curso de Pds-Graduagio ems Cigacia de Alimentos
da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

* Departamento de Ciéncia de Alimentos, FEA, UNICAMP, Caixa Postal 6121, CEP 13081-970, Campinas, 5P,

Brasil.
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No presente trabatho, foi realizada uma avaliagio
comparativa de dois métodos colorimétricos, o de
1AL” {que wtiliza 4cido acético, anidrido acético ¢
acido suifiirico concentrado) € ¢ de Bohac et alii'
{que envolve #dcido acético saturado com sulfato
ferroso e Acido suiffirico concentrado) e um métode
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
estabelecido no nosso laboratdrio, para determinar os
teores de colesterol em massas com Ovos.

MATERIAL E METODOS

Material

As amosiras foram adquiridas, ac acaso, em
diferentes quitandas e supermercados de Campinas,
ern novernbro de 1991,

Analisaram-se cinco amostras de massas com ovos
de marcas diferentes. As massas foram frituradas em
ur moinho até a obtenclio de um po que passasse por
um tamis de 40 mesh.

Nz tentativa de reconfirmar & confiabilidade dos
dados, foi preparada urna massa caseira com 3 ovos,
1 kg de farinha e 200 mi de dgua. Apds secagem em
estufa a 100°C por uma hora a amsostra foi triturada
COmo as anteriores.

METODOS

Os procedimentos dos métodos avaliados estio
apresentados esquematicamente nas Figuras 1,2, e 3.

A medida da absorbincia foi feita em um
espectofotdmetro Perkin-Elmer  lambda 6,
computadorizado,

A curva padrio utilizada para o método do 1AL’
foi de 0 a 100 mgl, com colesterol purificado
("Sigma", EUA), demonstrando finearidade na faixa
das amostras analisadas.

O método de Bohac et ali', utilizado para
determinacho de colesterol em carnes, foi adaptado
&s condigbes do_laboratorio por Bragagnoio &
Rod:-iguez-m:mya2 ¢ uwsado como um  método
alternativo. A curva padriio foi feita de 0 2 900 pg.

Para o método por CLAE, a extragfio dos lipidios
foi semelhante 2 do método colorimétrico do TAL®, A
sap?nificagéo foi realizada de acordo com Bohac ef
alif”,

Foi utilizade um cromatégrafo marca Varian, com.
injetor de vélvula rotatdria adaptado com amostrador 10
wul, "Solvent Delivery System™ modelo 9010, detector de
conjunto de diodos (190-367 nmy), modelo 9063
Polichrom computadorizado acoplado a integrador
modelo 4400 e resgistrador Hewlett-Packard mxxielo
2225 D+. A coluna utilizada fol Spherisorb ODS-1, §
wm, 150 x 4,6 mm (Alliech Associates, EUA),
precedida por coluna Cig de goarda Micropak
MCH-10, 10 um, de 30 x 4,6mm. A fase move! fo
acetonitrila-isopropanol  (75:25) num fluxo de 1,2
ral/min com pressio de 73 atm. Todos os solventes
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nsados foram de grav cromatografico, filtrados (0,45
pm) ¢ degaseificados antes do uso. Aliquotas do
extrato de massa com ovos foram evaporados sob Nz,
redissolvidas em 1 mi de fase mével ¢ filiradas (0,45
pm) antes da injecio. O pico do colesterol foi
monitorado a 205 nm.

Para a escolha da fase méve! testou-se previamenie as
seguintes misturas de solventes: acetonitrila-metanol
(50:50 ¢ o60:40), hexano-isopropanol (99:1) e
acetonitrifa-isopropanol  (50:50, 60:40, 65:35; 70:30;
75:25 e 80:20).

A identificagio do colesterol foi realizada por
comparacio dos tempos de retenclio e dos espectros
de absorbncia (Figuras 4 e 5) obtidos pelo detector
conjunto de dicdos do padrio, da amostra, ¢ ainda
por co-cromatografia {spiking). Para a quantificagio,
viifizow-se 0 método de padronizagio externa. Os
ifveis utilizados para a curva padrio foram de 5 a 40

pg/injegio (10 ui).

FIGURA 1
Fluxograra para determina%ﬁa de colesterol em
massas com ovos, segundo 1AL
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FIGURA 2
Fluxograma para detorminacio de colesterol em
massas com ovos, segundo Bohac er alii'.

adicionar 40 ml de cloroformio-metanol
(2:1)

agitar 2 minutos com  triturador
minipimer (Braun)

passar  para tubo de coentrifugs
adicionar 8 mlf de NaCl 0,58% agitar
levemente

centrifugar 10 minutos a 2500 rpm
retirar a fase scbrenadante por sucgéio
transferir o extrato clorofrmico para
um frasco

Extracio
dos
lipidios

|

evaporar ¢ clorofGrmio sob N2 em
banho-maria a 55°C
adicionar 10 mi de KOH 12% em
etanol 90%

misturar em agitador de tubo vortex
deixar 15 minutos a 80°C em
banho-maria com agitagio

|

adicionar 5 ml de Hx0

misturar em agitador de tubo
vortex

esfriar

jcolocar 5 mi de hexano

misturar em agitador de tubo
VOrtex

Saponificagio

Extracgioda
matéria
insaponificivel

|

tomar 4 ral do extrato de hexano
evaporar sob N em banho-maria 55°C
adicionar 6 ml de dcido acético
saturade com FeSO4

misturar em agitador de tubo vortex
colocar 2 mi de HaS04 concentrado
com bureta, misturando com agitador
e tubo vortex

Jresfriar a 20°C

ler em 490 nm apds 10 min

Reacio
de

FIGURA3J
Fluxograma para determinagio de colesterol em
rmassas com ovos por CLAE.

[2¢ |

Extragio 5
dos De acordo com o métode do 1AL
lipidios J{
. . }De acordo com o método de Bohag

Saponificacho s i’

adicionar 5 i de HzO

mistarar em agitador de tubo
dﬁgﬁiq vortex
o :;;a cvel esfriar
INSAPORICAVEL 1ohlocar 10 ml de hexano

misturar em agitador de tubg]
vortex

|

tomar 3 ml de hexano

evaporar sob N em banho-maria g 55°C
redissolver em 1 mi da fase mével

agitar em banho ultra-sdnico

filtrar (0,45 pm)

injetar (10 ul)

coluna: Cis, 5 wm (150 x 4,6 mm)

fase movel: acetonitrila:  isopropanol
(75:25)

detector: conjunto de diodos fixados a
205 nm

CLAE

Um teste de recuperagho foi feito adicionando-se
quantidades conhecidas de colesterol (0,2 ¢ 0,4 mg)
ao extrato de ¢loroférmio.

Andlise estatistica

Com o objetivo de verificar as diferencas entre os
trés métodos, foi realizada andlise de variancia de um
fator ("one way™), com auxitio & Software MICROSTAT.
A comparacdo entre as médias foi feita pelo teste de
Tukey, a um nivel de significincia de 5%.
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FIGURA 4
Cromatogramas caracterfsticos do padrio colesterei (a) ¢ de
uma amosira de massz com ovos (b} CondigGes
cromaiogrificas: coluna, Spherisordb ODS.1,5 am (150 x
4,6 mm), fase mével, acetonitriia: isopropanol (75:25),
fluxe, 1,2 ml/minstos, detectos, conjario de diedos fixados
a 205 am.

a, 100

-4

&

Z o080 {g)
3z o

3

]

A

©

< ]

0,0 T T T
190 234 278 325 367
ERLLY)
0,100

=
3

5,080 (b}
-1

3

<«

-

40 T 3 T
190 234 zre 323 387
A lnmiy
FIGURA S

Espectros de absorbincia obtidos pelo detector conjurto de
diodos do padrio colesterol (b) ¢ de uma amosira de massa
com ovos (a)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagdo do método por CLAE para massas

COm Ovos

Como o método por CLAE foi estabelecido no
presente trabatho, avaliou-se a sua confiabilidade.

Embora o método colorimétrico do 1AL’ nfo
inclufsse a etapa de saponificaciio para massas com
ovos, 08 testes preliminares demonstraram g
importdncia  da  mesma para remogho  dos
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interferentes, como mosfram o8 cromatogramas na
Figura 6.
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FIGURA S
Cromategramas de uma amostra de massa com oves nio
saponificada (b) ¢ submetidz a saponificagio (a). Condigdes
cromatogréficas: coluna, Spherisorb ODS-1, 5 um (150 x 4,6
mmY;, fase mével, acetonitrila-metanol (50:50); fluxo, 1,2
ml/minato; detector corjunto de diodos fixado a 205 am.

Esta etapa, portanto, foi incluida no mélodo por
LAE.

A recuperagio do colesterol npo  método
estabelecido foi excelente, com valores de 97-98%
(Tabela 1).

TABELA 1

Recuperagdo do colesterol em muassa com ovos

pelo método por CLAE

mg DE COLESTEROL B
ADICIONADA 1 % RECUPERACAQO
0,2 2 98

64 2 a7

n = nimero de determinagbes
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A eficiéncia da extragho foi verificads através de
duas extragbes consecutivas. O valor miximo obtido
na segunda extraglio foi de 0,0159 g de colesterol por
kg de massa,

Teores de colesterol em massas com ovos

Os niveis de colesterol em massas com avos
obtidos pelos trés métodos, os desvios padriio e os
coeficientes de variagio encontram-se na Tabela 2.

- TABELA 2 :
Cormnparagfo dos teores de colesterol em massas com ovos (g/kg) obtidos por trés métodos
COLORIMETRICOS CLAE
AMOSTRAS*
1als Bohac et alil
MEDIA = DP %CV MEDIA = DP %CV MEDIA = DP %CV
1 0,39 = 0,04 10,2 9,52+ 0,01 19 4,11 = 6,01 g1
2 0,77 = 0,04 5,2 0,64 0,02 3,1 0,24 £ 0,00 0,0
3 0,76 = 0,01 1.3 6,70 = 0,01 1,4 0,18 20,01 56
4 0,42 = 0,03 7,1 0,44 = 0,01 23 0,02 + 0,00 0,0
5 0,48 = 0,03 6,2 9,60 = 0,01 1,7 0,24 = 0,01 4,2

DP — desvio padrao
CV - coeficiente de variagio

Os coeficientes de variagio (%CV), médias de
6,0, 2,1 ¢ 3,8, obtidos para o8 métodos de IAL, do
BOHAC et alii’ ¢ por CLAE, respectivamente,
demonstraram uma precisio boa dos trés métodos.
Em refacio aos teores de colesterol, uma avaliacio
estatistica do conjunto dos dados demonstrou que s
vajores obtidos pelos métodos colorimétricos nfo
diferiram entre si, mas foram significativamente
maiores que 0s obtidos por CLAE. Estes resultados
indicam a existéncia de substincias interferentes nos
métodos  colorimétricos. A diferenca entre oS
resultados obtidos pelos métodos colorimétricos e
crornatogréifico foi especialmente pronunciada com a
amostra 4. CLAE acusou um valor baixissimo, o
cromatograma (Figura 7} mostrando um pico bem
menor que os das demais amostras,

Resposte de detector

—golesterol

T T H )
H 3 € 9

Tempo de retengdo {min}

FIGURA 7
Cromatograma da amostra 4 de massa com ovos. Condigdes
cromalogrificas: coluna, Spherisorb ODS-1, 5 pm (150 x
4,6 mm); fase mével, acctonitrila-isopropanol (75:25);
fluxe, 1,2 mi/minugto; detector corjunto de diodos fixado
205 nm,

* Amostras apalisadas em duplicata.

Pelos resultados obtidos pelo método IAL’, duas
massas aptesentaram colesterol abaixo do minimo
estabelecido. No entanto, utilizando-se o método por
CILAE, todas as marcas de massa com ovos
analisadas deram valores de colesterol abaixo do
minimoe permitido pela legistagio vigente, indicando
que menos de 3 ovos foram adicionados por quilo de
massa.

Considerando a discrepéncia nos resultados, foi
preparada e analisada em miplicata por CLAE uma
massa caseira com 3 ovos. A média obtida foi de
0,44 + 0,01 g/kg, correspondendo ao valor estipulado
pelas normas brasileiras, equivalente a 3 ovos
adicionados na massa.

CONCLUSAO

O método colorimétrico do IALY utilizado pelos

iaboratérios de fiscalizagso, superestimou o contetdo
de colesterol e, consequentemente, a quantidade de
ovo nas massas. O outro méiode colorimétrico, de
Bohac er alii’, também superestimou os teores de
colesterol. . :
- E evidente, portantn, a necessidade de que a
metodologia oficial seja modificada 2 fim de remover o8
interferentes antes da reacfio colorimétrica ou utifizar
CLAE, ima técnica confidvel, porém, onerosa .
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eoncentration as quality coatrol parameter for egg roodles. Rev. Inst Adolfo Luiz,
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ABSTRACT: The cholesterol content has served as index of the amount of eggs in egg
noodles, Resolution 12/78 of the "Comissio Nacional de Normas ¢ PadrSes para Alimeantos”, of the
Ministry of Health (CNNPA-MS} specifies three eggs per kg of aocdles, corresponding 0 0.450 g
of chelesterol per kg of noodles. The method used by regulatory laboratories is the colorimetric
method of the Instituto Adolfo Lutz (IAL). In the present work, a comparative evaluation of two
colorimetric methods, those of IAL (which utilizes acetic acid, acetic anhydride and coacentrated
sulfaric acid) and of Bohac et alif (which employs acetic acid saturated with ferrous suifate and
concentrated sulfaric acid), and a2 method which involves high performance liquid chromatography
(HPLC), established in our laboratery, for the determination of cholesterol in egg noodles was
eamried out. For the latter method, a Cig column, acetonitrile-isopropanol (75:25) as mobile phase
and a diode array detector were used, quantitation was carried out by external standardization. The
colorimetric methods overestimated the cholesterol levels, consequently, the quartity of eggs added
to the noodles. The HPLC method revealed that the five samples of egg noodles analyzed contained
eggs al amounis Jower than the minimum stipulated by current regulation.

DESCRIPTORS: egg noodles, cholesterol, colorimetric method, guality controf, HPLC,
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AVALIAGAO DE UM METODO SIMPLES E ECONOMICO PARA A METILACAO
DE ACIDOS GRAXOS COM LIP{DIOS DE DIVERSAS ESPECIES DE PEIXES

Everaldo Lima MAIA*
Délia B. RODRIGUEZ-AMAYA*
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MAIA, EL. & RODRIGUEZ-AMAYA, D.B. - Avaliagio de um método simples & econdmice
paa 4 metilagio de dcidos graxos com lipidios de diversas espécies de peixes. Rev, Inst.
Adolfo Lutz, 53(1/2):27-35, 1993,

RESUMO: Existem diversas 1écaicas disponiveis para 2 preparagio de ésteres metflicos de
dcidos graxos, cada tma tendo vantagens ¢ desvantagens. O método de METCALFE et alii utiliza
o teagente BF3-MeOH que € caro ¢ importado, o método de HARTMAN & LAGO emprega
reagentes COmuns, mas requer mais vidmrias e majores manipulaghes. Aproveitando os aspectos
vantajosos dos dois métodos citados, foi experimentado um métode que proporciona rapidez,
simplicidade e baixo custo. Utilizon-se o reageate esterificante de HARTMAN & LAGO ¢ as
demais etapas descritas por METCALFE et afif, sendo gue as reagbes de hidrélise e esterificagio
foram realizadas em twbo de ensaio, O méicdo proposio foi comparado com o método de
METCALFE et alif, wtilizando os lipidios musculares de paca, Piarectus mesopotamicus ¢
sardinha, Sardinella brasiliensis. Para a separagio e quantificacio dos dcidos graxos foi utilizada
cromatografia gasosa de alta resolugdo. Nio houve diferenga significativa ao nivel de 5% nas
porcenfagens de 18 dcidos graxos de pacu. De 36 #cidos graxos de sardinha, wma diferenga
significativa a afvel de 5% foi observada em apenas dois. Mesmo para sstes dols 4eidos graxos, a
diferenga ndo foi significativa a nivel de 1%. Portanto, os dois métodos sio equivalentes. Hstes
dois métodos também apresentaram resultados semelhantes para os lipfdios de curimbatd, tildpia e

tambaqui, demonstrando a sla aplicabilidade do método proposto.

DESCRITORES: metilagio, 4cidos graxos, peixe, cromatografia gasosa.

INTRODUCAO

No exterior, nos dliimos anos, os lipidios de peixes
tém sido objeto de numerosos estudos, por serem
umna fonte rica de dcidos graxes -Vgﬂiinsarwad{)s da
série Omega-3 (AGP n3)> > %4 B2 pendos
epidemioldgicos correlacionam a baixa incidéncia de
doencas cardiovasculares nos esquimds e japoneses,
com O consurmy (ligstes dcidos graxos prpvenif':mcs de
peixes " " . Tentativas de reduzir os riscos 3s
doengas cardiovasculares enfatizam a importfincia do
consumo de peixes ou de scus E{Gdutos ricos em
AGP n3 ¢ pobres em AGP 06" ' Os AGPn3 ¢
Sleos de peixes sfo tio intimamente ligados que os

* Departamento de Ciéncia de Alimentos
Faculdade de Engenharia de Alimentos
Universidade Iistadual de Campinas
C.P. 6121, 13081-970 Campinas, SP, Brasil

peixes como um todo sfo considerados fontes ricas.
Na verdade, hé uma diferenca marcante nos perfis de
4cidos graxos entre diferentes espécies de peixes e
entre &8 classes (lipidios neutros, fosfolipidios ¢
glicolipidios) e subclasses (triacilglicerdis, lecitina,
cefaling, ete.) de lipidios.

Por ouiro lado, a porgho lipidica de alimentos pode
esiar associada positiva ou negativamente as diversas
propriedades dos alimentos como sabor, estabilidade
da oor, caraclerfsticas emulsificantes ¢ conteddo
caldrico. A diferenca entre espécies, em relagio 2
composicio de dcidos graxos, representa uma das
varifveis mais significativas que determinam as
caractorfsticas de processamento, palatabilidade e
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estocagem de  alimentos como peixes, cames,
frangos, etc. Os fcidos graxos insatwrados,
especialmente os poliinsaturados, sdo Idbeis 2
oxidacio, um problema séric no processamento e
estocager de alimentos,

No Brasil, o efeito benéfico dos AGP n3 j4 estd
sendo divulgado, mas sdo poucos os trabathos sobre
a composicio de 4cidos  Braxos em peixes brasileiros.
Este tipo de anélise € geralmente conduzido por
cromatografia gasosa e, por se tratar de uma
composigio complexa, com wma coluna capilar.
Apenas quatro trabathos realizados no Brasil foram
encontrados ng literatura, os quais uGilizaram coluna
empacoctada” % Os deidos eicosapentaendico
(EPA) e docosa-hexaendico (DHA) em dleo de
sardinha ¢ em suplementos alimentares & base de
Sleo de sardipha foram determinados usando uma
coluna capilar de silica fundida Carbowax 20M.

Com o desenvolvimento de instrurnentos altamente
sofisticados, sensiveis e precisos, as etapas anteriores
& medida instrumental tornaram-se 0s passos mais
passiveis de erros, pottanto, limitantes na obtengio
de dados exatos. Frros cometidos nestes passos
preliminares nio sio corrigides na etapa instramental
por mais modernoc e sofisticado que seja o
instrumento.

A deferminagho da composigio de dcidos graxos
por cromatografia gasosa € uma andlise largamente
realizada em vérias dreas da ciéncia. Acidos graxos
de cadeia curta podem ser injetados diretamente no
cromatdgrafo. Acidos graxos de cadeia longa, no
enlanto, ndo sfo suficientemente voldteis para uma
analise direta, necessitando a sua transformagio em
ésteres. Duas fontes de erros devem ser evitadas
nesta derivacho: (1) a conversfio incompleta dos
dcidos graxos (ligades ou livres) aos ésteres
descjados, e (2) alteragbes da estrutura durante 2
liberagHo e esterilizacho dos Acidos graxos.

Existem véros métodos para a preparagio de
ésteres metflicos de dcidos graxos, cada um tendo
vantagens e desvantagens. Envolvem uma
transesterificagio ou uma hidrélise (saponificaciio)

da amostra, seguida de esterificagio dos 4cidos |

graxos livres, O método de Motcalfe er alii®,
amplamente utilizado internacionalmente, envolve a
hidrélise com hidroxido de sOdio e a metilagio dos
&cidos graxos liberados com BF3-MeOH. A andlisc é
simples, rdpida ¢ realizada em tubo de ensaio. O
reagente BF3-MeOH, porém, € caro (importado),
téxico e tem uwma vida Gtil curta. Quando
envelhecido, pode causar danos & producio de
artefatos. Como alternativa, a metlagio pode ser
efetuada com &cido cdloridrico ou 4cido sulftrico
metanélico. No Brasil, foi introduzido em 1973 o
método de Hartman & Lago™ que emprega reagentes
comuns, como uma solugio de cloreto de amdnio,
dcido sulfiirico € metanol para esterificagio. Requer,
no entanto, mais vidrarias (inclusive condensador de
dgua} e maijores manipulagdes. Aproveitando os
aspectos vantajosos dos dois métodos citados, foi
experimentado neste trabalho um método que
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proporciona rapidez, simplicidade ¢ baixo custo.
Utilizou-se 0 reagente esterificante de Hartman &
FLago e as demais etapas descritas por Metcalfe «f
alii, sendo que as reagbes de hidrolise ¢ esterificagio
foram, diferentemente de Hartman & Lago realizadas
em tubos de ensaio, permitindo assim a andlise
simultinea de um grande niimero de amostras,

MATERIAL E METODOS

As amostras de sardinha e curimbatd foram
adquiridas no Frigorifico Tavares (Campinas, SP).
Amostras de pacu, tilipia ¢ tambaqui foram coletadas
de tangues de criagio no Centro de Pesquisa ¢
Treinamento em Aquicuttura (CEPTA, Pirassununga,
SP). Uma outra amostra de tambaqui (alevinos),
utilizada para com;imzar o método proposto € o de
Hartman & Lago”, foi obtida de um cultivo
intensivo na Universidade Estadual de Campinas.

Para cada amostra, uma polpa de peixe (uma pasta
de tecidos musculares contendo fragmentos de
espinhas inframusculares ¢ isenta de peie) foi
preparada em moedor de carne de marca BritAnia
{contendo um disco com furos de aproximadamente
4 mrm de difmetro) a partir de filés sem pele de 6 a
10 exemplares,

Empregou-se 0 método de Bligh & Dyer’ para a
extragio dos lipidios totais da polpa de pescado,
levando-se em conta as proporghes recomendadas
enfre 08 solventes metanol, cloroférmio e fdgua
tissufar.

O extrato de lipidios totais foi fracionado em
lipfdics neutros e fosfolipidios por cromatografia em
coluna, num tubo cromatogrifico de vidro de 30 om
de comprimento por 2,0 om de difmetro interno,
contendo silica gel 60 (70-230 mesh, Merck) como
adsorvente, de acordo com especificaghes de
Johnston er alii*’. O adsorvente foi submetido 2 um
pré-tratamento que consistiu numa lavagem com
metanol e depois com clorofdrmio, agitardo-o por
uma hora para cada solvente com agitador
magnético. Os solventes foram removidos sob
filtragho com trompa d'fgua ¢ o adsorvente foi
colocado em dessecador a vécuo até apresentar-se
com aspecto bem seco. Vinte e cinco gramas do
adsorvente pré-tratado foram misturadas com 60 mi
de cloroférmio e colocadas na coluna. Depois do
empacotamento, uma camada de T em de suifato de
sadio anidro fol colocada no topo e a altura total do
leito foi de aproximadamente 12 cm. Apds aplicagiio
da amostra na coluna, utilizou-se & seguinte
seqiiéncia de eluicio para separagio das classes de
lipidics: 1) Fragéio I (lipidics neutros) — elufda com
200 ml de 20% de acetona em CHCI3 e 2) Fragho II
{fosfolipidios) - eluida com 200 m! de metanol.

As amostras de lipidios fotais, lipidos neutros e
fosfolipidios foram saponificadas ¢ os écufos grazos
metilados pelo método de Metcalf ef alii™, usando
trifleoreto de boro em metanol (BF3-MeOH) como
reagente esterificante, ou pelo método proposto no
qual o BPF-MeOH foi  substituido  por
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NH4Cl-H2804-MeOH. O procedimento encontra-se
esquematizado na Figura 1.

Pesar dentro do tubo de ensaio 30-100 mg de lipidios
Adicionar 4 m!l G,SIJ:I NaOH em MeOH

Fechar bem o fubo e aquecer em banho de 4gua em
ebuligio i€ dissolver os gldbulos de gordura e a solugio
ficar transparente (3-5 min.)

Esfriar o tubo sob dgua corrente, o mais rdpido possivel

Adicionar 5 mi do reagente estesificante, feckare
agitar o tubo.

Aquecer em batho de dgua fervente por S mingtos
Esfriar o tubo sob &gua corrente, o mais rdpido possivel.

Adicionar 4 m] de solugdo saturada de NaCl
Agitar com forga por 30 segundos

Adicionar 5 m] do solvenic (hexano ou éter de petréleo)
Agitar com forga por 30 segundos

Deixar em repouse. Injetar allguota do
sobrenadante no cromatdgrafo

FIGURA 1
Procedimenio para a metilagio dos detdos graxos.

O (BF3-McOH) (Merck, Alemanha) foi usado
como reagenie. Para prepasrar o reagente
NHsCl-H2804-MeOH, 10 g de NHsCl foram
adicionados a 300 ml de MeOH, seguido por 15 mi
de HS04 concentraéo, adicionado em pegquenas
porgdes com agitagio™,

A cromatografia gasosa foi realizada em
cromatégrafo Varian, modelo 3300, equipado com
detector de ionizaglio de chama, injetor do tipo
*split/splitless”, coluna capilar de silica fundida(50
cm de comprimento x 0,22 mm de didmetro internc
(WCOT, SGE, Austriiia), contendo polietileno glicol
(Catbowax 20M) ¢ integrador processador
INTRALAB 4290. As condiches cromatogrificas
foram as seguinies: temperatura do detector, 280°C,
temperatura  do  injetor, 250°C, temperatura da
coluna, 200°C por 42 min,, programada a 2°C/min.
até 210°C, gds de arraste, hidrogénio com fluxo de
0,8 ml/min, gds "make-up", nitrogéoio a 30 mi/min,,
técnica de injegdio, "split" (com razfio de "split” de
160:1).

A identificacho dos 4cidos graxos realizou-se de
acordo com 0s seguintes procedimentos: 1)
cotmparagio o terapo de referco ndo comigido e comgido de
€steres metilicos dos dcidos graxos das amostras e de
padrdes, 2) técnica de co-cluigio de padrdes e
amostras, 3) comparagio com Oleos de origem
matinha (PUFA-1) e de origem animal (PUFA-2} da

Supelco (EUA), 4) comparagiio com dleo de figado
de bacalbau (Sigma, EUA), 5) fatores de separagio”
420 , 6) comparagio da ordem de elvigio em coluna
capliar SE-54 (apolar) e Carbowax 20M (pelar), 7)
comprimento equivalente da cadeia (ECL), 8)
método grifico no gual os logaritmos dos tempos de
retencio ¢ ECL sio plotados contra o ndmero de
stomos de carbono dos scidos graxos’, 9)
espectrometria de massa por impacto cletrdnico a 70
eV, ufilizando um cromatografo gasoso -
espectrbmetro de massa Shimadzu QP 2000 A.

Os resultados da comparagio de métodos de
metilacio para os dcidos graxos dos lipidios totais de
pacu ¢ sardinha foram submetidos A andlise de
vatifincia (ANOVA) pelo procedimento de modelos
lineares gerais, aleatorizado (um fator, dois niveis ¢
(rés repetiches), usando-se 0 pacofe estatistico SAS.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

O método proposto foi comparado com o de
Metcalfe er alii >, ulilizando lipidios  totais
musculares de pacu ¢ sardinha, cujas composigbes de
acidos graxos sdo diferentes (Tabela 1).

Os cromatogramas obtidos pelos dois méiodes nio
mostraram nenhuma diferenga perceptivel, tanto para
o pacy, como para a sardinha, que apresentaram,
respectivamente, um tofal de 66 e 61 picos. Desses
totais apenas os componentes com teores s 0,1%
estio apresentados na Tabela 1. Nio houave diferenca
significativa, a nivel de 5%, nas percentagens de 18
dcidos graxos de pacu submetidos & andlise
estatistica. De 36 4cidos graxos de sardinha, apenas
em dois dcidos graxos (i-17:0 ¢ 16:2n7) obteve-se
uma diferenga significativa, a nivel de 5%. Mesmo
para estes dois 4cidos graxos, a diferenga ndc foi
significativa a nivel de 1%. Portanto, cs dois
métodos foram considerados equivalentes.

O método proposto teve desvics padrdes em geral
gouco maiores do que o método de Metcalfe er

De acordo com AOAC, a d:feresga entre os

alu

obtld{)s no mesmo dia, pe]o THESMO operador ¢ com a
mesma amostra, nic deve diferir por mais de 3%
relativo ¢ valor absoluto de 1%. Para o pacu 08
desvios, mesmo para 0 método proposto, ficaram
dentro destas especificacbes. Para a sardinha,
nenhum desvio absoluto foi superior a 1%, mas os
desvios relativos foram superiores a 3% para 14:0
(6%), 20:5n3 (4%) e 22:6n3 (5%). No entanto, no
decorrer do trabalho, as duplicatas obtidas por este
método ficaram dentro das exigéneias da AOAC.

0Os dois métodos também foram aplicados as
fraghes lipfdios neutros ¢ fosfolipidios de pacu e de
outras espécies (curimbatd, tildpia ¢ tambagui)
Tabelas 2 a 5. Os resultados revelaramm-se muito
serpelhantes, derponsirando a ampla aplicabilidade
do método proposto.
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TABELA 1

Composigie percenfual® de 4cidos graxos de lipidios totals de pach, Plaractus mesopotamicus ¢ sardinha, Sardinella
brasiliensis. Comparagio de dols métodos de metilagio.

Acido Paca. Sardinha

graxo Méiodo A Método B Método A . MétodoB
11:0 PN U 0,0720,01 0,070,01
12:0 e rmeas e manen 0,2320,01 0,25+0,03
14:0 4,030,272 3,60+0,23 7,60+0,09 7,69:0,47
14:1n5 0,4520,02 0,42x0,04 S— JOU—
1-13:0 B e 0,0916,00 0,10+0,01
15:0 0,18+0,01 0,17£0,01 0,40:0,01 0,3940,02
i-16:0 e rmam e 0,0520,00 6,05x0,61
16:6DMA 6,20+0,01 0,210,061 e B
16:0 26,33+0,43 25,54+0,31 20,60:022 20,90+0,59
16:1a7 o 9,12+0,15 9,12+0,13 8,75+0,03 8,92+0,30
i-17:0 s s 0,38+0,02** 0,4410,02%*
16:207 0,430,02%* 0,48+0,02%*
16:2n4 e e s 1,29+0,02 1,26x0,03
17:0 6,19:0,01 0,20+0,02 0,422:0,02 8,45+0,01
17:1all B B 1,3720,10 1,380,035
17:1a9 0,1920,01 4,20:0,02 e -omrmtemnn
§-18:0 S—— S— 0,110,081 ,11=0,02
16:403 S— B 2,25+0,07 2,1720,12
18:0 8,19+0,16 803020 3,94x0,02 3,9320,07
18:168+n7 38,16:0,54 39,65£1,06 11,26+0,06 11,3720,10
18:1ad 0,40+0,06 0,3920,01
18:206 9,55+0,13 9,400,05 0,83+0,05 ¢,79=0,01
18:2u4 0,30+0,05 0,25:0,01
18:3e6 0,10=0,02 0,11+0,04 6,2620,12 0,1820,04
19: Iakl et 6,09<0,01 4,08+0,02
18:3n3 0.5:0,03 0,4820,02 0,630,01 0,60+0,07
18:4n3 e 2,52+0,04 2,470,068
19:2n6 0,3620,01 0,35+0,01
20:0 e s 0,28+0,01 0,26x0,02
20:109 0,66:0,03 0,7020,05 1,5420,05 1,43+0,00
20:2n9 1,19:0,03 0,1820,04 0,46:0,01 0,45+0,03
20:206

+ 0,61+0,09 0,64+0,03 0,09+0,01 0,08+0,01
20:329

20:406 0,86+0,03 0,7620,09 1,49x0,04 1,51x0,05
20:4a3 e e 0,86+0,09 0,790,06
202503 17,770,11 17,67+0,70
22:In1l 0,86+0,06 0,76x0,14
22:506 - 0,22+0,01 6,22+0,02
22:583 1,68+0,04 1,68+0,10
22:6n3 0,4740,01 0,50+0,11 10,28+0,08 16,06= 0,53

* Os valores sio médias e desvios padrio de determinagbes em triplicatas para cada método.

** Significativemente diferentes ao nivel de 5%, porém sem diferenga sigmificativa zo nivel de 1%. Os teores dos demais
dcidos graxos ndo apresentaram diferencas sigaificativas ao nivel de 5%.

Abreviaturas: Método A - Método de Metealfe et alii; Métode B ~ Método proposto; | — iso; DMA - dimetilacetal.
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Composigio percentnal de 4cidos graxos de lfpidios neutros e fosfosfolipidios de paen, Piaractus mesopotamicus.

Comparagio de dois métodos de metilago.

Acido Lipidios meutros Fosfolipidios
| graxo Méodo A Méiodo B Método A Método B

14:0 39 41 0.8 0,6
14:1n5 0,5 0,4 - e
15:0 0,2 0,2 e e
15:1a9 --- e 0.6 04
16:0DMA - e 6,4 6,2
16:¢ 26,9 27.0 231 20,5
16:1e? 9,2 9,1 25 2,3
170 0,2 0,2 e
17:1n9 0,2 0,2 . wrnnn
18:0DMA - onn 14 1,3
18:1DMA emm -— 6.9 0,9
18:0 8,2 8,1 hoo 94
18:1n%+n7 40,1 40,1 16,5 19,7
18:2n6 a6 9.6 89 8,7
18:303 0.5 05 e B
20:109 0,6 8,5 e —-
20:3n6 e e 28 2,9
20:4n6 —en e 10,6 1,0
22:5n6 - -—- 52 6,1
22:6n3 ——- — 85 9,8

Abreviaturas: Método A — Método de Metcalfe ef alif; Método B ~ Método proposto; DMA — dinetilacetal.
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TABELA 3

Composigio percentual de 4cidos graxos de lipfdios neutros e fosfolipidios de Curimbatd, Prochilodus scrofa. Comparagio
de dois métodos de metilagio, ’

Acido Lipidios Neutros Fosfolipidios
Graxo Método A Método B Método A Méiado B
12:0 03 83 - -
X1 0,1 0,1 - -
13:0 4,5 6,5 - -
i-14:0 0,4 04 - -
14:0 55 54 0,7 0,7
14:107 0,1 0,1 - -
14:1a5 g,1 0.1 - -
i-15:0 18 13 - -
ai-15:0 9,7 0,7 - -
X2 02 6,2 - .
15:0 2,9 29 1,2 12
15:4n9 6.2 0,2 0,4 04
15:1n7 9.2 0,2 - -
i-16:0 038 8 - -
16:9DMA - - 3,0 31
16:0 221 22,0 243 24,6
16:187 15,0 14,9 - 3,7 3,7
16:1n5 12 1,2 0,8 08
170 1,6 L6 0,4 0,5
ai-17:0 1,0 1,0 0,5 0,6
17:9 19 1,9 12 1,1
17:1n9 1,6 1.6 04 0.5
i-18:0 9,7 0,7 . -
18:0DMA - - i1 1,1
17:2a5 04 0,4 - -
18:0 51 572 7.5 7.4
18:189+07 13,7 13,7 84 83
18:2n6 29 28 22 2,2
18:3a6 6,4 0,3 - -
19:0 8,4 03 - -
19:1n11 0.5 0,4 - -
18:303 46 4,3 22 1,9
18:4n3 i, 1,0 - -
20:0 4.5 0.5 - -
20:1n9 1,7 19 - -
20:206+20:309 0,6 0,6 - -
20:306 0,5 06 - -
20:426 24 2,5 12,2 12,3
20:303 0,6 6,7 - -
20:4a3 15 1,5 - -
20:503 2,2 24 6,5 68
22:5n6 - - - 6,0 6,4
22:503 - - 2,6 31
22:683 2,0 22 14,3 13,0

Abreviaturas: Método A ~ Método de Meicalfe et ofii, Método B ~ Método proposio, X - ndo identificado; | — Iso, ai —
anteiso, DMA - dimetilacetal.
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TABELA 4

Composicio percentual de dcidos graxos de lipidios aeutros e fosfolipfdios de tilipia, Orcochromis niloticus. Comparacio de
dois métodos de metilagio.

Acido Lipidios Neutros Fosfolipidios
Graxo Método A Método B Método A Método B
12:0 6,1 6,1 - -
14:0 56 59 1.0 1,0
£-15:0 0.3 0.3 - .
15:0 03 83 0,2 0,2
16:0DMA - - 2.5 26
16:0 28,6 29,0 29,2 278
16:1n7 73 1.7 18 1,9
i-17:0 0.1 0.1 - -
ai-17:0 0,1 0,1 - -
17:0 0,2 6,2 9.2 0,2
179 0,2 0,2 9.2 0,2
18:0DMA 3 y 0,9 0.9
18:1DMA - - 1,2 1,5
18:0 56 55 9.4 86
18:1n1% 8,1 0,2 - -
18:1n9+n7 31,2 31,1 17,0 16,4
18:1n5 0,1 0,1 - -
18:1n4 8,2 02 - -
18:2n6 12,8 131 14,5 40
18:306 6 0,6 0,3 0,3
18:3n3 0,6 0,6 0,2 0,2
20:0 o, 9,2 - -
20:kn9 1,9 1.4 43 6,5
20:2206+420:30% 196 0,7 1.5 16
20:306 0,6 9,6 2,6 22
20:4n6 8,7 0,6 74 7,8
22:406 &6 Q9,5 - -
22:506 0, 0.4 4,9 56
22:5n3 - - 0,4 0.7
22:6n3 0.5 0,3 4,9 52

Abreviaturas: Método A — Método de Metcaife et alii; Método B — Método proposto; i ~ iso, al - anteiso, DMA -
dimetilacetal.

TABELA 5

Composiio percentual de dcidos graxes de lipidios neutros e fosfolipidios de tambaqui, Colossoma macroponum.
Comparagio de dois métodos de metilagio.

Acido Lipidios Neutros Fosfolipidios
Graxo Método A Método B Método A Mitodo B
14:0 1,5 1,7 - -
14:a5 ¢,1 0,1 - -
15:0 6,1 0,1 - -
16.0DMA - - 54 59
16:0 29,6 30,4 19,9 216
16:1n7 6,3 6,6 1,7 4
17:0 4.2 0,1 - -
17:1n9 . - 13 1,3
18:0 10,7 10,4 139 11,7
18:in9407 40.5 399 219 22,1
18:2n6 8,5 85 16,4 10,8
18:3u3 X 5 - -
20:1n8 1,3 1.2 - -
20:306 g4 03 37 33
20:4n6 8,2 02 88 8,9
22:5n6 - - a0 3,1
22:6n3 - - 10,0 89

Abreviaturas: Método A — Méiodo de Metcalfe ef alii; Método B — Método proposto; DMA - dimetilacetal,
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TABELAS

Composigio percentual de 4cidos graxos de lipfdios fotais de
tambaqui, Colossoma macropemum. Comparagio de dois
métodos de metilagio,

Acide Lipidios Totais
Graxo

Méiodo A Meétodo C
14:0 13 1,2
15:0 0.2 0,2
16:0DMA 9,5 0,6
6,0 293 29,1
162167 59 2
17:0 02 02
18:6 DMF 0.2 0,3
18:0 82 8,9
18:1a9+N7 306 314
18:206 16,7 16,0
18:3n6 6,2 6,2
18:3n3 6.8 6,7
20:189 . 08 1.0
20:2r6+20:329 0,8 0,8
20:3n6 0.9 6.9
20:4p6 1.4 13
22:5n6 9,6 0,6
22:683 12 1,2

abreviateras: Método B - Método proposto, Método C ~
Método de Hartman & Lago; DMA — dimetilacetal.

Este método foi também comparado com o de
HARTMAN ¢ LAGO" em uma amostra de tambaqui
(Tabela 6), demonstrando a equivaléncia dos dois
métodos.

CONCLUSOES

O reagente BF3-MeOH pode set substitufdo por
NH:C1-H2S04MeOH no método de METACALFE
er alli, sem comprometer a conflabilidade dos
resultados. O método proposto demonstrou © mesmo
desempenho quee o de Metcalfe ez alii com lipidios de
diversas  espécies de  peixes,  amostras
reconhecidamenie complexas. Portanto, além de
simplicidade, rapidez ¢ baixo custo, este método
apreserta ampla aplicabilidade.
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MAIA, EL. & RODRIGUEZ-AMAYA, D.B. ~ Evaluation of a simple and inexpensive method for
the methylation of fatty acid with Iipids of various fish species. Rew Inst. Adolfo Lutz
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ABSTRACT: Different techniques are available for the preparation of fatty acid methyl
esters, each having advantages and disadvantages. The method of METACAILFE er olii utilizes the
reagent BF3-MeOH which is expensive and imported that of HARTMAN and 1.AGO employs
comnon reageats but requires great amount of glassware and manipulations, Putting together the
beneficial features of the two methods mentioned, 2 new method that provides speed, simplicity
and low cost was evaluated, The methylating reagent of HARTMAN and LAGO and the rest of the
procedure of METACALFE er alii were used, all the stages being carried out in a test fube, This
method was compared with that of METACALFE et alii, utilizing the muscle lipid of Piaractus
mesopotamicus and Sardinella brasiiiensis. Separation and quantitation of the fatty acids were
accompiished by high resolution gas cromatography. No significant differences were observed at
5% level in the percentages of 18 faity acids of P. mesopeotamicus. Of 36 fatty acids of 8.
brasilfiensis, only two showed significant difference at 5% level. Even with this two fatty acids, the
difference was not siguificant at 1% level, The two method were therefore shown fo be equivalent.
These two methods also gave similar results with lipids of Prochilodus scrofa, Oreochromis
niloticus and Colossoma macropomum, demonstrating the wide applicability of the propesed

method.

DESCRIPTORS: methylation, fatty acids, fish, gas chromatography.
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AURICCHIO, M.T., MARKMAN, B.EO. & BATISTIC, M.A. Detecgio da preseaga de
corticosieréides em preparagbes farmacéuticas alternativas stilizadas em asma brdnquica e
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RESUMO: Este ¢studo teve por objefivo a identificagio de substincias corticosterdides em
preparaghes alternativas para iratamenio de asma brdnquica e bronguite, vendidas em farmicias e
cometrcializadas sem gualguer indicagio de sua composi¢io. Em 24,6 por cento do total de 61
amostras analisadas enconiraram-se, efetivamente, scbstincias corticosteréides.

O método empregado para a identificagio de corticosterdides foi cromatografia em camada
delgada em fungiio da rapidez da técnica e da ala sensibilidade.

DESCRITORES: Corticosterdides, detecgio de, preparagfes alternativas para brorquiie e

asma bronguica.

INTRODUCAO

O presente estudo teve por objetivo a identificagiio
de substincias corticosterdides om preparagbes
farmacéuticas alternativas destinadas ao tratamento
da asma bronguica ¢ da bronquite, comercializadas
sem receita médica, em algumas farmécias da cidade
de Sdo Pavlo.

Tais preparagies nfdo apresentavam  formula
deciarada na rotulagem, nem qualquer oufra
indicacho com relagio & composicio que permitisse o
aprofundamento da anélise quimica. As solicitagbes
de andlise traziam poucas informagbes quanto 2
possivel composigiio, sendo gue o segredo de sua
identidade pertencia ao fabricante do produto.

Estes "remédios” eram recomendados indisctimi-
radamente a adultos e criangas pelo comerciante do
produto, independente de qualquer avaliacio e
recomendacio médica.

Com o hibito da automedicacio tio difundido em
nossa populagho, estas preparagbes foram sendo
indicadas pelos parentes ¢ amigos 3s pessoas com
queixas e relatos de problemas semethantes.

Algumas vezes, porém, os efeitos colaterais dos
corticosterGides eram observados nos usudrios que,
entfio, recorreram ac 10sso laboratério em funcio da
suspeita quanto 3 presenga deste tipo de substincia na
preparagho.

Segundo definicBo da Organizacio Mundial da
Satide de 1975 a asma é uma doenca cronica
caracterizada por espasmo recorrente, resultante de
uma tendéncia ao desenvolvimento do estreitamento
reversivel das vias aéreas, em resposta a estimulos de
um afvel ou intensidade que nfio induzem tal
estreitamento na maioria dos individuos; astores
definem a asma como uma doenga onde ocorre a
hiperreatividade bronquica devido a vérios estimulos
alergénicos ou ndo alergénicos® ™,

* Realizado na Segio de Farmacognrosia do Institato Adolfo Luiz, Sio Paulo, SP.

** D Segio de Farmacognosia do Institato Adolfo Latz,
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Apesar dos  costicosterdides  antagonizarem * Reativo DPST
praficamente todas as etapas da resposta inflamatdria azulde tetrazdlic  Smg
na asma, ndo sd0 medicamentos com efeito metane] pa. 25ml

curativo sobre a causa da doenga. Seu emprego €
indicado em casos de crise aguda de asma bronquica.
quando a redugho do edema se faz necesséria, para
que entdo se possa obter a agho dos outros
medicamentos coma 08 agonistas bet& adreaér icos,
broncodilatadores, teofilina e outros,”

Os efeitos colaterais dependem da dose ¢ tamabém
da forma de apresentaclo; devem sempre ser
considerados, j4 que todas as vias de administragiio
levam & absorgio sistémica.

Assim serkfo, este estude questiona a pratica
fravdulenta de algumas farmicias ac  venderem
"remédios altemativos”, sem fOrmula, muitas vezes
contendo  susbtfncias terapeuticamente  ativas  cujo
emprego deve ocorrer sob critério e acompanhamento
médico™ * 1 121 para rponitoramento dos efeitos
adverses.

Para a deteccho dos corticosterdides empregou-se a
cromatografia em camada delgada utilizando-se de
metodologia proposta em Clarke”.

MATERIAL E METODOS

Amostras

As amostras analisadas foram provenientes de
usudrios, Srgios da Vigilincia Sanitiria e Procon.

Foram analisadas 61 amostras de formulacbes
farmacfuticas ufilizadas em bronguite e asma
bronguica, das quais 56 eram liquidos xaroposos,
quatro comprimidos e uma pd.

PROCEDIMENTOS

a) preparo da amostra -~ uma aliquota de
aproximadamente 20 ml foi submetida & exfracio
com trés porgoes de 30 mi de acetato de etila em
mefo peutro e filtrados por sulfato de sédio anidro,
Apds a evaporacio do solvente, o residuo foi
dissolvido em 0,5 ml de acetato de etila e aplicado
diretamente sobre a placa.

b) preparo do padrao - a substincia de referéncia
utifizada foi a hidrocortisona dissolvida em acetato
de efila.

— Fase esiaciondria: placas de silicagel G60
(20x20).

— Fase movel: cloreto de metileno: dioxano: dgua
(10:5:5). Agitados, deixados separar ¢ utilizada a
camada inferior.

- Desenvolvimento: dnico, ascendente de 15 cm.

— Para ser evaporado o solvente, aquecer a placa a
105 graus cent{grados por cinco minutos.

-~ Revelador: solugio de DPST*. As manchas
aparecem na coloragio de lilds a roxo.

38

Observagdo: Completar o volume até 50 ml com
hidréxido de s6dio 2N no mormento do vso,

Todas as determinagbes foram sempre realizadas
contra a hidrocortisona  como  substincia de
referéncia, uma vez que o objetivo da detecglio era
caracterizar a presenga de componente de natureza
corticosterdide.

RESULTADOS

Os resultados obtidos das andlises efetuadas para
pesquisa de substdncias corticosterdides nas 61
arnostras processadas estio sumarizados na Tabela 1.

TABELA T

Distribuigio da Ffreqiiéncia de substincias corticosierdides
em “preparagbes para broaguite" segusdo forma
{armacéutica. Sego de Farmacognosia*, 1953.

FORMA FARMACEUTICA
Corticosterdide Total

Karope Comprimido P

N% N B N % N %
Sim 14 250 -~ - i 1080 15 24,6
Nio 42750 4 1000 -~ - 46 754
Towl 56 1000 4 100,0 1 1000 61 100,0

* Instituto Adolfo Letz, Sdo Paulo.

Na tabels 2, estio colocados os dados referentes 2
procedéneia das solicitagbes das pesquisas de
corticosterdides.
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TABELA 2

Distribuigio da freqiiéncia de amostras analisadas segundo
2z procedénciza da solicitagio do exame e forma
farmacéutica. Se¢io de Farmacognosia®. 1993,

FORMAS FARMACEIFTICAS

Procedéncia Total

Xarope Comprimido Pé

N* % NY % Nt % Nt %
Usudrio 41 732 2 500 1 00,0 44 T21
5.US. 15 26,8 - - - - 15 246
PROCON -~ -~ Z 500 - - 2 33
TOTAL 56 1000 4 1000 1 1000 61 1060

* Imstiteto Adetfo Lut, Sio Paulo.

DISCUSSAD

Segundo os resuftados obtides na tabela 1,
verifica-se a presenca de corticosterdides em 24,6 por
cento das amostras analisadas.

Dentre as formas farmacéuticas apresentadas, os
xaropes prevalecen em  relacio aos pds ¢
comprimidos. Esta forma farmacéutica, que é de
manipulagio simples, pode ser mais facilmente
fraudada, sendo também de melhor aceitagio por
criangas, onde se verifica uma maijor incidéncia dos
problemas brénquicos.

A maioria  destas preparagBes  xaroposas
apresentou a mesma coloracfio e aspecto e, segundo
informaches dos usudrios, destinava-se igualmente a
aduitos ¢ criangas.

U aspecto inferessante a s¢ ressaltar é que
ratamente oS usudrios concordaram em inforrar o
local onde adquiriramm o produto, dizendo terem
comprado noma farmécia “perto de asa"; outras
vezes, fevavam o medicamento ac médico que por
sua vez lhes recomendava encaminhar o remédio
para analisar e verificar sua composi¢io.

Conhecendo-se a  estratégia  terap@utica no
tratamento da asma brdnquica € com as informacies
dos usudirios a respeito dos efeitos das preparagles
alternativas, comegou-s¢ a pesquisar a presenga de
corticosterdides nas amostras.

O fato de 24,6 por cento das amostras anafisadas
terem indicado a presencga de corticosterbides, sem
que este fosse declarado na fOrmula, constitui
violagfio grave da Lei de Vigiléncia Sanitdria ¢ um
risco sob o ponto de vista da Safide Pfblica, pois a
utilizagho de corticosterfides nos  processos
asmiticos deve ocomer dentrc do esquema
terapéutico delineado pelo rédico ¢ exclusivamente
sob supervisio deste profissional.

Comn relagio aos dados mostmados na tabela 2,
observou-se que 72,1 por cento das amostras foram
procedentes dos proprios usudrios independentemente
da acio de alguma autoridade de Sadde, enguanto que
apenas 24,6 por cento das amostras  foram
encaminhadas por organismos do S1LS. Este fato
demonstra que as autoridades de Sadde deveriam
permanecer alertas ¢ fornecer condigDes para que a
Vigilincia Sanitfria pudesse atuar segundo programas
racionais de monitoramento avaliando continuamente a
qualidade, a propaganda ¢ a maneirz como esles
"medicamentos alternativos" s8o comercializados.

CONCLUSAQ

A idéia de que os medicamenios alternativos
possibilitam a cura indiscriminada de doengas (¢
muitas vezes virias doengas ao mesmo tempo)
representa  um retrocesso ma  feraplutica
convencional, j4 que a ciéncia tem forpecido
subsidios suficientes para que se tenha sempre em
mente a relagio risco/beneficic, intrinseca aos-
medicamentos e que sabidamente nio so livres de
efeitos colaterais.

Programas de informaglio sobre uso e riscos de
preparacOes alternativas deveriam ser contemplados
com a atuagiio das autoridades de Satde, ao mesmo
tempo que a propaganda em veiculos de
comunicacBo, como rédio e televislo, deve ser
rapidamente regulamentada.
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ABSTRACT: The main goal in this stedy was 1o identify corticosteroid subsiances ia
alternative medicines for asthma asd chronic bronchitis; Sach medicines are seld in some
pharmacies in the city of 830 Paulo without any iaformation about its composition. Corficosteroid
substances were found in 24,6 per cent from the totz] sumber of analysed samples.

This-layer chromatography was adopted to achieve the detection of corticosteroid due to its

high sensibility. (arouad 1 microgramma).

DESCRIPTORS: Corticosteroids, detection of, alternative medicine in bronckitis and asthma.
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RESUMO: Os autores relatam um estzdo retrospectivo realizado com valores hematimétricos
{hemoglobina, hemat6erito e hemdcias), indices hematiméiricos (volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média ¢ concentragio de hemoglobina corpuscular média) ¢ leucdeitos,
obtidos em 3 anos (1988 a 1990), provenientes de dois amalisadores hematol6gicos
semi-automatizados, previamente calibrados com padrbes primirios ¢ amostra controle, parz
estabelecimento de valores-alvo (média das médias didrias), que serio utilizades no
monitoramento da exatidio desses equipamentos,

Preliminarmente, foram calcnladas as médias, as medianas, as modas e as freqiiéncias das
1006 primeiras determinagfes do ano de 1988, para avaliagio das distribuiges da populagio
estadada.

A seguir, realizou-se estado estatfstico retrospective através de microcomputador,
analisando-se 613 rotinas, com 392.000 determinagdes, de 56.000 pacieates de Centros de Sadde
do ERSA 2, Municipio de 820 Paulo, sendo calceladas as médias aritméticas, os desvios padrio ¢
os cocficientes de variagio, ¢ determinadas as medianas e as médias aritméticas méximas ¢
minimas, de cada ano em separado ¢ nos {rés anos em conjanto.

Das relagbes entre os valores hematimétricos, foram obtidas férmulas empfricas para serem
usadas 1o controle dos analisadores hematoldgicos.

Os valores-alve obtides foram: Hemoglobing 13,4 gfdl, Hematéerito 40,1% Hemdcias
4,63x16°/m1’, Volume corpuscular médio 86,7 g, Hemoglobina corpuscﬁlar média 20,1 pg,
Concentragio de hemoglobina corpuscular média 33,5% ¢ Leucdcitos 7,91x16 *fmm,

Os intervalos de referéncia dos valores-alvo séo apresentados com 1 e 2 desvios padrdo.

DESCRITORES: Controle de qualidade, valores-alvo, analisadores hematoldgicos, valores
hematimétricos, indices hematiméiricos, leueéeitos.

Realizado na Seqio de Hematologiz da Divisio de Patologia do Instituto Adolfo Lutz, Laboratério Centrai e na
Disciplina de Informdtica Médica do Departamento de Pajclogia da Faculdade de Medicina da Universidade de

830 Paulo, 830 Paulo, 8P,
Do Instituto Adolfo Luiz.
Da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo.
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INTRODUGAC

0 monitoramento da exatidio de contadores
celulares ¢ hemoglobindmetros pode ser realizado
através do estudo estatistico das médias aritméficas
dos valores de Hemoglobina (Hb), Hemat6erito (Hi),
Hemdécias (Hem), Volume corpuscular médio
{VCM), Hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragio de hemoglobina corpuscular média
{CHCM), da rotina difdria, em comparagio com
valores-alvo 4 determinados. A exatidéo dos
resultados  fornecidos por esses aparethos €
fundamental na complementacio dos diagndsticos
médicos.

Bull er al” %, Gilmer et al'® ", Rosenfeld er af s
Koepke & Protextor™ ) Ce:nbrowsh & Wesigarci
Levy er al”, Borges et al” *, Simmons & Chin' ¢
Lotspexch-srﬂininger et alm, descrevemn em  seus
trabalhos o emmprego de valores-alvo de  fndices
hematiméricos na avaliagio do desempenho de
equipamentos hernatolégicos.

O presente trabalho tem como objetivos apresentar ¢
analisar valores-alvo de {ndices hematimétricos (VCM,
HCM ¢ CHCM), de valores hematimétricos (Hb, Ht e
Hem) ¢ leuctitos (Leuc), obtidos através de um estudo
estatistico retrospectivo de dados de trés anos de rotinas
didrias, para posterionmente aplicd-los em posso
Controte de Qualidade interno.

MATERIAIS EMETODOS

Nos dltimos anos calibramos diariamente dois
analisadores hematoldgicos semi-antomatizados com
padrdes comerciais nacionais (CELM), internacionais
{Baxter, COuEter) amostras preparadas em nosso
laboratério' ¢ uma amostra controle triada da rofina
difria, usada na avaliagio da reprodutibilidade desses
aparcthos'’, Esses equipamentos so constituidos por
diluidores autométicos (CELM DA 500}, contadores
celulares {Sysmex microcell counter CC - 110) ¢
hemoglobindmetros (CELM Hb 520), que utilizarn
solugio diluente (5 litros de dgua destilada /1
Cellmkit) e solugio hemolisante (Cellmlise); e
fornecem valores de Hemoglobinas (Hb), Hemaécias

{Hem) ¢ Leucocitos (Leuc). As amostras de sangue.

humano venoso analisadas nesses equipamentos
foram coletadas em tubos de vidro (sisterna a vacuo,
5 ml) contendo anticoagulante EDTA. Os valores dos
Hemat6eritos (Ht) foram obtidos por micrométodo,
em capilares de vidro (Perfecta), ap6s centrifugacio
em microcentrifugs. (MH CELM, 11.500 rpm/ 5
min), sem a correcdo { x 0,97) proposta por England
et aﬁ Os valores dos indices hematimétricos VCM
{volume corpuscular médio), HCM (Hemoglobina
corpuscular médiay ¢ CHCM (Concentragio de
hemoglobina corpuscular média), foram calculados
posteriormente s andlises.

Avaliamos preliminarmente as médias aritméticas,
as medianas, as modas ¢ as freqiiéncias das primeiras
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1000 determinacbes (1988) das Hemoglobinas,
Hemat6eritos, Hemécias, indices hematimétricos
corresporgdentes, e dos Leucdcitos.

A observagio grafica computadorizada (Lotus 1. 2.
3) das freqiiéncias, e os reseitados das trés medidas
de tendéncia central de cada determinagio nfo
apresentando  diferencas significativas enire s,
sugeritam que as distribuicdes estudadas sfo
gaussianas,

Posteriormente, realizamos em microcomputador
(XT 238R, ADD - Tec. Ind. Elet.), programa Loms
1.2.3, um estudo estatistico retrospectivo dos valores
de 3 anos (1988-1990), digitando 613 rotinas diérias,
contendo  392.000 determinacbes (Hb, Hi, Hem,
VM, HCM, CHCM ¢ Leuc) provenientes de 56.000
pacientes, atendidos ern sua maioria nos Centros de
Satide do Escritro Regional de Satdde — ERSA 2,
Municipio de S&o Paulo.

Calculamos para cada determinagio, a média
aritmética ( ¥ ), o desvio padro (SD0), e ¢ coeficiente
de variagio {CV), de cada ano ¢ dos trés ancs em
conjunto.

Encontramos para cada determinagio, a mediana ¢
as médias aritméticas maxima e minima de cada ano.

Os intervalos de refer@ncia com 1.8D ¢ 2.8D
foram calculados para todos os valores-alvo. Nossos
valores-alvo sfo apresentados conjuntamente com os
valores de autores nacionais € jnternacionais. Os
valores-alvo dos micro-hematéeritos, VOM e CHCM
nao corrigidos e corrgidos (x = 0,97, devido &
quantidade de plasma retido entre as hemdcias), sfo
também apreseptados com o objetivo de mostrarmos
as variaghes existentes entre seus valores.

Com os valores das Hemoglobinas, Hernatéeritos e
Hemécias, dos rés anos estudados, pudemos calcular
férmulas empiricas para serem usadas no Controle de
Qualidade dos analisadores hematolégicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dcu‘sey8 em 1963, descreven o uso de média
aritmética didria da Hemoglobina corpuscular média,
como forma de comroie de qualidade para contadores
Coulter.

Bull et af em 1974, realizaram estudos estatisticos
sobre as médias aritméticas de indices hematimétricos,
provenientes de amostras de sangue total de pacientes
hospitalizados, e descreveram um processo formal de
cilculo (Algoritrno de Buil), para detectar perdas ng
calibragio de contadores hematoldgicos. Bull & Hay®
em 1985, estudando fndices hematimétricos de
pacientes hospitalizados na Califétnia, Pafs de Gales
¢ em Toéqguio, verificaram ndo haver diferengas
significantes entre esses wvalores, considerando-os
corno indices internacionais.

No Brasil, Rosenfeld et al® em 1977. Borges et
afem 1981 e Borges' em 1987, descreveram o uso
de valores-alvo de indice hematimétricos no controle
de qualidade de contadores hematolégicos de

milltiplos canais.
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Desde 1987 estabelecemos um Programa de
Controle de Qualidade, gue inclui um monitoramento
de baixo custo operacional, da calibragio de nossos
analisadores hematolOgicos, através de padrdes
primérios ¢ amostra controle™ Decidimos
também, pela obtengio de valores-alvo, que serdo
usados no Controle de Qualidade de npossos
equipamentos hematoldgicos.

Na tabela 1, observamos as médias aritméticas, as
medianas e a8 modas das primeiras 1000
determinagbes do amo de 1988, utilizadas na
avaliacio das distribuicbes da populagio estudada.
N#o encontramos diferengas significativas enire
esses trés valores de tendéncia central, sugerindo
assim serem gaussianas as distribuigbes dos valores
obtidos nessa populagio. .

TABELA 1

Estudo preliminar dos resultados obtidos com as 10600
primdrias determina%ées das Hb (g/al), Ht (%), Hem (x
16%mm”), VCM (), HCM (pg), CHCM (%) e Leuc
(xIG’/mm"), do ano de 1988,

HB Ht Hem VCM HCM CHCMLEUC
Média 14,0 41,2 46 892 310 334 16
Mediana 138 41,0 44 8906 30,7 356 81
Moda 142400 44 9106 368 340 77

Apresentamos na tabela 2 as médias aritméticas, os
desvios padrio, os coeficientes de variagfio, as
medianas, ¢ as médias artiméticas méximas ¢
minimas das determinagbes de Hb, Ht, Hem, VCM,
HCM, CHCM e Leuc, de cada ano estudado e dos
trés anos em conjunto.

As  médias aritméticas das determinagSes
1988-1990 sio nossos valores-alvo. Com exceglo
dos leucdcitos, todos os coeficientes de variaco
obtidos através de estudo estatistico ficaram abaixo
de 5%.

Os leucdcitos  apresentaram  nos i8S anos
estudados, coeficientes de variag@io de até 8,29%,
mostrande haver uma major dificoldade em se
controlar esta determinagfo. Isto decorre do fato de
gue, ha rotina idria, alguns exames apresentam
leucocitose {processo inflamatérios, infecciosos, ec.)
ou leucopenia (estados carencials, uso de
medicamentos, efc.), distanciando demasiadamente
os valores dos leucdeites do  intervalo  de
normalidade, acarretando médias mais varidveis,
elevados desvios padrfio ¢ conseqlenfemente altos
coeficientes de variagfio.

Gilmer et al'® em seu trabatho, obtiveram
coeficiente de variaghio de até 6% para os leucdcitos,

Nio encontramos diferengas significativas entre os
valores das médias aritméticas e medianas para cada
determinacio, sugerindo assim, que as distribuicdes
de todas as determinacdes estudadas seguiram curvas
paussianas, no decorrer dos frés anos.

TABELA 2

Determinages anuais e do cosjunto cﬁios néés anos, dgs
vajores de Hb {g/dL), th (%), Hem §x10 fmm™y, VOM (&),
HCM ¢pg), CHCM (%) e Lene (x10°/mm").

Hb  Ht Hem VCM HCM CHCM Leuc

1988

% 13,1 30,3454 855 289 334 816
SD 044 0,85 0,08 139 0,78 067 0,560
OV 33 22 18 1,6 26 20 744
Mediane 13,0 39,2 4,53 86,5 288 334 BO05
xmax 14,241,549 890 306 365 103
% min 11,7 36,6 4,32 B804 257 316 649
1989

x 13,5 40,5 4,64 87,3 292 335 765
SD 066 1,53017 353 146 0587 0,56
CV{%) 48 37 38 40 49 26 1737
Mediana 13,5 40,3463 874 263 335 765
X max 153 46,0 5,31 95,0 330 363 9,17
% min 114 3606400 818 240 204 6,18
1990

X 13,6 40,5 4,69 854 29,1 337 7,93
5D 048 1,23 0,15 259 0,94 064 0,65
CV(%) 35 39 33 30 32 1,8 829
Mediana 13,6 40,5 4,70 863 29,1 337 787
% max 152441516 949 3277 357 11.2
% min 12337,14,19 81,3 267 319 655
1588-199¢

X 134 40,1 4,63 86,7 291 335 791
SD 0,58 13 0,15 26 1,1 0,7 0,54
CV(%) 43 34 .34 31 38 22 81
Mediana 13,4 40,1 461 870 292 336 7,88
X max 15,3 46,0 5,31 95,0 330 36,5 112
¥ min 11,4 36,0 4,00 B804 240 204 6,18

Dos  indices hematimétricos  estudados nesse

perfode, o CHCM apresentou coeficientes de
variago inferiores aos demais; o HCM, tGnico indice
proveniente de nossos analisadores hematol6gicos,
apresentou coeficientes de variagio superiores aos
cutros dois indices estudados.

As médias artiméticas didrias das determinagdes de
Hb, Ht, Hem, VCM, HCM, CHCM ¢ Leuc dos trés
anos estudados sfo apresentadas respectivamente nos

- grificosdela?.

Nos graficos observamos gue a maioria das médias
didrias de todas as determinagbes, situam-se dentro
do intervalo de dois desvios padrio.

As médias artiméiicas maximas ¢ minimas,
que ficaram deslocadas dos intervalos de
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referéacia (X = 1.SD e 2.8Dj, foram observadas
principaimente em dias com rotings pequenas { n
< 30 amostras).

Sdo apresentados na tabela 3, os intervalos de
referéncia (X sinal de mais ¢ menos 1.5D ¢ 2.51)
para cada valor-alvo.

TABELA 3

intervalos de Referéncias obtidos para cada valor-aivo.

X +1.5D X+ 28D
Hb (g/dL) 13,4 = 0358 13,4 = 1,16
Hi (%) 40,1x 1,36 40,1+ 2,72
Hem (x10%mm» 4,632 0,15 463+ 6,30
VEM (gH 86,72 2,69 86,7 = 5,38
HCM (pg) 20,1« 1,11 29,1+ 2,22
CHCM (%3) 335+ 0,74 335= 1,48
Leue(x10 /mmz) 7.91x 0,64 791« 1,28
England et af,  demonstraram que 1o

micro-hematéerito, cerca de 3% de plasma fica retido
entre as hemécias.

Isso produz um falso asumento nos valores do
hematbesite e do VOM, e uma falsa diminuigho do
CHCM. O valor do micro-hematdcrito € cerca de
1,5% maior do que os valores dos hematderitos
fornecidos por contadores autorndticos de célulss,
tipo Coulter S, que fornecem o valor do hematécerito,
sern plasema retido, Bull & Hayﬁ, ra determinagdo de

seus  valores-alvo, vusaram  os  valores dos
micro-hernatdcritos sem 2 corregfio para o plasma
retido, pois  prefendiam uma  padronizagio

internacional do uso desses fndices,

As médias aritméticas e os cocficientes de variagio
dos valores didrios dos micro-hematderitos, néo
mostraram variagbes significativas no decorrer dos
trés anos estudados. Por esse motivo, usaremos o
valor-alve dos micro-hematéeritos po monitoramento
da exatiddo de nossa microcentrifuga.

Na tabela 4, encontramos os valores-alvo dos
micto-hematderitos  corrigidos (x 0,97) ¢ nfio
corrigidos; e dos {ndices hematimétricos VCM e
CHCM resultantes dessa corregio.
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TABELA 4

Valores-alvo dos micro-hematberitos (%), VCM (;1.3), 3
CHCM (%), sem e com corregio (X 0,97) parz o plasma
retido entre as hemdcias.

Nio corrigido  Corrigido
Micro-hematécrito (%) 40,1 38,9
Volume corp. médio (p.s) 86,7 84,0
Cene. hemogl. corp. média (%) 335 325

Apesar de o VCM ¢ CHCM serem resultantes de
valores de aparelhos distintos  {analisadores
hematoldgicos ¢ microcentrifuga), esses indices
hematimétricos se sitvaram muito préximos aos
valores encontrados por autores nacionais e
internacionais que trabalharam com equipamenios
hematol6gicos de maltiplos canais.

Na Tabela 5, apresentamos nossos valores-alvo de

indices hematimétricos correlacionando-0s com os
valores de outros autores.

TABELA S

Valores-alvo de fadices hematimétricos obtidos por diversos
autores.

VC;M HCM CHCM

W) (re) (%)
Ball & Hay 89,5 30,5 338
Roserfeid et af, 83,8 NI 339
Levy ef al, 89,5 30,0 335
Borges 84,5 28,0 335
Simmons & Chin 88,0 293 331
Munhoz ef ol 86,7 28,1 335

NID: Njo determinado

Os valores das Hemoglobinas, HematScritos e
Hemécias do intervalo de tempo estudado,
relacionados enire si, proporcionaram f{&eroulas
empfricas (tabela 6) muito proximas as fGrmulas
rotineiramente utilizadas no Controle de Qualidade
de analisadores hematolgicos',

Estas fomnulas serfio aplicadas quando usarmos
padrdes com valores dentro da faixa da normalidade,
ou com amostra controle, para monitoramento dos
resultados.
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TABELA 6 analisadores hematoldgicos. A partir dos resultados

obtidos nesic trabalho, acrescemfaremos & nossa

Férmulas empfricas restltantes, no intervalo de trés anos, ofing os valores-alvo de indices hematimétricos, de
das relagdes entre os valores das Hemoglobinas (g/dl), valores hematimétricos e de leucoeitos, para

Hematéeritos (%) e Hemécias (x 10%mm™), aprirmoramento do controle de nossos aparelhos.
FORMULAS EMPIRICAS FORMULAS DEUSO CONCLUSAQ
ENCONTRADAS CORRENTE o )
A incluso de valores-alvo no monitoramento da
¥ x 2,98 = Hi b x 3= H exatidio de analisadores hematoldgioos, praticamente
Ht x11,54 = Hem Ht x1l1=Hem nfo acarreta nephum custo adicional a0 Programa de
Hemx 291 =Hb Hemx 3=FHb Controle de Qualidade.
Hemx B,67=1Ht Hemx 9=Ht E fundamental para a obtengfio desses valores que

haja uma busca constante da exatidio, com
padronizacio prévia da coleta do material, da
Allison!, em sua revisdo histérica sobre Controle  metodologia de calibraglio didria dos analisadores
de Quaiidade em hemagdggia’ mostra através do hema%eiégicos, das SO;\IQ(‘)ES éiIui'dora .e hemolisante
tempo a evolugfo das diversas técnicas e métodos, na € das contagens e dosagens hematimétricas.
tentativa de diminuir ou eliminar erros laboratoriais. ~ Psta metodologia de Controle de Qualidade
Bauer’, relata que o uso de médias aritméticas didrias ~ apresenta melhores resultados com rotinas nas quais
dos valores da Hb, Hem e Ht no Controle de O hiimero de amostras € numeroso, preferencialmente
Qualidade, apresenta grandes variagbes, sendo mais  acima de 30.
indicado o wuwso de médias didrias de fndices
hematimétricos. Em nosso estudo de valores-alvo AGRADECIMENTOS
(tabelz 2), nio observamos variagbes significativas
entre os coeficientes de variagho dos valores e
indices hematimétricos didrios e anuais.
Em nosso Controle de Qualidade interno
utilizamos padrdes pritdrios e amostra controle, para
calibragio e avaliagio da reprodutibilidade dos

Agradecemos aos funciondrios da Secho de
Hematologia da Divisio de Patologia do Instituto
Adolfo Lutz, Laboratério Central, pela colaboragic
prestada na realizagdo deste trabatho.
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ABSTRACT: The authors report a retrespective study realized with hematimenzics values
(hemoglobin, kematocrit and erythrocyte}, Red blood cell indexes (mean corpuscular volame, mean
corpuscilar hemoglobin, mean corpuscuiar hemoglobin concentration} and leukocyte, obtained
from 3 years (1988-1990), presented by 2 semi-automatic kematology analyzers, priorly calibrated
with primary standards and control sample, in order to obiain target values (average on the daily
means), that will be used in monitoring the accuracy of these equipments,

Firstly the mezuns, the medians, the modes and the frequencies from first 1000 determinations
of 1988, were calcalated, in order to assess the distributions of the studied population.

Secondly, a retrospective sfatistical stady made by a microcomputer, was performed,. lo
analyse 613 routines with 392,600 determinations from 56,000 patients registercd at the Health
Ceanters of the ERSA 2, S3o Paulo City; the arithmetical means, the standard deviations, and the
variation coefficients were calculated, and the medians and the maximun and minimun arithmetical
means of each year and of the 3 years in question were determined.

From the relationship among the hematimetric values, empirical formulas were oblained, to
be used in the confrol of the hematological analyzers.

The obtained target values were: Hemoglobin 13.4 gAl, Hematocrit 40.1%, Erythrocyte
4.63x10%mm®, mean corpuscular voleme 86,7 ©°, mean corpuscular hemo, 3gthm 26.1 pg, mean
mean corpuscuiar hemoglobin concentration 33,5% and Leukocyte 7.91 x 10 mm®,

The reference intervals of the target values are presested with I and 2 Standard deviations.

DESCRIPTORS: Quality control, Hematology, Target valees hematology analyzers,
Hematimetrics values, Red blood cell indezes, Leukocytes.
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FIGURA 1
Representagio grifica das médias aritméticas didrias das
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FIGURA 4
Represeatagio gréfica das médias aritimélicas didrias dos
VM, de 613 rotinas, do perfodo de 1988 a 1990,
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RESUMO: Endosulfan ¢ um inseticida do grapo éster do 4cido sulfurose de um diol cielico
clorade. Com 2 finalidade de registro no Brasii para extensio de uso foi realizade um estado de
seus isdmeros Endosuifan 1 (alfa), Endosulfan 11 (befz) ¢ metabolito selfato de Endosulfan,
remanescentes das culturas de batata, fomate, laranja, mamdo, mach, maracujé, morango, tratadas
com o produte formulado Thicdan, concentrado emulsiondvel com teor de 350g1 do ingrediente
ativo, seguindo-se as boas préticas agricolas, O método wtilizado foi o descrito por Mitchell, com
modificagfes gue permitiram obier melhores recuperagdes (82,1% de Endosuifan 1, 84,4% de
Endosuifan I} e 91,0% de salfato de Endosulfan, média obfida pas amosizas testemunhas
fortificadas). O lmite de quantificagdo pela téenica de eromatografia em fase gasosa com detector
de captura de elétrons foi de 0,01 mg/kg (ppm). Das 60 amostras analisadas, 20 testemurhas e 40
provenientes de culturas watadas, foram encontrados Endosulfan I em 19 (47,5%), Endosulfan I
em 21 (52,5%) e sulfzto de Endosulfan em 17 {42,5%). Nas amosiras de polpa de laranja ¢
maracujs ¢ na batata ado foram eacontrados restduos, enquanic que #a pelps de mamio foi
detectado apenas o metabolito sulfato de Endosulfan. Resfduos de Endosulfan 1, Endosulfan Il e
sulfato de Eadosulfan foram os mais ¢levados na casca da laranja, apresentaado niveis de 048 ¢
0,69 mg/kyg de Endosulfan toll. As amostras de magh, jomate ¢ morango apresentaram valores
dentro dos limites mixintos de residuos (LMR) estabelecidos pelo Codex Alimentarius.

DESCRITCRES: alimentos, residuos de Endosulfan, pesticidas organoclorados, detecgio por
cromatografia a gds; residuos de pesticidas, determinagdo.

INTRODUCAO de segaranca, tendo em vista os limifes méximos
residuais apresentados nos diferentes tipos de cultura.

Como se sabe, 0s residuos que permanecem nas

Uma formulagio de pesticida somente poderé ser
comercializada no Brasil apds ter sido previamente
registrada nos Orglos competentes. Para isso deverd
atender &3 exigénelas dos  Orplos  federals
responsdveis pelos setores da agricultura, sadde e
meio ambiente.

Na obtenciio do registro, os requerentes terfo de
fornecer dados ¢ documentos sendo um deles dirigido
a0 Ministério da Sadide que depois, juntamente com o
Ministério da Agricultura, estabelecerd os intervalos

culturas dependem de rmwitos fatores de variada
importineia, tais como grau de adsorgdo nas camadas
superficiais, degradagfo quimica ou metabolismo,
desaparecimento aparente devido a dijuicio pelo
crescimento da planta ¢ volatilidade do depésito. Para
s¢ obter subsidios para estimar um limite méximo de
resfduos, produios que  receberam  tratamentos
conhecidos de pesticidas, realizados sob condigbes
agticolas e climdticas representativas, seguindo uma
boa prética agricola, devem ser analisados.

* Realizado na Secdo de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adelfo Lutz, Sio Paulo, SP.

*% Do Institato Adotfo Lutz.
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Com esta {inalidade e para conhecer os niveis de
residuos rempanescentes, diversas culturas fratadas
com o produto técnico Thiodan, nas dosagens de 2 e
4 I/ha nas culturas de batata, laranja, maméo, macs,
tomate ¢ 1,5 ¢ 3,0 I/ha em morango, foram analisadas
em diferentes ternpos de caréneia.

Endosulfan, principic ativo da formulagio, € um
inseticida do grupo éster do 4cido sulfuroso de um
diol ciclico clorado. O nome gqufmico segundo
IUPAC 6 CC’~ (1, 4, §, 6, 7, T-hexachoro-§, 9, 10 -
trinorbon-5-en-2, 3, -ylene) (dimethylsulphite} 6, 7,
8,9, 10, 10-hexacloro- 1, 5, 3a, 6, 9,9a- hexahydro-6,
9-metano-2, 4, 3-benzodioxathiepin 3-oxide. E
comuiuldo por  estes dois esteroisdmeros alfa (I) ¢
beta (11"

O fato de o Ensofulfan ser umn éster, favorece &
hidrdiise do composto, transforrnando seus isbmeros
nos didis e sulfatos correspondentes.

Os principais produtos de bictransformacio do
Endosulfan sfo o Endosulfan dici ¢ o sulfato de
fndosuifan, sendo que o primeiro ndo € toxico
enquantc que ¢ segundo apresenia uma toxicidade
similar a0 composto precursor € por isso considera-se
residuo de Endosulfan 2 soma dos nivels encontrados
dos isdmeros 1 e 1 mais sulfato de Endosulfan,”

O  problema  ambiental dos  pesticidas
organociorados ndc se restringe a composios
orginicos com cloro na molécula, mas aqueles gue
apreseniem cadeia ciclica de carbonos (inclusive
cadeias arométicas), compostos apolares e lipofilicos,
pouco reativos quimicamenie e conseqiieniemente
muito estiveis no meio ambiente.

Com uma meia vida de aproximadamente seis
meses no solo e a possibilidade de hidrdlise na 4gua,
Endosuifan nfio € persistente e acumulativo como
outros  compostos  organoclorados do grupo dos
ciclodienos.

O Endosulfan pode ser absorvido através do (rato
gastrointestinal, inalachio ou contato com a pele, A
DL50 oral ¢ dérmica para ratos € 18 ¢ 74 mg/ke,
respeciivamente, € a LC 50 via pulmonar é 80
mg’kg/4h.7 Em caso de intoxicagio aguda no
homem, podem ocorrer ranifestaches neuroldgicas,
coma irritabilidade e convulsoes.”

Deve-se tomar cuidados especials com 0 seu uso
em jocais muito proximos a mananciais, rios ou lagos
ou com declives gue faciliten o seu arraste. Isto se
deve ao fato de o Endosulfan ser altamente t0xico
para %!gumas espécies aqudticas, particularmente
peixes’. Pesquisas realizadas em amostras de dgua e
sedimento no sul da Ausirélia detectaram a presenga
de Endosuifan em concentracio suficiente para
causar efeitos adversos no ambiente aqufm’eo.s

No Brasil € autorizado 0 uso em partes aéreas de
diversas culturas. O produto, formulado como
concentrado emu}sxonével (CE), tern classificacio
toxicoldgica I até 360 g/l

O maior risco para o homem associado ao
Endosulfan ¢ a intosicacio aguda através de
exposicio acidental ou ocupacional, devendo-se
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seguir as normas de seguranca para manipulagio e
aplicacio do produto.

A principal fonte de exposagéo da populagio em
geral € o alimento, sendo importante o controle dos
residuos remanescentes nas culturas tratadas para se
estabelecer o limite méximo permitido, o tempo de
caréncia necessdrio e correlacioné-los com as normas
do pa;s ou do Codex Alimentarivs, Segundo dados
WHO’ tém sido encontrado residuos de Endosuifan
bern abaixo do limite méximo perm:sldog.

MATERIAL E METODO

Amostras

Torarn anatisadas 60 amostras, assim distribuidas:
batata(15), laranja  casca(6), laranja  polpa(6),
mach(3), mamio(3), maracujd(3), morango(12) e
tomate(12), seado que 40 amostras  foram
provenientes de culturas tratadas com o produto
Thiodan, concentrado emulsiondvel com 350 g/ de
Endosulfan, nas seguintes dosagens: Z ¢ 4 1/ha nas
culturas de batata, laranja, mammfo, maci, tomate; 1,5
e 3 1/ha em morango, designadas como tratamento |
¢ 2, respectivamente, e 20 amostras testemunhas para
controle, plantadas nas mesmas condighes das
demais, porém sem aplicagic do inseticida.

As amostras foram coletadas de acordo com as
seguintes caréncias: batata com 1, 3, 7, tomate com 1,
3, laranja, magi com 21, maméio com 22, morango
com 6, 7, 14, 15 dias. Foram acondicionadas em
papel  laminado, devidamente  identificadas,
armazenadas € enviadas ao laboratdrio congeladas,

Reagentes

Florsil ativado & 135°C durante uma noite
armazenado em dessecador por dois dias. Pesar 20 g em
erlenmeyer com tampa, adicionar 1 ml de fdgua
desmineralizada e agitar at# completa bomogeinizagho.

Sulfaro de s6dio anidro granulado.

Acetoniirila, hexano, diclorometano graw residuo.

Eluente: Em balfio volumétrico de 1000 ml
adicionar 3,5 ml de acetonitrila, 496,5 mi de
diclorometano; completar o volume com hexano.

Método

o métoéo utilizado foi o descrito por Mitchell,
1976° com modificacio na extragio para uma
mistura de diclorometano: hexano na proporgio de
1:4 em volume e na purificagio com florisil
desstivada a 5%, onde foi realizado um estudo
comparativo de recuperagio do método nas etapas
testadas,

Os estudos de recuperagbes foram feitos nos
diferentes tipos de amostras testernunhas fortificadas
com 3§ ml de uma mistura de padrdes nas seguintes
concentragdes: 100 ng/ml de Endosulfan I e 11 e 200
ng/ral de sulfato de Endosulfan.
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Procedimenio

Pesar 25 g da amostra em etlenmeyer com tampa e
adicionar 100 ml de acetonitrila deixando em contato
por 60 minutos. Em seguida agitar por 30 minutos e
filtrar emn Buchner, Transferir o filtrado para funil de
separacio e adiciomar 500 ml de  dgua
desmineralizada ¢ 10 ml de solugio saturada de
cloreto de sAdio. Agitar ¢ adicionar 100 ml de uma
mistara de diclorometanc:hexano (1:4). Passar a
carnada superior através de um funil contendo suifato
de s&dio anidro, para balfo de 300 mi. Lavar o funil
com 30 mi da mistura diclorometano: hexano (1:4)
recebendo no baldo, Concentrar em rotavapor a
aproximadamente 5 mi. Transferir o concentrado
para 0 topo de uma coluna cromatogrifica contendo
20 g de florisil desativado com 1 ml de dgua tendo na
parte superior. 1 g de sulfato de sédio anidro. Hiair os
pesticidas com 200 mi do eluente.

Receber em balio de 300 ml e concentrar em
rotavapor a cerca de 3 mi. Adiciopar 5 ol de hexano
¢ concenirar novamente. Transferir o concentrado
para tubo graduado de 5 ml, completar o volume com
hexano ¢ injetar no cromatdgrafo.

Fazer a identificacic e quantificagio por
cromatografia  gasosa nas seguintes condighes:
cromatégrafo CG 90 com detector de captura de
¢létrons, fonte de niquel, equipado com coluna
espiralada de vidro de 6 pés de comprimento por 1/8
de polegada de difimetro infermo, com fase
estaciondria, 1,5% OV17 + 1,95% OV210 em
Chromosorb Q@ II 100/120 mesh, nas seguintes
condigbes: temperatura da coluna, 208°C temperatura
de injetor, 220°C, temperatura do detector, 260°C,
fluxo de nitrogénio, 40 mi/min. A sensibilidade do
aparctho foi ajustada de forma a conseguir uma
deflexfio de aproximadamente 60% da escala do
papet do registrador com 200 pg de Endosuifan L.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As porcentagens das recuperagdes dos diferenies
tipos de amostras estudadas encontram-se na tabela
1. Todas as recuperagdes foram feitas pelo método
descrito por Mitchell modificado que apresentou um
methor resultado. O estudo da etapa de extragio do
métedo modificado demonstrou um acréscimo da
ordern de 5-10% para Endosulfan I e 11 e de 2-5%
para sulfato de Endosulfan, Florisil desativada a 5%
fol a que apresenton melhor resultado (87,6% para
Endosulfan I, 102,1% para Endosulfan I ¢ 100,05
para sulfato de Endosulfan) contra (73,8%, 95,6%,
95,6%, respectivamente sem desativagio e 69,2%,
89,1%, 86,9%, respectivamente desativada com 2%
de dgua.

A média de porcentagem de recuperaco para os
diferentes tipos de amostras fortificadas com
Endosulfan foi de 82,1% para Endosulfan 1, 84,4%
para Endosuifan II e 91,0% para sulfatc de

Endosulfan e os valores individuais encontram-se ng
tabeia 1.

TABELA 1

Porceatagens das recuperagdes segundo método de
Mitchell, 1976, modificado.

Amosina Endosulfani Endosulfanl Suifato de

Endosulfan
(%) (%) (%)

Batata 80 87 91

Laranja 71 62 97

{casca)

Laranja 71 83 91

(polpa)

Magi 91 91 93

Mamio 79 83 92

Maracujd 86 82 79

Moraago 75 83 92

Tomate 104 104 93

As amostras testernunhas 080 apresentaram residucs
de Fndosuifan I, Endosulfan Il ou suifato de Endosulfan
no limite de quantificacio do método que € de 0,01
mg/kg/{ppm). Uma amosira testemunha de morango
que apresenton 0,01mgkg de sulfato de Endosulfan
indica problemas na aplicacio (Tabela 2).

Das 40 amostras de culturas tratadas, foram
detectados FEndosulfan I em 19 (47,5%), Endosulfan
II em 21 (52.5%) e sulfato de Endosulfan em 17
(42,5%), conforme Tabela 2.

Como era de se esperar, as amosiras de batata
(aplicaciio por pulverizaco nas ramagens), polpa de
laranja ¢ de maracujd (aplicacho nas laranjeiras e
maracujazeiros), nfo  apresentaram  residuos
detectiveis. Na batata, um dos fatores provéveis € o
de se encontrar embaixo da terra ¢ nas polpas de
laranja ¢ de maracujé pelo fato de a casca ser muito
espessa e de diffcil penetragio.

As andlises das cascas de laranja mosiraram gue 08
residuos foram detectados em todas as amostras dos
tratamentos 1 e 2 com valores médios de 0,48 mgkg e
de 0,69 mg/kg de Endosulfan total, respectivamente.
Valores sempre mais altos na casca do que na polpa s50
relatados por alguns autores’ sendo esta distribuigio
bastante conhecida em frutas citricas.

J4 na amostra de mamio, @2ato no tratamento 1
{21/ha) como no ratamento 2 (41/ha) foi encontrado
sulfato de Endosulfan apesar de ter sido retirada a
casca antes do inicio da andlise. Isto indica que a
casca € permedvel ao principio ative ¢ que na
caréncia estabelecida de 22 dias ele j& foi
metabolizado.
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TABELAZ

Concenfragio média de resfduos de Endosuifan 1 e il ¢ suffate de Endosulfan em mg/kg (ppm)

AMOSTRA n%iotal CARENCIA NAO TRATADA

TRATAMENTO 1 (Z Vhay: TRATAMENTO 2(4 1/ha)

AMOSITNS dias Ne END BNDUL 8 END. Ne ENDE ENDU S BEND. N OEND] ENDO S END
Batata G H 2 <01 <001 <GOL 2 <00 <001 <001 2 <B.0i <001 <001
3 3 1 <001 <0061 <001 1 <001 <001 <901 1 <001 <001 <001
6 T <(.01 <001 <COI 2«00 <001 <001 2 <001 <001 <003
Tomate 3 1 2 <001 <001 <! 2 0.65 007 <001 2 0.24 025 <001
[ 2 <301 <001 <001 2 0.64 004 <GOL 2 .26 0.24 <001
Laranja 6 Z1 2 <GOl <D0l <00} 2 0.06 G.19 0.23 2 02 0.33 0.24
(casca)
Larania 6 21 2 <001 <001 <081 2 <0.0F <001 <601 2 <h01 <001 <001
(poipa}
Mamio 3 22 1 <001 00! <001 1 <00 <081 @602 i <081 <00 .02
Maga 3 Al 1 <001 <@0i <001 1 0,01 0.G1 802 i .02 0.03 ¢.01
Maracuja 3 21 1 <006 <01 <001 1 <001 <0061 <GOL 1 <001 <001 <301
TRAT. 1({1,51/ha) TRAT. 2(3 Vha)
Morango 3 & 1 <601 <GOH1 001 1 6.03 006 003 i 0.12 021 0.06
3 7 1 <00l <001 <GOL i 601 0.07 0.4 1 0.07 a.17 0.03
3 i4 1 <001 <G40l <001 i G.01 0061 001 1 0.6 0.01 0.6
3 15 1 <901 <001 <801 i 102 004 002 1 0.03 [£X13) 0.03
CONCLUSAO

Analisande os valores obtidos ¢ as diferengas
encontradas nas amostras de tomate ¢ morango se
cbserva que houve um decréscimo significativo
durante o perfode de caréncia, indicando uma
decomposicio do pesticida. (Fig. 1).

Nas amostras de magis provenientes das plantas
que receberam os tratamentos 1 e 2 os valores
médios foram de 0,04 mg/kg e 0,06 mgkg para
Endosuifan total apds 21 dias da aplicacfio. Estes
valores encontram-se abaixo dos niveis de tolerdincia
de residuos de Endosulfan estabelecidos para frutas
em geral que é de 2 mg/kg(ppm)y'. No Canadd, um
monitoramento de Endosulfan realizado no perfodo
de 1978 a 1986 com 305 amostras de maghs’
apresentou  resfdoos sempre abaixe dos limites
mdximos estabelecidos.

Pelos resultados enconirados foi observado que os
niveis de residuos apresentam valores considerados
baixos frente Aqueles estabelecidos para outras
culturas. Isto se deve provavelmente ac répido
metabolismo ou decomposigio do Endosuifan no
pericdo de carbacia estudado. Também € uma
indicagfo de que as boas priticas agricolas devem ser
sempre seguidas para gue cada vez mais os resfduos
de pesticidas em alimentos se situern dentro dos
parAmetros que ndo causem problema de salide ao
consumidor. O estudo propiciou também a
implantacio do método madificado para as diversas
matrizes estudadas.
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FIGURA 1
Niveis de Endosulfan total em mg/kg(ppm) em amostras de batata, tomate, laranja, mamio, maci, maracuj4, morango, nic
tratadas (NT) e tratadas com Thiodan, de acordo com as respectivas dosagens em (1/ha) e caréncias em (dias).
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LEMES, VR.R; INOMATA, O.N.X.; BARRETTO, HH.C. ~ Residues from Endosuifas on fruit
and tabers. Rev, Inst. Adolfe Lutz, 53(1/2:49-54, 1593

ABSTRACT: Endosulfan is a pesticide by ester group with sulphurous acid of the chlorinated
cyclic dial. For registering purposes with the aim of exteading its range of mses for other
applications in Brazil, a study of its residues, as well as of its metabolite, eadosulfan sulfate, was
performed on potato, fomato, orange, papaya, apple, maracuja and strawberry crops, on which it
was applied according to good agricultural practices. The methodology employed was the
described for Mitchell with modification. It was satisfatory recovery (82,1% to Eadosulfan I,
84,4% to Endosulfan Il and 91,0% to Endosulfan sulfate, mediaas of the fortifyed samples). The
lower quantification threshold 0,01 mg/kg(ppm) by gas chromatography with electron capture
detector. Among the 60 samples analysed, 20 unireated samples (control) and 40 samples for crops
treated with Thiodan, emulsionable concentrate with 350 g/l of active ingredient, Endosuifan I was
detected in 19 samples (47,5%), Eadosulfan II in 21 {52,5%), aad Eadosuifan sulfate in 17
(42,5%). No residues were detected in the samples of orange and maracui4 pulp, as well as in those
of potato, whereas in the papaya pulp samples only the metabolite, eadosulfan sulfate, was
detected. The highest levels of Endosulfan 1, Endosulfan II and Endosulfan sulfate were those
detected in orange peel samples, with a total amount reaching the 0.48 and 0.59 mg/kg levels. In
the apple, tomato and strawberry samples, the detected values were comparatively low, all of them
remainiag inside the range for maximum residue limits (MRL) aceording to Codex Alimentarius,

DESCRIPTORS: food, Endosulfan residues, organochlorine pesticide, gas chromatography
detection, pesticide residues, determination.

53



LEMES, V. R.R; INOMATA, O.N.K.; BARRETTO, HH.C. ~ Resfduos de Eadosalfan em tubérculos e frutos. Rew. Jast

Adolfo Lutz, 53(1/2):49-54, 1993,

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. BRASIL, Leis, decretos, efc, - Portaria SNVS p° 10 de
08/03/85, Ministério da Sadde. Didrio Oficial,
Brasfiia, 14 mar. 1985.

2. BRASIL. leis, decretos, ete. Decreto n® 98816, de
11/01/99, Difrio Oficial, Brasflia, 12 jan. 1990.
Segao I, p. B76-888.

3. CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, Codex
maximum limits for pesticide residues. 2nd ed.
Rome, FAO/WHOQ, 1986, vol 13 (FAQ/WHOQ
Food Standards Programme).

4. FRANK R.; BRAUN, H. E & RIPLEY B. D. -
Monritoring Ortario-grown apples for pest control
chemicals used in their production, 1978-86. Food
Additives and Contaminants, 6{2j: 227-234, 1989,

5. TWATA, Y, WESTLAKE, W.E, BARKIEY, 1H,
CARMAN, G.E. & GUNTHER, F.A. ~ Aldicarb
residues in oranges, citrus by products, orange
feaves, snd soil after an aldicarb soil-application in

54

orange grove. J. Agrie. Food Chem, 25(4):
933-936, 1977

6. MITCHELL, LR. -~ Collsborative study of the
determination of endosulfan, endosalfan suifate,
tetrasul and iciradifon residues in fresh froits and
vegetables, Journal of the Association of Official
Andlytical Chemists, 59(13:209-212, 1976,

7. SAX, N.I - Dangerous properties of industrial materials.
Van Nostrand Reinhold - ed. New York,
2:384-385, 1988,

8. THOMA K. & NICHOLSON B.C, — Pesticide Josses in
runoff from a horticultural catchment in Sonth
Australia and their relevaace to stream and
reservoir water quality. Environ. Technol. Lett,
10(1):117-129, 1989.

9. WORLD HEALTH ORGANIZATION, Geneva, 1984.
Endosulfan. Geneva, WHQ, 1984, 62p.
(Ervironmental Health Criteria 403

10. WORTHING, C.R. - The Pesticide Manyal. The British
Crop Protection Council - 7 ed. Croydon, 1983,

Recbido para publicagio em 04 de dezembro de 1992,



Rev. Inst. Adoifo Lutz,
53 (1/2):55-58, 1993,

ACAO "IN VITRO" DE DIFERENTES DROGAS, SOBRE O MYCOBACTERIUM
KANSASIT*

Daisy Nakamura SATO**

Eny Aparecida Matheus da SILVA**
Lucilaine FERRAZOLI**

Moisés PALACI**

RIALAG/T47

SATO, D.N,; SILVA, E.AM. da; FERRAZOLE L.; PALACL M. ~ Agio "in vitro” de diferentes
drogas, sobre o Mycobacterium kansasii. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 53(1/2):55.58, 1993.

RESUMO: A infecgiio causada pelo M. kansasii pode ser tdo facilmente tratada como a
tuberculose. Desde que a rifampicina foi introduzida nos esquemas terapéuticos a conversio do
escamro verifica-se em 100% dos casos. O objefivo deste estudo foi contribuir no tratamento da
micobacteriose causada pelo M. kansasi. Através da determinagio da CIM, CBM ¢ testes de
sensibilidade pelo méiodo das proporgGes, os antores comparam os resultados obtidos com os
relatos da literattra internacional. Foram estudadas 30 cepas de M. kansasif iscladas de pacientes
com problemas pulmonares. Um perfil de sensibilidade das cepas freate i isoniazida, rifampicina,
estreptomicina, etambutol, etionamida, kanamicine e ciprofloxacin foi realizado. A metodologia
foi utilizada de acerde com as mormas preconizadas para a bacteriologia das micobactérias. Os
resuitados obtidos mosiraram sensibilidade do M. kansasii A rifampicina, etionamida, kanamicina ¢
ciprofloxacin, enquanto que para as demais drogas houve algumas variagbes. Nossos dados
mostraly a importincia da rifampicing nos esquemas terapéuticos, no fatameato inicial, ¢ a
utilidade dos festes de seasibilidade no retratzmento.

DESCRITORES: Micobacterium kansasii; testes de sensibilidade 3s drogas; resisténcla is
drogas.

existam casos de faléncia de tratamento, associzdos &
resisténcia  rifampicina’.

Com o objetivo de conhecer as drogas
antituberculosas  os  autores  determinaram &
concenfragho inibitéria minima e a2 concentragio
bactericida minima de cada droga para cepas de
pacientes com comprometimento pulmonar, ‘

INTRODUGAO

As micobactérias estdo amplamente distribufdas na
natureza, podendo ser encontradas no solo ¢ na dgua,
fazendo parte da flora normal humana. Porérm, sob
certas condigbes, algumas espécies micobacterianas
podem se tornar pamgéﬁicas causanda  processos
infecciosos a0 homem® LU

Algumas espécies, tais como o M. kansasii, #m
sido freqientemente documentadas como sendo o
agente etiolégico de doengas, ¢ o seu isolamento a

MATERIAL E METODOS

partir de amostras de origem pulmonar tem
aumentado em nosso meio’ .

Pacientes com infecgbes pulmonares causadas pelo
M. kansasii em geral respondem bem s drogas
utilizadas no tratampento da tuberculose, embora

Foram estedadas 30 cepas de M. kansasii isoladas
de pacientes com suspeifa de tuberculose pulmonar,
com bacteriologia positiva para M.  kansasii,
provenientes de diversas unidades de safde do
Estado de Sio Paulo.

* Trabalho realizado 1o Intituio Adolfo Latz - Laboratézic de Sorocaba ¢ Laboratério Ceatral.

%k

Pesquisadores Cientificos dos Iasfituto Adolfo Lutz,
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As cepas de M. kansasii foram isoladas a partir de
amostras de escatro, descontaminadas pelo método
de Petroff, semeadas em meio de Lowenstein-Jensen,
incubadas a 37°C por 28 dias e identificadas segundo
suas propriedades culturais e bioqai’mEcass’ 1

O padrio de susceptibilidade das cepas &
isoniazida (INH), rifampicina (RFF), estreptomicina
(SM), etambutol (EMB), etionamida (ETH) e
kanamicina {KN) foi determinado através do método
das proporgées No caso da ciprofloxacin (CPF),
apesar da auséneia de padronizacio da concentragio
para este método, incorporou-se ao meio de cultura a
quantidade de 0,2 pg/mi, previamente determinada
em estudos anteriores, pata o M. tuberculosis'®,

Determinagiio da Concentragiio Inibitdria Mfmma
SCIM) e Concentracio Bactericida Mfnima (CBM)

: As cepas de M. kansasii foram semeadas em meio
de Middlebrook 7H9 e mantidas em estufa a 37°C
por 10 dias ou até obter uma turvagho correspondente
a0 tubo nimero 1 da escala de McFarland. Para a
determinacfio da CIM através do método de diluigiio
em meio liquido, foram semeados 0,1 ml de cada
inéculo no meio de Middlebrook 7HY contendo as
seguintes concentraciioes da droga:

INH e RFP (0,51,0;2,0 ¢ 4,0 pg/ml)
SM, ETH, KN ¢ CPF (2,0;4,0:8,0 ¢ 16,0 pg/ml)

EMB (1,0; 2,0; 4,0; 8,0 € 16,0 pig/ml)

Os tubos foram mantidos a 37°C e a leitura da CIM
trealizada apGs 10 dias de incubagio. A CIM foi
definida como a menor concentragio da droga capaz
de inibir macroscopicamente © crescimento das
micobaciérias. A CBM foi determinada pelo
subcultivo dos tubos  que nio  apresentararn
crescimento vis{vel, semeando-se a 0,1 ml emn meio
de Lowenstein-Jensen. Apds a incubagio a 37°C por
28 dias, foi realizada a leitura, A CBM foi definida
como a menor concentragio da droga capaz de inibir
mais do que 99,9% da populacio bacteriana no meio
de cultura,

RESULTADOS

O padrdo de susceptibilidade das cepas de M.
kansasii frente as diferentes drogas, através do
método das proporgdes estd demonstrado na figura 1.

Em relagio & ciprofloxacin, na falta de umsa
padronizacho da metodologia, os resultados obtidos
foram auséncia de crescimento bacteriano em 12
cepas de M. kansasil.
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Os valores das CIMs e CBMs das drogas
antituberculosas utilizadas estfio expressos na figura 2.

Su ETH
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FIGURA 1
Fregiiéncia de resistépcia de 30 cepas de Mycobacterium
kansasii, isoladas de escarro, de pacientes de diversas
unidades de sadde do Estado de Sic Paulo, através do
método das proporgdes.

My E T cem
ug/m! ciusconcentracke (RABitéria winiis  CBMsConcentrsvko bactericida minsma
ISONIAZIDA g T T i—

RIFAMPICENA,

ETAMBUTOL

LTONAMIDA

HANAMECING

i
CIFRGFLOXACHN

!
!
g

i

s

i

|

|
¢ 15 20 23 30 35

35 25 20 15 10 3 ¢ 5
néimers de cepay

FIGURA 2
Determinagio da concentragiio inibitéria mfnima (CIM) e
concentragio bactericida mirima (CBM), "“in vitre" de
drogas antituberculosas, frente a0 Mycobacterium kansasii.

DISCUSSAC

A inexisténcia de uwma meiodologia para a
determinacio da resistdneia &s drogas ¢ & falta de
esquemas  definidos para o  tratamento  de
micobactérias outras que ndc o M. fuberculosis,
estabelece a necessidade de se tracar um perfil de
sensibilidade para cada droga, visando o sucesso
terapéutico.

Numerosos estudos” ' indicam que nos isolados
de pacientes nfio tratados o M. kansasii é sensivel a
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1,0 ug/mi de rifampicina e 5,0 pg/mi de etambutol, €
resistente 4 1,0 pg/ml e sensivel a 50 pg/ml de
isoniazida, enquanto que & estreptornicina apresenta
sensibilidade varidvel a 2,0 pg/mi mas sfio sempre
sensiveis a 10,0 pg/ml. Considerando o perfil de
sensibilidade estabelecido para as cepas selvagens do
M. kansassi e a eficicia dos esquemas terapéuticos
contendo rifampicinaﬁ, o teste de sensibilidade
rotineiro tem indicacio principalmente em casos de
recaidas e faléncias de tratamento.

Neste estudo verificamos que entre as drogas
utilizadas nos esquema teraputices, o M. kansasii
mostrou resisténcia & isoniazida e estreptomicina
pelo método das proporgbes, uma vez que o M.
kansasii é resistente a estas drogas nas concentragdes
criticas utiizadas mo método, 0,2 pg/ml para
isoniazida e 2,0 pg/ml para estreptomicina. Na
determinacfio da CIM oblivemos para a isoniazida
resultados mais baixos que os encontrados por outros
autores™ ?, enguanfo que na CBM os valores
encontrados foram mais altos. Essa diferenca entre
agio inibidora (CIM) e aciio bactericida (CBM) pode,
no caso da isoniazida, ser explicada pela existéncia
de outros fatores de resisténcia™. As micobactérias
adquirem a multidroga resisténcia pelo fenbmeno da
mutagio e selecio; enfretanto, em Certos ¢asos, &

resisténcia pode ser causada pela estrutura Hpidica da
camada externa que envolve a bactéria .

Com relagio & rifampicina, estreptomicina,
kanamicina ¢ eticnamida houve concordancia entre a
CIM, CBM e o método das proporgBes.

Para o etambutol os resultados das CIMs ¢ CBMs
foram alios, contrariando dados existentes de sua
agfio bacteriostitica ¢ mostrando a auséneia de agio
bactericida. H4 citagbes indicando a influéncia do
meio sintético diminuindo a agdo do etambutol’, ¢ a
interferféncia do periode de incubagiio da cultura
atzando na agfo da drogam. Também alguns autores
mostraram com seus dados que a aparente resisténcia
"in vitro" do etambutol pode ser um artefato e que
pode nie ocorrer “in vitro™

A ciprofloxacin foi também estudada ¢ os
resultados confirmaram a agfio bactericida desta
droga para o M. kansasii® . Os resultados dos testes
pelo método das proporcdes foram registrados como
ausdncia de crescimento, uma vez que ndo hd
padronizacio deste método para a ciprofloxacin.

Este estudo preliminar mostrou a importdncia da

-rifampicina no tratamento do M. kansasii. A partir

dos dados obtidos os autores pretendem estudar a
sensibilidade do M. kansasii frente a combinagbes de
drogas ¢ com isso sugerir esquemas lerapfulicos
mais eficazes.
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ABSTRACT: The treatment of M. kansasi infection have been conduced as a tuberculosis.
Since rifampin was introduced in the drug regimens for disease due to M. kansasii the sputam
conversion from positive to negative is confirmed in 100%. This study was made to confribute in
the treatment of disease due 1o M. kansasii. Through of Minimal Inkibitory Concenfration and
Minimal Bactericidal Concentration determination and susceptibility tests by proportion method,
the anthors compared the resuits that was obtained with the resulis of international data. 3¢ M.
kansasii sairians isolated of patients with pulmonary disease were studied. A susceptibility testing
using the coaventicnal antitberculosis drugs isoniazid, rifampin, streptomycin, ethambutol,
ethioramide, kanamycia and ciprofloxacin was made according to the standardized techniques. The
results showed that M. kamsasii was sensible to rifampin, ethiosamide, kanamycin and
ciprofloxacin, while to another drugs the results were varied. Our data showed that rifampin is
essential in the drug regimen of M. kansasii infection and the usefullness of susceptility fests in the

refreaiment.

DESCRIPTORS: Mycobacterium kansasii; drug susceptibility tests; drug resistence.
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RESUMO: O estudo de 354 conjuntivites purulenias, em crizngas com menos de 1§ anos de
idade, na regifio de Campinas, teve como objetive principal verificar a presenca do Haemophilus
influenzae biogripo aegyplius incriminado como o agenie etioldgico da Febre Purpfirica Brasileira
nessa populagio. Dentre as 264 bactérias identificadas, este microorganismo foi observado em
16,29%, o Haemephilus influenzae em 34,09%, Staphylococcus aureus em 10,61% e
Staphylococcus sp. em 14,39% dos casos. A maior positividade desses casos ocotreu entre 3 faixa
etdria de & (zero) a 2 (dois) anos (60,27%). A distribuigio sazonal indicou a prevalémcia do
Haemophilus influenzae no perfodo de clima frio e do Haemophilus influenzae biogrupo aegypiius

1o perfodo de clima quente.

INTRODUGAO

Conjuntivites purulentas em criangas, especialmente
aquelas ligadas a climas quentes, t8m caracteristicas
. clinicas de eticlogia miltipla.

As conjuntivites purulentas em nosso pais ém
despertado um grande inferesse em seu estudo desde
a caracterizacho do agente etiologico da Febre
Purpdrica Brasileira (FPB), posto que a manifestagio
clinica dessa doenca é quase sempre precedida por
conjuntivite purulenta. Neste caso o agente etiologico
foi identificado como um clone especial do

*

5 Do lnstitute Adolo Latz, Campinas, 5P,
¥ Do Instituto AdoHo Lutz, Sio Paulo, SP,

Haemophilus  influenzae biograpo  aegyplius,
anteriormente  denominado  como  Haemophilus
aegyptius. Desta forma, o rastrearnento epidemiolégico
deste agente etiolgico em diferentes regides do pals
facilitaria medidas profildticas visando impedir o
aparecimento dessa doenca recenternente reconhecida e
de caréter fulminante.

Nesta oportunidade foram também identificadas
outras bactérias incriminadas como o agente causal
dessas conjuntivites purulentas e suz fregiéncia
comparada com a do Haemophilus influenzae
biogrupo aegyptius na regifio de Campinas, estado de
Séo Paulo.

Realizsdo nz Segdo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Latz, Campinas ¢ Sio Paulo, SP.
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MATERIAL E METODOS

De 354 criangas, na faixa etdria de 0-10 anos, com
conjuntivite purulenta, e um periodo de 3 anos
(1988-1990) foi estudada a secregio ocular
empregando-se¢ éenicas bacteriol Ggicas.

O material foi colhido empregando-se estilete com
algodio estéril e semeado diretamente em placa
contendo  dgar Brain  Heart Infusion (BHI)
suplementado com 10% de sangue de cavalo e
achocolatado. As placas semeadas foram incubadas a
35/37°C por 24-48 horas em ambiente de CO2
(5-10%) ¢ umidade. As bactérias que apresentaram
morfologia de coco gram-positive e produtoras de
catalase foram festadas gQuanfo & presenga de
coagula-se pelo teste em tubo®, Aguelas gue nio
demonstraram presenca de catalase foram separadas
segundo & hemdlise. As cepas que apresemtaram
hemolise parcial foram testadas quanto &
sensibilidade 4 optoquina; para aquelas do tipo beta
hemolitico  fol werificada a sensibilidade a
bacitracina. Para caracterizar o Enterococcus foi
utilizado o meio de cultura SF (Bacto SF
Mediura-Difco)’.

As bactérias com morfologia de diplococo
gram-negativo foram identificadas segundo os testes
de oxidase e série bioquimica dos agficarcs para
caracterizacgho do género Neisseria ™.

As cepas definidas como bacilos gram-negativos
foram semeadas em dgar MacConkey {MC) ¢ 4gar
BHI chocolate com 10% de sangue de cavale, As
colonias que se desenvolveram em MC foram
identificadas a partic do meio 9pmszami*.ro para
enferchaciérias, meio Pessoa ¢ Silva’. Para os bacilos
que se desenvolveramn somente no BHI chocolate
foram apiicados o teste de satelitismo, provas
bioquirnicas para definiglio de género e espécie e
biotipos de Haemophilus™ > °, bem como a
sotoaglutinagfic para a triagem do clone invasor do
agente eticlégico da FPR'.

Foram relacionados os resultados obtidos com 0s
diferentes periodos sazonais.

RESULTADOCS

Dos 354 casos de conjuntivites estudados foram
identificadas 264 amostras bacterianas. Destas, 151
(57,19%) foram identificadas como sendo do género
Haemophilus, sendo que 43 (16,29%) bactérias deste
género pertenceram 2 espécie Haemophilus influenzae
biogrupo aegyptius, porém apenas 3 amostras desta
espécie apresentaramn soroagiutinachio positiva para o
clone do agente etiologico da FPB. Outras bactérias
mais freqiientemente isoladas foram Staphylococcus sp
38 casos (14,39%), Staphylococcus aurens 28 casos
(10,61%), Streptococcus sp alfa hermoliico 11 casos
{4,17%) e Swreptococeus pnewmoniae 10 casos (3,79%)
(tabela 1),
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TABELA 1

Agentes bacterianos identificados das 354 conjuntivites
perulentas cstudadas.

AGENTES TOTAL
BACTERIANCS DECASCS (%)
POSITIVOS
Haemophilus sp 151 57,19
Staphylococcus sp 38 14,39
Staphylococcus aurens 28 10,61
Streprococcus sp o hemolitico 11 4,17
Sreptococeus preumionice 10 3,79
Streptococcus sp ¥ hemolitico g 3,41
Neisseriandio patogénica 8 3,03
Enterococcus faecalis 4 1,52
Streptococcus sp ff hemolitico 2 0,76
EnterobacteriE. coli 2 0,76
Pseudomonas sp 1 0,37
Total de positivos 264 14,60
TFotal de negativos 90 25,40
Total de casos 354 100,60

Observou-se gque o isolamento de uma bactéria da
secregfio conjuntival dos pacientes, foi maior na faixa
etiria de 0-2 anos de idade, sendo que o apente
etivldgico mais freqiente foi o Haemophilus sp.

Caracterizadas as  bactérias  do  género
Haemophilus observon-se que o biotipo II do
Haemophilus influenzae prevalecen, sendo seguido
peio Haemophilus influenzae biogrupo aegyptius ¢
Haemophilus influenzae biotipo 111 (tabela 2).

Comparando & incidéneia  destes  agentes
etioldgicos isolados das secrecbes conjuntivais e a
sazonalidade, observou-se uma  distribuigio
homogénea em todos os perfodos do ano do
Staphylococeus  aureus, Staphylococcus  sp €
Streptococcus. Pordm o Streptococcus pneumoniae
apareceu mais vezes nesta regifo nos meses frios do
ano, sendo que nestes 3 anos de estudo, ndo fol
identificada nmenhuma conjuntivite por este €oco
gram-positive no ptimeiro trimestre. Da mesma
forma, considerando-se as infecgbes causadas por
Haemophilus sp no conjunto dos 3 anos estudados,
n&o se notou alteragfio significativa guanto aos 4
periodos sazonais. No entanto, ros anos de 1988 ¢
1990, observou-se maior incidéncia destas
conjuntivites no 3*  perfodo destes anos. Na
observagio dos resultados das conjuntivites que
liveram como agente etiofégico Haemophilus
influenzae biogrupo aegypiius NOOU-S€ NOS ANOS
1988 e 1990 gue estas infecgdes ocorreram com
maior freqiiéncia no 2¢ perfodo sazonal, perfodo este
em que ainda predominam  temperaturas
relativarente amenas. No ano de 1989, estas
infecgdes surgiram apenas no 1° periodo sazonal com
nenhurn caso nos outros periodos. {Grifico 1).
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TABELA 2

Fregiéncia de conjuntivite por Haemophilus segundo faixas etdirias dos pacientes,

Haemophilus influenzae

FAIXA ETARIA BIOTIPO BIOGRUPO ALGYPTIUS
(ANOS)
1 H ua o wov Vi VI VHI *FPB+ *FPB SP  TOTAL

o _______ i 06 23 07 a1 06 ¢1 44

% 54,55 4340 3043 3333 1500 560 29,14
Vo 2 10 03 01 01 a7 63 25

% 1886 13,04 50,00 33,33 17,50 16,66 16,56
2 3 04 84 01 06 67 22

% 7,55 17,39 50,00 15,00 38,80 14,57
3 4 03 03 o7 01 14

% 27,27 566 17,50 560 927
L 5 61 02 01 82 06

ki 1,89 8,78 2,560 11,11 3,97
5 5 o1 0z 01 04

% 1,89 870 2,50 2,65
6 ______ 7 7 01 02 03

% 4,35 5,00 1,99
T 8 01 04 05

% 1,89 10,00 33
8 9 02 i} 03

% 3,77 2,50 1,99
S 16 01 02 61 01 01 06

o 1,80 870 3333 2,50 550 397
IGNORADA 173 07 02 01 04 03 14

% 1818 1321 870 1000 1667 12,58
TOTAL _ __ i1 53 22 62 0@ 60 080 01 63 40 18 is1
*IPR = Febre Purplrica Brasieira _

DISCUSSAO

| (BRI

inflysnzoe bicgrupe gagyplius

E‘cli g0 pesifive

1 o4t 3¢
TRIMESTRE
1999

12 ¢ 32 4
TRIMESTRE

1 9T At 4t
THIMESTRE
1949

1988

GRAFICO 1
Distribuigio sazonal de Haemophilus sp das conjuniivites
20s 3 (trés) anos estudados.

Os resultados demonstraram que o Haemophilus
sp fol 0 o agente bacteriano mais associade com as
conjuntivites purulentas na faixa etdria estudada,
corroborando desta forma observagbes de outros
autores® ' %, sendo seguido pelo Staphylococcus sp
& pelo Staphylococcus aureus.

Embora  Haemophilus  influenzae biogrupo
aegyptius, 0 bacilo de Koch-Weeks, denominade
anteriormente Haemophilus aegyptiusm, tenha sido
citado como agente bacteriano mais freqlientemente
isolado das conjuntivites purnleptas agudas em cerfas
partes da Europa, Norte da Africa e América do
Norte', este fato nio foi observado na amostragem
deste trabatho, no qual houve maior ocorréncia do
Haemophilus influenzae, correspondendo a 34,09%.
O Huemophilus  influenzae  biogrupo  aegyptius
ocomeu em 16,29% dos quais apenas 3 cepas
apresenfaram soroaglutinagdo positiva para Febre
Purpirica Brasileira.
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Embora ndo tenba sido descrito menhum case de
Febre Purptrica Brasileira na regifio de Campinas até o
dlimo perfodo deste estudo, uma continua vigilincia
das conjuntivites purnlentas, especialmente em algum
surto, deveria ser processada pois 2 faixa etéria de maior
prevaléneia da doenga® coincide com a faixa etdra de
maior niimero de Haemophilus por nds identificados.
Destes, o8 3 casos em que foi encontrado o clone
epidémico do Haemophilus  influenzae  biogropo
aegyptius, dois deles estavam na faixa etiria entre 9 e 10
ancs de idade. Dests forma um estudo cuidadose de

surtos de conjuntivite purclenta viria em muio
auxiliar no rastreamento desse clone epidémico,
facilitando assim a prevencdio ¢ controle dessa cepa
invasora do Haemophilus influenzae  biogrupo
aegyptius, até hi pouco terpo desconhecida na &rea de
Saisde Piblica.
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SUMMARY: The stady of 354 purulent conjunctivitls in children under 16 years old in the
region of Campinas, SP, had the alm of finding the presence of Haemophilus influenzac blogroup
aegyptius, the etiologic ageat of the Brazilian Purpuric Fever in this population.

Among the 264 bacteria identified, this organism was shown in 16,29%, Haemophilus
influenczae in 34,09%, Staphylococcus aureus in 10,61%, and Stephylococcus sp in 14,32, Most of
these cases occurred between the age groups from O {zero} fo 2 years (60,27%). The scasonal
distribution showed 2 prevalcace of Haemeophilus influenzae in cold season and of Haemophilus

influerzae Mlogroup aegypiins i Warm Season.
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GROWTH AND MAINTENANCE OF AEDES ALBOPICTUS CELL LINE, CLONE
C6/36, IN DIFFERENT MEDIA.*
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SUMMARY: The sensitivity of Aedes albopicts cell line, cloae C6/36, to arbovirus isolation
and growth has been being shown by several authors. The present work has verified which, among
several media usder the same conditions, would be the most efficient one for C6/36 culilvation and
viral isolation, The L-15 medium has proved to be the best among others (MEM, DMEM and 199)
with the quickest viral isolation (DEN-1). Also, in this medium, the samples could be observed
until e 14% day, without significative cellular death. The resuls reccommend L-15 medium as
the most efficient and economic one for the purposes.

INTRODUCTION

Among the arbovirases that infect man, dengue
flavivirus is one of the most iroportant. Paul, ef al
{1969) shoud, for the first time, that Aedes albopicius
mosquito cells were susceptible for the dengue virus
isofation. Since then, different mosquito cell lines
have been tested with the same purpose (Tesh, 1979,
White, 1987; Kuno ef @l., 1971; Kuno e al., 1985).
Based on the advantages offered by this methodology
such as: they are more sensitive than the vertebrate
cell cuiture system, are easier to manipulate, fo
maintain and fo grow at ambient temperature
(Chappell et @, 1971) and remain as stable cultures

for 14 days without medium change (Race ef al,
1979).

Despite the existence of other mosquito cellular
cultures for dengue isolation, the Aedes albopictus
cell line, clone C6/36, has proved to be one of the
most sensitive (Igarashi, 1978). In these cells the
dengue viras infection can be easily observed by the
characteristic cytopathic effect (CPE) (Kono, 1983;
Kuno er al., 1985; Gubler er al., 1984).

In this work, studies with the dengme-1 virus
(DEN-1) in C6/36 cells were made, in different
media, to verify the suitability between cells and
medium that provides advantages in the isolation and
propagation of dengue virus,

* Key Words: C6/36 cells, Cellular cultere medium. Viral isolation. Cytopathic effect. Dengue virus.
** Institmto Adolfo Latz, Av. Dr. Amaldo, 355 - Sio Paulo - SP » CEP: 01246.900 - Brazil.
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MATERIALS AND METHODS

a} Growth and Mainienance Medin

The following media were tested:

—. Leibowitz n® 15 (L-15 — Sigma) modified with
TPB (Tryptose Phosphate Broth), 2.95% of non
essential aminoacids solution and 2% of L-glutamin.

~ 199 medium (Gibeo).

~ Minimum Eagle Medium (MEM — Adolfo Lutz
Institute, Cellular Culture Laboratory) according to
Rechcigl (1977) supplemented with 0.2mM of
non-essential aminoacids solution.

- Dulbecco Minimum Eagle Essential Medium
{DMEM - Sigma).

Al media were supplemented with 10%
heat-inactivated at 56'C for 30 minutes of foetal
bovine serum and contained 10 LU/ml of penicillin
and 100 ul/mL of streptomycin; for cell
maintenance, 2% of FBS was added.

b} Cellular Adaptation to Media

Aedes albopictus cell line (clone C6/36) cultures,
with 5x107 celis/ml, kindly supplied by Dr. Igarashi,
Department of Preventive Medicine, Research
Institute of Microbial Diseases, Osaka University
(Osaka, Japan), were used. The C6/36 cells were
adapted to L-15, 199, MEM and DMEM media,
through ter serial passages. For each passage, the
cells were propagated in four 250 ml glass flasks
{500,000 celis/mL} with different medium each and
observed to verigy their integrity.

After the 10" passage, the culture tubes were
prepared as follows: one million cells with 2 mk. of
growth media (L-15, MEM, DMEM or 199) were
propagated and incubated at 28°C for 24 hours. The
grouth media was then substituted by their respective
maintenance media and then the cells were infected
with 3@ ul. of different inocules. The tubes were
incubated at 28°C for at least ten days.

¢} Viral Growth Test in Different Media

For the viral growth test in cells cultivated in
different media, one sample of a DEN-1 patient
isolation from serum, identified and typified by
immunofluorescence (Gubler ef al, 1984) using
moncclonal antibodies supplied by the Division of
Vector Bome Virwes, Center for Infectious Diseases,
Centers for Disease Control, Fort Collins, CO, was
used.

The 2 and 14" passages of this sample were
made and inoculated in the C6/36 cells grown in
different media. The inoculum consisted of 30 pL of
vital suspension which titre was 1077100 mL or
diluted from 10™ to 10°%. Three twbes of each media
per sample dilution and three control tubes were used
for each media. All tubes were observed daily and
immunofluorescence tests were performed.

d) Human Sera

To verify the sera toxicity on the clene C6/36 in
the different media tested, 40 patients sera were
picked up at random, from a universe of 2,117
dengue suspected sera to viral isolation. Later, other
40 samples of 142 DEN-1 positive sera (isolation and
immunoflucrescence) were used for the re-isolation
in the clone C6/36 kept in L-15 medium. All samples
tested came from sera harvested during the
1990/1991 epidemy in the State of S&o Paulo. The
incculation volume of the sera was defined to be 30
ul. after tests with volames ranging from 10 to 50
ul.. The toxic effect was intense with volumes above
to 40 ul..

e} Isolation in L-15 Media and Immunofluorescence

After 24 hours of the cells’ growth, tubes
containing L-15 media modified were innoculated
with 30 ul, of each serum sample. Ten test tubes
were used for each one of the 40 tested sera. They
were observed with inverted microscope (Zeiss) from
the first to the tenth day, accompanied by
immunofluorescence daily tests (Gubler e al., 1984).

TABLE 1
C6/36 cells® Adaptation to the Different Media
Passage 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Media
L-15 + + + + + + + + + +
MEM  + + + + + + + + (*} t+)
DMEM  + + + + + + + o *) *)
159 + + + + {*} * # @ @ @

+ —Interger celfular monolayer, few cells on the supernatant.
{*}~ Cellnlar monolayer showing first degeneration signs.
*  —Cellnlar monolayer with 50% of fallen cells,

# - Cellylar monolayer completely degenerated, 100% of fallen cells.

@ - Not possible.
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TABLE 2

Cytopathic effect observed in infected C6/36 cells, maintened in different media. Second passage viras.

Day Medinm C 16° 10-! 10 103 104 107 10.%

1 115 . . . - . . . .
DMEM - ; - . ; . . .
195 § . - - ; . . .

2 115 . R . ; : . . ;
DMEM - . . - . - . .
199 - . . y ) § . .

3 15 - (+) - " ; . . )
DMEM - : . . y . . .
199 . § . . - . . .

4 L5 - + ) - . - - .
DMEM - - . . ; . . .
MEM - § . ; ; ; . §
199 - - - - . - . .

5 L-15 - +
DMEM - {+) - - - - - -
MEM - +) . - - - - -
199 - - -

6 1-15 - + + + (+) - - .
DMEM - + (+) - - - . .
MEM -

é
98 +) ) * - ) ;

7 115 - + + ) - .
DMEM - R R S - :
MEM - R R :
199 * * *) % * {*} ™*) _

8 115 -
DMEM (%)
MEM (%
199 .

+ {+) - -

* R w
LI 3 S
» %+ o+
FareY
+
-’
'
'
'

- :NoCPE

{+»: Less than 25% of cells with CPE
+ : Plus than 75% of cells with CPE
{*) : 25% or less of dead cells

*  175% or more of dead cells

C - Not inoculated coatrol cells.
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TABLE?3

Cytopathic effect observed in infected C6/36 cells, maintened in different media. Fourteenth passage virus.

Day Medium C 10" 10l 10-% 104 104 103 105
1 15 - I - ) - R - R
DMEM - . . . . . . -
199 - - - - - - - -
2 L-15 - + {+) - - - - -
DMEM - - - . - . - -
199 - - - - - - - -
3 L-15 - + + +) ) - - -
DMEM - - - - - - - -
MEM - - - - - - - -
199 ; - . . . " - ;
4 1-15 - + E3 + (+) +) - -
DMEM - ) . R - . . -
MEM - (+) . . . . . .
199 . (+) . . : - . )
5 L-~15 - + + + + (+) - -
DIMEM - {(+) () - - - - -
MEM - (+} (+} - - - - -
199 * () (+} ) . ) - .
& L-13 - + + + + + - -
DMEM - * + (+) {(*} - - -
MEM - * * ) ™ M - -
199 * ) "} ™) - * - -
7 i-15 - + + + + + {+) -
DMEM . ® * * (*) (t ) » -
MEM (*) * * * (*) . . _
199 & £ * * * * - {t)
8 L-15 - + + + + + {+}
DMEM - * * * # {*) N
MEM * * * * * _ _
199 *x * * * * * * *
- :NoCPE

(+): Less than 25% of cells with CPE
+ :Plus thar 75% of cells with CPE
(*} :25% pr less of dead celis

* 1 75% or more of dead cells

C - : Notinoculated contiol cells.
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TABLE 4

Toxicity Evaluation of Inoculated Sera on the Different Media Over C6/36 Cells.

DAY i 2 3 4 5 6 7 8
MEDIA
C -0 L g ¢ 0 0 b
1-15 C+ ) () + + + + + +
5 2.5% 2.5 2.5 2.5 25 25 2.5
C ] H * ¢ ¢ 0 0 25
DMEM  C+- - - (#) + + 50 100
8 12.5 125 125 25 25 325 32.5 325
C. 4] 4] [ o Q 0 g 25
MEM C+ - - - i+ + 50 50 160
3 375 3.5 37.5 50 50 35 55 55

C- : Notinocunlated control cells,
Ca:
§ : Inoculated sera samples.
- 1 Interger cells.

(+):

+

Less than 25% of cells with CPE.
: More than 75% of cells with CPE.
*  :Percentage of tubes with fallen cells.

All tests were made in glass containers incubated in
common bacteriologic incubator. No CO2 incubator
was used in any step of this work.

RESULTS

I -Adaptation of C6/36 Cells to Different Media

The C6/36 cell the showed best adaptation to L-15
media (table 1), not sho'mng any significative signs
of degenation untif the 10® day.

In the MEM and DMEM media, dead celis were
observed in the supernatant, after the 8" day and the
monolayer showed signs of loss of confluency,

’I’he 199 medium was the less adequate, once in
the 5° passage more than 50% of the cells were dead,
the celiular monolayer was not confluent in several
points and the monolayer was unfastened.

The cells were observed until the 50™ day only in
the 1.-15 rhedia and tt?‘;' bad good aspect until the
14* day. Afrer the 157 day, the tubes showed a
progressive rise in the number of unfastened cells on
the supernatani. Nevertheless, transfers made with
boitles maintained for 50 days without medium
change showed recuperation of the monolayer and
sensitive cells for the dengue isolation.

Control cells inoculated with DEN- 1 in the 14th passage.

2 ~ Test of viral Growth and Demonstration of CPE
in Different Media

The cell cultures were maintained in different
media and znocuiated with DEN-1 virus at different
passages (2" and 14™) and at the dilutions previously
cited, showed CPE from the 3" day on with virus
from the 2 passage and from the 1" day with virus
from the 14" passage in cells with L-15 media. This
CPE was observed only in ccils with MEM and
DMEM from the 5° and 4™ days on, with the
passages 2 and 14 respectively, and this CPE was
significantly less intense. With 199 medium this
effect was seldom observed. Figure 1 shows the
DEN-1 effect 48 hours after inoculation in C6/36 cell
line with the different media used and their controls.

3 ~ Test of Toxic Effect of Sera Used for Isolation in
Clone C6/36 Cells, in Different Media

Obtained results showed the effectiveness of L-15
media in relation to the toxic effect of the sera over
the cells (table 4).

From 40 tubes inoculated with different sera, only
2.5% of ceilular unfasting after 24 hours occurred in
cells with 1.-15 media and 12.5% and 37.5% in cells
with DMEM and MEM media, respectively. These
proportions increased in subsequent days. The
observation of the tubes was impossible from the 9
day on because the tubes of the negative controis
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FIGURE 1

Morphology of C6/36 Aedes albopictus cell line grown in different media. Carl Zeiss optic microscope JE Naval, X125,

A, C, E and G: control cells in L-15, MEM, DMEM and 199 media respectively; B, D, F, and H: same media but inoculated

with 30 ul of a 10”7, 37/100 ul dilution of DEN-1.
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showed a large number of unfastened cells in media
other than L-15, were cells presented no alteration
until the last day of observation. 199 medivm was
not used in this test as it was already verified the
cells did not maintain their integrity after the 5t
passage.

4 - Isolation and Immunoflucrescence

Bt was verified that C6/36 cells, maintained in L-15
medium and inoculated with patients sera showed
CPE in 25% of them after 72 hours. The
immunofluorescence revealed that 20% of the
samples tested resulted positive after 24 hours of
inoculation (table 5).

TABLE 3

TABLE 5 - Chronological Order of Positivity by CPE
Occurrence and Immusnofluorescences in 40 Sera Samples
{nocelated in C6/36 Cells in L-15 Mediam.

Days after
inccaiation CPE Immunofizcrescence
1 0 (0.0%) 80 (20.0%)
2 0 (0.0%) 100 (25.8%)
3 106 (25.0%) 90 (22.5%)
4 150 (37.5%) 10 (2.5%)
5 110 (27.5%) 10 (2.5%)
6 30 (7.5%) i0 (2.5%)
7 10 (2.5%) 1} {0.0%)
Total 400 (100%) 300 (80%)

For each serum sample 10 tubes were made and
observed for both CPE and immunofluorescence.

BISCUSSION

The Aedes albopictus celf line clone C6/36’s high
grade of susceptibility has been shown in the dengue
virus isolation (Igarashi er al, 1978). The
identification of the isolated virus was at first made
by the hemmaglutination inhibition test (Clarke ef
al., 1958) and afterwards by complement fixation
{Kuberski et al., 1977). However, the sensibility was
higher when the immunofluocrescence technigue with
anti-Dengue monoclonal antibodies specific type
sera, was used (Gubler e al., 1984),

Kuno et al. {1985), showed that the detection of
dengue virus in C6/36 cells is directly linked to the
viral titre and incubation period, as well as the fusion
of infected cells with formation of syncita is
influenced by the infecting viral strains, the pH and
composition of media, the culture age and also by the
kind of container surface were the cells are being
cuitivated (plastic or glass). (Randolph et ai, 1990).

Several authors (White, 1987; Gubler ef al., 1984;
Tesh, 1979; Igarashi, 1978; Kuno et al, 1985) tested
the growth and better culture conditions for C6/36

cell line and its utilization in viral isolation, using
different growth media and cell line maintenance.
However, oo one tested the several media under the
same conditions, what makes impossible to
determine which is the rmost adequated medium for
cellular growth and viral isolation. To know which is
the best mediam is of extreme importance during the
dengue epidemics once it is when an efficient virus
isolation method is essential.

This work’s universe is 142 patient sera, with
positive isolation of DEN-1, proceeding from the
epidernic area in Sdo Paulo state,

In the first isolated samples, when C6/36 cells in
1.-15 were used, a decrease on the time of CPE
occurrence was observed. Afterwards, 40 samples
were taken randomly from the previous 142 so that a
more accurate analysis of the resulis to verify the
initial observation (tables 2, 3 and 5) could be made.
A real decrease of 72 hours between the inoculation
and the CPE occurrence was found (figare 5). Data
showed that the L-15 media is the most efficient in
the present conditions, being a more rapid method of
viral isolation.

Another advantage of L-15 media is that the
samiples can be observed until the 14" day without
significative cellular death. This is not the case with
MEM, DMEM and 199 media, particularly with the
last one which had a high number of dead cells in the
supernatant from the 5° day on (tables 2 and 3},

The resulls are intriguing, due to the composition
of the several media. It is known that the 199
medium is extreroely rich of vitamins, which is not
the case with 1-15 medium, as well as in the
non-essential aminoacids composition. As far as
MEM is concerned, it is the poorer in aminoacids
and salts. All the tested media have bicarbonate as
buffer agent except the L-15 which buffering are
base-free  aminoacids. The acid metabolites
percentage is reduced by the substitution of glicosis
for galactosis and sodium pirsvirate.

Therefore it can be inferred that one or more L-15
factors or components may interfere positively in the
production of the cytopathic effect in the cell-virus
interation. Since these results were obiained with
incubation in common bacteriologic incubators, they
may be different if COz incubator is used.

Data presented are extremely important due to the
necessity of this laboratory of producing viral
antigens, as well as viral isolation and vsing for them
the most efficient and economic media.
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RESUMO: A sensibilidade da lichagem de células Aedes albopicius, clome C6/36, para
isolamento ¢ crescimento de arbovirus, tem sido demonstrada por virios autores. O presente
trabatho verificou, qual eatre vérios meios, nas mesmas condi¢des, seria mais eficiente para caltive
de C6/36 ¢ isolamento viral. O meio L-15 mostrou ser o melhor entre outros (MEM, DMEM ¢
199, com mais rapidez no isolamento viral (DEN-I). Também, nesse melo, as amostras puderam
ser observadas até o 14° dia, sem morte celular significativa. Os resultados recomendam o meio
L-15 como o mais eficicnte e econdmico para os propésitos apresentados.
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RESUMO: Realizon-se um estudo retrospectivo de irés anos no qual foram estudados os
valores de hemoglobinas de pessoas com idade igual on superior a 60 anos, de ambos 0s sexos, que
foram atendidas no Instituto Adolfo Lutz - Central no perfodo compreendido entre os anos de 1990
e 1992,

Foram obtidas 2497 determinagdes: 1665 de mulheres ¢ 832 de homens. Os valores de
hemoglobina foram estedados em conjunto com o sexoe ¢ a idade dos individuos com o objetivo de
estabelecer am perfil dos anémicos. Os individios do sexo masculino apreseataram ancmia mais
fregiieniemente que os do sexo feminino, 19,83% ¢ 10,09%, respectivamente. Quando levado em
conta o fator idade, os individuos com mais de 80 anos apresentaram a maior freqiiéncia da
doencs, 18,74%.

A freqiiéncia de anemia encontrada foif de 13,34% em relagdio 4 todos o8 casos estudados.

DESCRITORES: idosos, anemia, hemoglobina, hematologia.

INTRODUCAQ

A anemia € uma condigiic patoldgica que siinge
grande quantidade de pessoas no mundo todo. Nos
paises subdesenvolvidos este € um sério probiema de
Safide Piblica. Em pessoas idosas € a alteragio
hematoldgica mais freqiiente, afetando cerca de 12%
da populacfio com idade acima de 60 anos, segundo
estimativa de Salive et alf’.

A anemia em idosos cormumente ¢ assintomatica
ou muito discreta, e raramente requer internacio. Nas
pessoas com idade mais avancada, a anemia pode

*
ke e

K Dy Disciptina de Informdtica Médica da FMUSP.

contribujr para que ocorra fadiga, fraqueza, edema e
dispnéia’.

Zawber er al. estudaram individuos em perfeito
estado de satide com idade acima de 84 anos ¢
encontraram médias de hemoglobina de 14,8 g/l e
13,6 g/dL. para homens e mulhieres, respectivamente?.
Tais valores estip acima do considerado como
minimo pela OMS™', que determina que o fimite de
hemoglobina para que uma pessoa seja considerada
anémica & de 12,0 g/dL para mulheres ndo gravidas e
13,0 g/dL para homens. Esses valores sfo referentes ao
nivel do mar, € a OMS sugere, ainda, uma correcio de

Realizado na Seqido de Hematologia do Instituto Adclfo Lutz, Laboratério Central.
Da Segio de Hematologia do Instituto Adoifo Lutz.
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0,2 g/dL para cada 300 metros de altitude. Portanto, 0
declinio da hemoglobina nfic € necessariamente um
resultado do envelhecimento.

Frente 2 pequena quantidade de trabalhos sobre
ancmia em jdosos na América Latina, tendo-se em
vista que no ano 2025 o Brasil terd mais de 30
mithdes de pessoas idosas segundo a projegiic de
Litvak & Maggis, ¢, considerando-s¢ ainda ©
aumento da esperanga de vida', resolvemos verificar
a freqiiéncia de anemia ¢ definir um perfil desse
agravo na populagio atendida por nossa instituigio,
além de relacionarmos estes dados com o sexc e a
idade dos individuos estudados, buscando estabelecer
quem sf0 as pessoas anémicas,

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado a partir dos hemogramas
de rotina efetuados em nosso Jaboratdrio no periodo
compreendido entre os anos de 1990 ¢ 1992, Tais
exames sio provenientes, em sua maljoria, de pessoas
que procuraram centros de saide do ERSA™ Os
hemogramas foram realizados de maneiza tradicional
e corados pelo método de Leishman.

Foram analisadas 2497  determinagbes de
hemoglobing; 1665 mulheres e 832 homens, com
idade superior ou igual a 60 ancs. Dividimos 0 grupo
segundo a idade: com idade entre 60 e 69 ancs, 70 a
79 anos ¢ pessoas com idade igual ou superior a 80
anos.

Procedemos o estudo estatistico dos dados através
do teste de c2 para estatistica enumeravel'®, segundo
a férmula:

M

K =2 (0i- fi )
!

i=1

onade o; € 0 nimero observado de anémicos, fi é 0
ndmero esperado (supbe ser da populagio) e n é 0
admero de categorias.

Realizamos tarbém um Teste de Hipdieses com o
objetivo de verificar o significado estatistico das
freqiiéncias encontradas e adotamos p<,1 como
regifo de rejeigio pois a amostra decaiu ao longo dos
anos.

RESULTADOS

Dos 2497 individuos estudados 333 apresentaram
anemia, resultando numa freqiiéneia de 13,34%. Essa
freqgiiéncia foi considerada como sendo igual & da
populagio, ou seja, a freqiiéncia esperada.

Na tabela 1 apresentamos o nimero observado de
anerias ¢ a sua freqiiéncia discriminados em relagio
aos anos em estudo. O valor de 5%, com 2 graus de
liberdade, calculado pela expressdo acima €
¥ 22)=1,737895, resultando em p>0,10. Portanto, péo
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existe diferenca estatisica das  freqiéncias
encontradas ao longo dos trés ancs em relagio a da

populagiio.

TABELA 1

Freqiéncia de anemia discriminada pelos anos estudados.

ano anémicos normais freq. (%)
1990 182 113t 13,86
1991 101 645 13,54
1962 50 388 11,42
total 333 2164 13,34

O nGmero observade de anemias ¢ suas
freqii€ncias discriminados em relagfio ao sexo dos
individuos encontram-se na tabela 2. O valor
calculado de 2(1)=45,55319 resulta em p<0,001.
Portanio, rejeita-se a hipblese de igualdade da
freqiiéncia de anémicos entre 08 sX08,

TABELA 2

Freqiiéncia de anemia diseriminada pelo sexo.

sexo  anémicos  normais freq. (%)
masculino 165 667 19,83
feminino 168 1497 10,09

total 333 2164 13,34

A discriminagio em relagio aos irés grupos
etdrios, com os respectivos nimeros observados ¢
suas freqiiéncias, podem ser visualizadas na tabela 3.
O wvalor calculado de x2(2)=27,4581 resulta em
p<0,001 ¢ rejeitamos a igualdade da fregiiéncia de
anémicos enire os trds grupos eibrios.

Estudando esses trés grupos etdtios dois & dois
ERCORITArnos O seguinte:

(a) Entre os individuos com idade emre 60 e 69
anos ¢ as pessoas com idade de 70 a 79 anos obtemos
»2(1)=22,18465, resultando em p<0,001. Rejeitamos
a igualdade de fregliéncia entre esses dois grupos.

{b) Cormnparando-se os dados dos individuos com
idade de 60 a 69 anos ¢ os dados dos individuos com
idode de 80 e mais ancs encontramos
x2(1)=16,62301, resultando em p<0,001. Rejeiiamos
a igualdade de freqiéncia entre esses dois grupos.

() Entre pesscas com idade compreendida entre
70 e 79 anos e pessoas com idade de 80 anos € mais
temos  y2(1)=16,11195, resultando em p<0,001.
Rejeitamos a igualdade de freqiiéncia entre esses dois
Erupos.

Percebemos que a idade critica estd em torno de 70
anos, pois, estatisticamente, a freqiiéneia de anémicos
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difere mais entre os grupos de 60 a 69 anos e de 70 a
79 anos.

TABELA3

Fregiiéncia de anemia discriminada pela f2ixa etfria.

Faixa etéria anémicos normais freq. (%)
60 a6%anos 150 1362 10,33
T027%an0s 144 693 17,20
80 e mais 39 169 18,75
total 333 2164 13,34

Na tabela 4 podemos cobservar as freqii@ncias de
anemia dos individuos pelo sexo ¢ pela idade.

TABELA4

Fregiédncia de anemias discriminada pelo sexo e pela faixa
etdria.

faixa etéria masculine (%) feminino (%)
6026%anos 1582 7,67
70 27%an0os 23,97 13,58
80 e mais 30,30 13,38
total 19,83 10,69

TABELA G

Freqiéacia de anemia discriminada pelo ano e pela faixa
etdria.

faixaetdria 1990 (%)  1991(%) 1992 (%)
60269 anos 083 1225 826
762 79an0s 19,21 15,22 14,29
80 e mais 19,63 16,95 19,03
total 13,86 13,54 11,42

Nas tabelas 7.a e 7b encontram-se as freqiéncias
de ancmia dos individuos levande-se em conta sexo,
idade e 0 anc em estudo.

TABELA T.a

Fregiiéacia de ancmia discriminada pelo apo, pela faixa
etdria e pelo sexo: masculino.

faixa etdria 1990 (%) 1991 (%) 1992(%)

60 a6%anos 17,81 15,34 11,96

F6aT9anos 2903 17,81 1B, 75

80 ¢ mais 28,57 28,60 3846

total 22,89 17,24 16,57
TABELA 7D

Fregiiéncia de amemia discriminada pelo anmo, pela faixa
etdria e pelo sexo: feminino.

Podemos verificar as freqlidncias de anemia
considerando-se os grupos pelo sexo no decorrer dos
anos estudados na tabela 5,

TABELAS

Fregiéncia de anemia pelo ano e pelo sexo.

ano masculine (%) feminivo (%)
1990 22,89 9,88
1991 17,24 11,55
1992 16,57 8,18
total 19,83 10,09

Na tabela 6 apresentamos as fregiiéncias dos
grupos etarios nos rds anos em estudo.

Faixaetfria 1990 (%) 1991 ¢5)  1992(%)

60 e 69 anos 6,55 10,54 6,00

ToeT9anos 14,09 14,01 131,14

80 e mais 16,46 8,82 10,34

total G588 11.55 B.18
DISCUSSAO E CONCLUSAO

Neste estudo, verificamos que a freqiéncia de
znemia em idosos, correspondente a todos os
individuos estudados no perfodo de 1990 a 1992, foi
de 13,34% o que mostra uma freqliéncia gréxima s
encontradas na literatura internacionat -7~

Joosten et al' encontraram 24% de anemia em
pacientes hospitalizados. Como nosso estudo foi
realizado com individuos nfo internados nossa
freqiiéncia realmente deveria ser menor.

Nio existin diferenga significativa do ponto de
vista estatistico na freqiiéncia de anemia estudada de
om anc em relagdo acs outros, 0 que sugere uma
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tendéncia a estabilidade da freqiiéncia dessas
anemias.

"Em relagio ao sexo, hé significativa diferenca na
incidéncia de anemias: 0s homens apresentaram uma
freqiiéncia de 19.83% cnguanto entre as mulherss
encontramos  10,09%, dado semclhante  aos
encontrados na literatura® °, Diversos estudos tém
encontrado prevaléncia de anemias que vio de 6% a
30% em homens e de 10% a 22% em mutheres’.

Parasuramalu er al'> em um estudo na India
encondrarame  freqliéncia de anemia maior nas
mulheres. Tal fato pode ser devido a uma dieta muito
pobre em ferro que faz com que a mulher mantenha
niveis baixos deste nutriente MESMO 14 MENOPAUSE.

O fato de os homens apresentarem mais anemia
que as mulheres pa terceira idade pode estar
relacionado com fatores _hormonais anteriormente
estudados por Alexanian'’ e outros. Segurcio estes
autores & possivel estimular a eritropoiese por uma
terapia de hormémos andrdgenos.  Entretanto,

Lipschitz er al™ ndo encontraram redugio da
testosterona circulante em homens idosos anémicos o
que os leva a crer que a teoria de que niveis baixos de
andrdgenos seriam wipa cavsa de anermia nfo seja
correta.

Analisando-se¢ em conjunto as tabelas 4 ¢ 5
podemos observar que as mulheres passam a ter uma
freqiiéncia de anemia estdvel em torno dos 70 anos o
que indica que, provavelmenie, atinjam urn patamar
no valor de hemoglobina nesta idade. Entretanto, o
comporiamento das freqiiéncias dos homens difere
apresentando uma ascensiio, E possivel supor-se que
o aumento da freqiéncia de anemia encontrado na
tabela 4 € conseqii®acia do aumenio da anemia dos
homens mais idosos, visualizado na tabela 3. Autores
internacionais j4 haviam demonstrado que as
mulheres, conforme vo envelhecendo, atingem um
valor de hemoglobina que passa a ser constante,
enguanto as pessoas do sexo masculino, apresentam
um valor de hemogiobma que tende a diminuir com o
aumento da idade’

Os individuos mais velhos apresentam mais
frequentemcme anemia, como era esperado segundo
a literatura™ **. Talvez o fato de gue as pessoas mais
idosas freqiientemente apresentam uma doenga de
base possa ser O responsivel pela maior freqﬁéncia
de anemia encontrada nas pessoas com mais de 80
anos, Lspsch:z Y demonstrou que & anemia associada
a uma doenga cronica € a forma mais comum em
pacientes idosos hospitalizados e que, inversamente,
a anernia persistente pode ser uma manifestacho de
um processo de doenga crdnica.

A erittopoictina circulante de pessoas idosas
(7495 ancs) com anemia foi estudada ¢ comparada
com a cmmpowtma de pessoas aduitas (2‘3»60 anos)
também anémicas, por Nafziger ef al'®. Tal estudo
demonstrou que & concentragio de eritropoictina
sérica era menor nos mais idosos.

Desta forma podemos conchuir que, embora a
anemia ndo seja um  fato natwral ligado a0
envelhecimento, a idade é um fator significante
ligado & anemia, por estar relacionado a oufros
fatores que a desencadeiam, tals como doengas de
base, md absorgdo, resposta menos sensivel da
medula e da producfo de eritropoietina.

A populagio de pessoas idosas tende a fer um
sumento nas proximas décadas. Tal fato €
significativo e, portanto, existe wrma necessidade
crescente de que os profissionais de satGde estejarn
preparados para esta nova realidade. Uma vez que a
anemia na pessoa idosa ndc &é um fato natoral e
provavelmente estéd relacionada a outras alteragdes
fisiologicas, o diagnostico precoce da anemia €
fundamenial para que os idosos possam ter uma
atengfo clinica apropriada.
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ABSTRACT. A three-year-old retrospective study was perfomued based upon the hemoglobin
valnes of sixty-year.old and over males and females. These pacientes were a hended at the Adelfo
Lutz, Central Institute, during the period of 1999 10 1992,

From 2,497 determinations obtained, 1,665 were females and 832 males. The hemoglobin
values were studied in order to determine the profite of anemics. The males showed more
frequently anaemia than the females, 19,83% and 10,00%, respectively. Ia relation lo the age factor,
the ones over eighty years old showed a larger frequence of the disease, 18,74%.

The frequence of anaemia found was 13,34% in relation to all cases studied.

DESCRIPTORS: clderly, anacmia, kemogiobin, bematology.
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ABREU, RW,; OLIVEIRA, LR. & ZENEBON, O. - Quantificagio de aspartame por
cromatografia liquida de alta resolugio (CLAR) em pds para o preparc de sobremesas, Rev.
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RESUMO: Foram analisadas para a determinagiio do aspartame 72 amostras de mistura em
pé para © preparo de sobremesas dietéticas, gelatinas, pudias e flaps, de vdrios sabores e marcas,
comercializadas pelas indfistrias nacionais, wtilizando-se o método da cromatografia liquida de alta
resolugiio (CLAR), com grav de recuperzgio do asparlame eatre 96-97%. Todas as amostras
analisadas apresentaram teores de aspartame dentro do lmite estabelecido pela legislagio em
vigor, isto €, 75 mg por 100 g do produio a ser copsumido.

DESCRITORES: aiimertos dietéticos, determinagioc de aspartame; aspartame; cromatografia

Hquida de alta resolugdo.

INTRODUCAO

QO  aspattamne, éster metllico de  dipeptidic
L-aspartil-L-fenilalanina, € um edulcorante perrmitido
pela legislagho brasileira utilizado em vérios tipos de
atimentos dietéticos, por apresentar poder adogante
de 180 3 200 vezes maior que o da sacarose e por nio
ocasionar sabor  residual  amargo™.  Fstudos
metabolicos tém mostrado que o aspartame € digerido
e transformado pelas mesmas vias bioquimnicas das
proteinas, produzindo valor caldrico de 4 keal/g
funcionando  efetivamente como dietético, para
adocar alimentos e bebidas.

A utilizacho do aspartame com alimentos exige
cuidados tecnolégicos, pois sob certas condicdes de
umidade, temperatura e pH, a ligacfio éster &
hidroliseda, formando o dicetopiperazina, a
aspartilfenilalanina, 0 aspartato € a fenilalanina, que
ndc tém o sabor doce.

Recentemente, ¢ mercado pacional foi invadido
por indimeros produtos & base de pds para 0 prepato
de sobremesas de gelating, flans ¢ pudins contendo
aspartame, corno alternativa para a populagio de
diabéticos & ohesos. Com isto, o laboratdrio de Saiide
Piblica teve de enfrentar o desafio de estabelecer
téenicas analiticas para controlar estes produtos,
frente 4 legislagio em vigor'.

A determinacio do aspartame em alimentos €
complexa, tanto pela grande diversificagio das
formulacbes como pela dificuldade analitica, devida
aos interferentes constituintes do  produto. Na
literatura, hd vérios métodos colorimétricos” *. O
método que wiiliza ninidrina como reagente para
desenvolver cor, sofre interferéncia de aminodcidos
contendo 0 grupo 1 - « - amino livie®. Os Gnicos
métodos  considerados  rmais  seletivos para a
determinacic de aspartame em  alimentos,
fundamentam-s¢ na cromatografia lquida de alta
resolugéio (CLAR)Z’ s,

* Realizado na Segiio de Doces ¢ Amildceos da Divisio de Bromatologia e Qufmica do LAL.
ok
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Os objetivos deste trabaltho foram avaliar s teores
de aspattame ern vérias misturas em pé para ©
preparo de sobremesas dietticas de gelatina, de
puding e flans, de vérios sabores, por cromatografia
liquida de alta resolugho; venficar, através da
detecgfio do composto quimico dicetopiperazina, se a
tecnologia de fabricagio dos produtos que utilizam o
aspariame fof adequada,

MATERIAIS E METODO

Foram analisadas 72 amostras de produtos
dietéticos referentes a pds para o preparo de
sobremesas, que tinham em sua composigio o
edulcorante aspartame, comercializadas por vérias
inddstrias nacionais, assim distribuidas: 40 amostras
para o prepare de gelating, de doze diferentes
sabores; 28 para o preparo de pudim, com seie
diferentes sabores ¢ quatro para o preparo de flan,
com dois sabores distintos.

O aspartame foi quantificade por cromatografia
liquida de alts resolugfio, com cromatdgrafo Waters,
mod. 510 e 484, equipado com detector ultravicleta ¢
coluna Waters — 10 um Bondapak C-18, 4,6 mm x 25
cm, utilizando as seguintes condigbes experimentais:

Detecgio - uY, 200 nm
Fluxo -2 ul’/min.
Volume - 20 ul’

Fase mével — Prepamar solugio de fosfato de sédio
monobésico 0,0125M. Ajustar o pH da solugiio a 3,5
com deido fosforico pa. Transferir 900 ml desta
solugdo para um baldo volumétrico de 1000 ml ¢
adicionar 100 ml de acetonitrilo grau HPLC. Filtrar a
solngao através de membrana 0,4 nm.

Solucdo-padrac de aspartame - Pesar 140 mg de
aspartame p.a. e transferir quantitativamente para um
balfo volumétsico de 100 ml com 70 mi de metano!
grau HPL.C. Dissoiver com ultra-som por 15 minutos
¢ completar o volume com o mesmo solvente.
Transforic 10 mi desta solugfio para outro baldo
volumétrico de 100 ml com 70 ml de metanol grau
HPLC. Dissolver com ulirassom por 15 minutos ¢
completar ¢ volume ©om © mesmo solvente,
Transferir 16 ml desta solugfio para outro baldo
volumétrico de 100 mi e compietar o volume com
metanol.

Preparacdo da amosira — Pesar uma quantidade
da amostra que contenha cerca 14 mg de aspartame
em um erenmeyer de 125 ml. Adicionar 40 ml de
metanol graw HPLC. Agitar por 15 minutos e
dissolver com ultra-somn  pelo mesmo periodo de
tempo. Decantar ¢ transferir 0 sobrenadante para
baldo volumétrico de 100 ml. Repetir a operagio de
extraclio com metanol, transferir o sobrenadante ¢
completar o volume com 0 mesmo sobvente. Filtrar a
solugio através de membranz de 0,4 nm.

Prepara¢do da prova em "branco” — Pesar uma
quantidade da amostra em "branco', isto é, a mesma
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mattiz da amostra sem a presenga do edulcorante,
equivalente 4 guantidade da amostra submetida 4
andlise, em um frasco erlenmeyer de 125 mi
Realizar o mesmo procedimenio efetuado pa
preparagio da amostra, descrito acima.

Procedimento  analitico — Injetar 20 wl da
solucio-padrio  de aspartame no  cromatigrafo
ajustado as condiches experimentais
preestabelecidas. Efetvar esta operaglo trés vezes
consecutivas para verificar a reprodutibilidade do
aparetho. Injetar 20 ul da amosira préeviamente
preparada. Fazer duas injegbes de cada vma das
amostras e urma do "branco™. Injetar a solugho-padrio
no meio e no final de cada série de arnostras, para
vetificar se o aparetho permanece nas mesmas
condighes experimentais de frabatho. Através das
dreas dos picos registrados nos cromatogramas,
calcular o teor de aspartame nas amostras analisadas.

RESULTADOCS E DISCUSSAO

Os  cromatogramas  das  amostras  analisadas
mostraram pice no tempo de retengdo médio de 13
minutos, comrespondente a0 aspartame € nao
revelaram  picos  correspondentes  ao da
dicetopiperazing, que teria um tempo de retencgio
médio de 7 minutos. Os cromatogramas referentes ao
padrdo branco ¢ a uma das amosiras analisadas, estio
representados na figura abaixo.

139
1343

friam
STOR
TIRAY it

Padric de aspastame Amostra Braaco

O teste de recuperagiio para o aspartame com o
método  analiico  utilizado, fol de  90-97%,
demonstrando sua adequacio para a determinacio do
referido edulcorante em alimentos,

(s resultados dos tcores de aspartame nas
amostras analisadas estio expressos na tabela. De
acordo com estes valores ¢ conforme o modo de
preparar @ sobremesa, constante na rotulagem de
produto, a guantidade de aspartame encontrada
estava inferior a 75 mg/100 g do produto a ser
consumido, estando, portanto, de acordo com as
disposighes legais em vigor'.
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TABELA

Teor de aspartame ¢m pds para o preparo de sobremesas

Amostra Valor Valor
tedrico experi-
mentzl
médio médio
Sobremesa Sabor N (%) (%)
Morango 4 2,57 2,43
Limio 6 2,54 2,47
Framboesa 5 2,54 2,43
Uva 5 2,54 2,46
Tangerina 5 2,54 2,42
Cereja 5 2,56 2,49
Gelatina Abacaxi 3 2,57 2,44
Péssego 1 2,55 2,52
Laranja 1 2,50 2,36
Tutti-froit 3 2,54 2,44
Groselha 1 2,50 2,35
Salada de
frutas 1 2,60 2,59
Chocolate 6 1,16 1,11
Morango 4 1,44 1,38
Baunilha 6 1,38 1,29
Pudim Coco 5 1,43 1,38
Caramelo 5 1,29 1,21
Leite con-
densado 1 0,95 0,94
Leite 1 1,50 1,40
Flan Baunitha 2 2,26 2,20
Chocolate 2 2,26 2,16

CONCLUSOES

O método viilizado para determinacio de aspartame
mostrov-se adequado para swa determinaciio em pés
para o preparo de sobremesas de varias composices.

Todes os produtos analisados  apresentaram
quantidade de aspartame de acordo com a legislagho
em vigor. »

.Em nenhuma das amostras analisadas fol detectada
a presenca de dicctopirazina, demonstrando gue a
tecnologia de fabricagfio e conservacho dos produtos
analisados foi adequada.
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ABSTRACT: To determinate their aspariame conteats were analysed 72 saniples of dry mix
products fo prepare dietetic dessers, such as, gelating, puddings and flans, of several flavors and
marks, made by Brazilizn indusiries. The analytical method used was high performance ligquid
eromatography (HPLC), which showed an average aspartame extraction of 96-97%.

The contents of aspartame in 21l samples analysed were aceording 1o the Hits of Brazilian

law,

DESCRIPTORS: dietetic foods, aspariame determination: aspartame; bigh perfomance liquid

cromatography.
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RESUMO: Foi investigada a viabilidade do isolamento de Leishmania (V.) braziliensis e L.
(L.} amazonensis & partir da criopreservagio, a ~20°C, -70°C e ~196°C, de amosiras de biépsias de
iesGes catiness de hamsters (Mesocricetus auratusy experimentalmente infectados. Bipsias de
2 de didimetre foram obtidas de lesbes de patas de hamsters. Metade das bidpsias foi
acondicionada em tubos de poliestireno parz congelamento, contendo 1,0ml de sclugio salina
estéril e {,1ml de glicerol. As amostras restantes foram, individualmente, maceradas em sohugio
salina estéril e acondicionadas em aliquotas de 1,0ml em tubos de poliestirero para congelameato,
com §,1ml de glicerol. Foram constitafdos #:8s grapos de tubos, que foram mantidos, inicialmente,
por uma noite 2 4°C, sendo transferidos sucessivamente para -28°C, -76°C e —196°C, que foram as
temperaturas de manutengdo, respectivamente, para os grupos 1, 2 ¢ 3, que assim permancceram
por um perfodo de 60 dias. Apés este perfodo as amostzas foram descongeladas e examinadas em
esfregacos, culturas ¢ inoculaghes desses materials. Ambas as espécies de Leishmania
sobreviveram na condigio de manutengio estabelecida para o grupe 1, ou seja ~20°C, tanto em
bibpsia como em homogenizado de macerado de bidpsia. L. (L.} amazonensis sobrevivey,
também, na condigio de manutengio do grupe 3, a -196°C.

DESCRITORES: Leishmania, isolamento; L (V} braziliensis; L. (L) amazonensis,
Leiskmaniose Tegumentar experimental; criopreservagao, bidpsias.

INTRODUGCAD destes casos ¢ autdeone do proprio estado, porém, de

diferentes regites geograficas'’.

Estudos recentes apontam, em todo o mundo, um
total de 350 mithdes de pessoas expostas ao risco de
aquisigio de Leishmaniose, sendo estimado que 12
milhdes estariam infectados por flagelados do género
Leishmania ©.

No Brasil, sdo registrados anuaimente cerca de
26.000 novos casos de Leishmaniose, consideradas
todas as formas clinicas'®.

No estado de Séo Paulo, sfo notificados, a cada
ano, cerca de 400 noveos casos de [eishmaniose
Tegumentar Americana (LTA). A grande maioria

* Do Instituto Adolfo Lutz

No estudo das leishmanioses grande destaque €
dado & padronizago dos procedimentos relacionados
a0 isolamento, & proliferacio ¢ A preservagho de
Leishmania,

O isolamentc de Leishmania, de humancs, de
reservatdrios naturais ou fontes de infecciio e de
vetores, com a finalidade de identificagio e
classificagio ¢ sempre wma etapa Wpportante para
esclarecimento Ge aspectos refatives 3 epidemiotogia

da parasitose ou, resmo, para a avaliagio e prognds-
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tico clinico ou, ainda, para a definigho de medidas de
controle.

Alnda que virios pesquisadores tenham
investigado e relatado diferentes metodologias para o
isolamento ¢ proliferagio de Leishmania® > " " %,
algumas efapas relacionadss a estas atividades
permanecem a demandar definiciio de conduta.

Assim sendo, para a obtenglio de crescimento
primério de Leishmania fazem-se necessirios a
coleta, o acondicionamento, © transpore e ©
processamento do material bioldgico obtido de
individuo suspeito de estar infectado pelo
protozodrio.

No estado de S8c Paulo, a busca pelo
conhecimento dos flagelados do género Leishmania
exige superacio de um primeiro ¢ grande obsticulo
para isolamento desses agentes causais, obsticulo
esse relativo &s condigbes de acondicionamento para
transporte  de material bioldgico proveniente de
pacientes das mais diferentes ¢ distantes regides,
podendo decorrer, algumas vezes, virios dias desde a
coleta da bidpsia, na regifio endémica, até o
processamento [aboratorial.

No presente trabatho procurow-se investigar, de
maneira simpies, uma soluglo para essa guestdo,
estudando as condigbes mals propicias para ©
scondicionamento e a temperatura de manutencio,
por longos perfodos de tempo, de bidpsias de lestes
de patas de hamsters (Mesocricetus auraius)
experimentalmente infectados por Leishmania.

MATERIAL E METODOS

Para avaliagho da condi¢ho mais adequada para o
acondicionamento ¢ a manutenggio, por longo periodo
de tempo, de material biolégico destinado ao
processamento visando o isclamento de Leishmania,
foi definido um protocolo de pesquisa em que

bidpsias, colhidas de lesGes cutfneas de hamsters
experimentalmente  infectados  com  diferentes
espéeies do parasita ficaram maniidas e distintas
iem;)eramms.

Bidpsias de 2mm foram colhidas de lesDes
cutineas de patas de hamsters (M. auratus),
experimentalmente infectados com flagelados do
género  Leishmania, sendo L. amazonensis
representantc  do  subgénero  Leishmania, ¢ L.
brasiliensis pertencente ao subgénero Viannia.

Metade das bidpsias cothidas foi acoadicionada,
separadamente, em flaconetes de poliestireno
contendo 1,0m! de solugiio 0,85% NaCL estéril e
0,Im! de glicerol. O restante das bidpsias foi
macerado, individualmente, em sojugio 0,85% NaCL
estéril ¢ o homogenizado foi acondicionado em
aifquotas de 1,0m! em flaconentes contendo 0,1mi de
glicerol.

Foram constitaidos, entdo, trés grupos com quatro
flaconetes cada um, de forma que cada grupo conteve
uma amosira de bidpsia ¢ uma amostra do
homogeneizado de macerado de lesfo cuifinea para
cada uma das espécies de Leishmania atilizadas no
estudo.

Todos os grupos de flaconetes foram resfriados a
4°C por uma noite, sendo ap6s transferidos para
-20°C. O grupo 1 permanecen por 60 dias nesta
terpperatura, enquanto que os prupes 2 e 3, apis 24
horas, foram transferidos para -70°C.

O pgrupo 2 permanecen por 60 dias nesta
temperatura e 0 grupo 3, apds 24 horas foi transferido
para -196°C onde, também, permaneceu por 60 dias.

Apbs esse periodo, todas as amostras foram
degeladas em banho-maria a 37°C e exarninadas pela
confecgio de esfregagos, por semeadura em meio de
NNN e por inocuiaghes de parte destas amostras e
hamsters.

TABELA 1

Viabilidade, cultivabilidade e infectividade de amostias de leishrignia mantidas, por 68 dias, em diferentes temperaturas de
congelamento, em bidpsias ou em homogenizados de macerado de lesGes cutineas de hamsters experimentalmente

infectados com I (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis.

Leishmania:  1.{LJ) amazonensis  L.(V.} braziliensis
Grupo experimenial Bidpsia Homogeneizado Bidpsia Homogeneizado
de macerado de macerado
1H-20°00) EiC E/C Cff c
2(-10°C) B E - -
3(-196"C) EBiCn EIC - -

E - Presenga de formas amastigotas de Leisfunania em esfregagos realizados de amostras descongeladas.
C ~ Desenvolvimento e proliferagic de formas promastigota de Leishmania em cultivos realizados a partir da semeadura de

amosiras descongeladas.

I - Inocuiagio positiva para Leishmania em hamsiers, s paritr de amosiras descoageladas,
-~ Auséncia de Leishmania para qualquer um dos critérios utilizados.
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RESULTADOS E COMENTARIOS

O crescimento primdrio de Leishmania, "in viva"
ou "in vitro", a partir de material bioldgico colhido
de pacientes com LTA, se constitui em importante
etapa para o conhecimento de aspectes relacionados
4 epidemiologia da i)grasitose ou mesmo A avaliagho
clinica, enire outr .

No estado de Siio Paulo, onde anualmente sio
notificados cerca de 400 casos de LTA, o pefil
epidemioldgico & representado por focos restritos e
casos esporadicos, porém, espalhados por todas as
regides geograficas®,

A tentativa de isolamento de Leishmania dos casos
autoctones pelo Laboratdric de Satde Piblica,
situado na capital do Estado, esbarra em dificuldades
relacionadas s distincias e A pulverizagio das dreas
endémicas.

A execughio de procedimentos para o isolamento
de Leishmania em condighes de campo, em &reas
endémicas, sofre Hmutaches decisivas  que
determinam muitas vezes seu insucesso. No caso de
culturas de material de bidpsia de lesio cutlnea esta
limitagdo & devida a altas taxas de contaminacio
bacteriana efou fingica; no que se refere as
inoculaghes em animais de laboratbrio, o custo € &
necessidade de uma estrutura minima jropossibilitarm
a descentralizagio deste procedimentc”.

De outra parte, a criopreservagdo &, hoje, uma
metodologia indispensdvel no gstudo de protozofrios
parasitas’. No presente estudo Procutou-se aproveitar
as vantagens da criopreservagho na tentativa de
otimizar recuperagio, o isolamento e a proliferacio
de Leishmania de materiais bioldgicos colhidos de
animais infectados com o flagelado.

Os resultados obtidos indicaram a viabilidade de
Leishmania, pertencentes aos subgéneros Leishmania
¢ Viannia, em bidpsias ou homogeneizados de
macerado  de  lesdo cuffnea de  hamsters
experimentalmente infectados, mwesmo apds um
petiodo de 60 dias, mantidos em condigfes de
congelamento. (tabela).

No estado de Sio Paulo, assita como no resfanie
da regifio sudeste do Brasil, acredita-se gque a grande
maioria dos casos de LTA & devida a L (V)
brasiliensis.

Neste trabatho, wverificou-se, claramente, a
possibilidade de isolamento deste parasita a partir do
congelamento de bidpsias de lesBes cutfineas, ao
menos & femperatura de -20°C; o que significa dizer,
a utilizagdo de wm freezer domésticc para 3
manutengio de amnostras de material bioldgico para
postetior encaminharmenio  ao  laboratétio  que
procederé o isolamento de Leishmania.

Esses resultados remetem, também, & necessidade
de novos estudos, para oufras avaliagbes sobre
condigbes de acondicionamento prolongade e
transporte  de material bioldgico destinado ao
isolamento de Leishmania. Sobre as condigbes de
coleta e transporte, Marzochi et alz'iz, desenvolveram
um sistema por pun¢iio aspirativa a vicuo para
isolamento e cultivo Leishmania, que parece ser uma
outra alternativa adequada para condigbes de
trabalho de campo era dreas enciémicas.

Os autores acreditam, finalmenie, ser importante a
avaliagio dos procedimentos aqui 'descritos em
situaches de manulencio e transporte de material
biolégico cothido de pacientes com LTA, em dreas
endérmicas, para o isolamento de Leishmania,
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ABSTRACT: We investigated the viability of isclation of Leishmania (V.) braziliensis and L.

(L.} amazonensis from cryopreservated, at -20°C, -70°C and -196°C, samples of biopsies of
hamsters (Mesocricetus auratus) experimentaly infected. Biopsies with 2mm of diameter were
obtained from feet lesions of hamsters. Haif of the biopsies was conditicned in plastic freezing
tubes containing 1.0ml of sterile salt solution and 6,Iml of glycerol. The rest was macerated in
sterile salt solution and conditioned in aliquot of 1,0ml into plastic freezing tubes containing 0.1ml
of glycerol. It was constituted, then, 3 groups, so that cach group contained 2 biopsic or macerated
sample belonging to the different Leishmania at the temperatures above mentionated. Every group
were cooled at 4°C for overnight, ther placed at -20°C for 24 hours, where stayed the group I for 60
days. The other plastic freezing groups were placed a1 -70°C for 24 hours where stayed the group 2
for 60 days, being the group 3 placed at -196°C where continned for 60 days too. After this period,
the samples were thawed and eXamined from the smears, culmres and inoculation of these
materials. The resulis obtained up to the present indicated the survivipg and the culiivability of L.
(L.} amazonensis ai -20°C and -196°C and L. (V) braziliensis at -20°C, both stzains in macerated
and fragment.

DESCRIPTORS: Leishmania, isolation, L. (V) brazliensis; L. (L} amazonensis,
Experimental Cutaneous leishmaniasis; Cryopreservation, biopsies.
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