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AVALIACAO DAS ATIVIDADES HEMAGLUTINANTES E DE INTERACAO
COM LINFOCITOS T HUMANOS NAS FRACOES PARCIALMENTE
PURIFICADAS DA LECTINA DE MASSAS DE OVAS DE BIOMPHALARIA
GLABRATA (VARIEDADE ALBINA).

# Shirley Rosa UTIYAMA
## Maria Eugenia R, DUARTE
*# José Hazencleve DUARTE
#&% Panlo Roberto WUNDER
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UTIYAMA, S.R. et alii - Avatiacdo das atividades hemaglutinantes e de interaco com linféeitos T -
manos nas fragdes parcialmente purificadas da lectina de massas de ovas de Biomphalovia glabrata
(variedade albina), Rev Inst Adolfo Lutz, 56{1):1-12, 1996,

RESUMO: O extrato brute de massas de ovas (MO) de Biomphalaria glabrara (variedade albiaa),
apds precipitacio fracionada com sulfato de mmdnia, fornecen uma fraco protdica de 30-70% de satu-
ragdo, que além da atividade lectinica hemaglutinante, também foi capaz de interagir com Enfdeitos T
humanos. Tal fragko foi submetida & cromatografia em coluna de DEAE Sephadex A-50-120, ¢ trés
fraches com attvidades bioldgicas distintas foram obtidas: F-I} frag@o hemagiutivante; F-IH} fragio de
uteracio com Hnfdcitos, e FIl} contendoe as duas atividades. A tracko de inferagio com linfdeitos (FIL)
se mostron um potente blogueador da formagdio de rosdceas esponténeas entre infdcitos T e eritrdeitos
de carneiro. Essa inibigio ndo foi afetada por fons Ca* e Mg" ¢ nfio fol revertida na presenga dos
nihidores preferencials de hemaglutinaglio (cetohexoses) ou de oulres agiicares. Além disso, o fend-

mene de rosiceas ndc fol inibido quando os eritrocitos foram previamente incubados com FIL.

Ensatos de imunofluorescéncia indireta ¢ citometria de fluxe demonstraram que FIL Mogueou &
ligagio do anticorpo monoclenal ami-CID, com o receptor de membrana de linfdcitos T. reforgande os
dados preliminares obfides com a inibiglio de rosdceas,

DESCRITORES: Lectina, Motuscos, Linf6citos, Biomphalaria glabrara.

INTRODUGAO

Ags lectinas sdo macromoliéculas de natureza protéica,
de origem ndo imune ¢ que se ligam nfo covalente-
mente a carboidratos com configuragiio apropriada™.
Dessa interacdo resultam propriedades quimicas e bi-
oldgices diversas tais como, hemaglutinagio. efeito
mitogénico, aglutinagio de células tumorais, enire
cutras, que t&m conferido is lectinas wma aplicabilidade
crescente, tanto na identificacio de marcadores de su-
perficie celular guanto na purificagdo de oligos-
sacarideos e gliceconjugados de membrana®! 2428

Embora as lectinas de plantas sejam as mais estu-
dadas, ¢las ndo sd3c privativas desse género. Nos
gastropodas, por exemplo, as ectinas sfo encontra-
das principahinente na hemolinfa, glindula de albi-
men e nas massas de ovas “% Os moluscos do gé-
nero Biomphalaria, da fanlia Planorbidae, hospedei-
ros intermedidrios do trematoda Schistosoma mansoni,
foram estudados pela primeira vez em 1973, por
SAMPAJO et alii”. Esses aujores caracterlzaram na
giindula de albtimen de 8. glabrata ¢ B, stramined a
presenga de uma lectina com propriedade hema-
glutinante para eritrécitos humanos dos grupos A ¢ B,

# Departamento de Patologia Médica - Laboratdrio de Imunopatoiogia - UFPr

** Deparfamenio de Bloguimica - UFPr

**Departamento de Patologia Médica - Discipiina de Imunologia Cifniea - UFPr




UTIYAMA, 5.R. et alii - Avaliacio das attvidades hemaglatinantes ¢ de interaciio com Hnfdeiros T humanos nas fragdes parcialmente
puificadas da lectina de massas de ovas de Biomphalaria globrata (variedade albina). Rev st Adolfo Luzz, 56(111-12, 1996.

Posteriormente, STANISLAWSKI et alii, MICHELSON
& DUBOIS e BRETTING et alii®,, também demons-
traram a propriedade hemaglutinante dessa lecting, em-
pregando diferentes métodos de purificagio  por
cromatografia.

Ensaios preliminares realizados em nosso labora-
tério mostraram que além da propriedade hema-
clutinante anteriormente caracterizada, vma fragio
protéica da massa de ovas (MO} de B. glabrata {va-
riedade albina} apresentava atividade de interagfo
com Hnfdeitos T humanos™. Tal atividade nfo foi re-
vertida em presenca de diferentes agdcares testados,
impossibilitande, por enguanto, desominar-se esta fra-
¢30 de lectina, que passa a ser designada como fra-
¢do de interacio com linféeitos (FIL).

Como rdo foi encontrada na literatura nenhuma
investigacko relativa & interacio de proteinas de M.O.
de B. glabrata com linféeitos T humanos, o presente
trabalho tem por objetivo um estude mais detathado dag
arividades bioldgicas destas protefnas, bem como pro-
cura separar ¢ preservar as atividades hemaglutinantes
e de interaciio com linfécitos pelo uso de cromatografia
e coluna de DEAE-Sephadex A-50-120,

MATERIAL E METODOS
Obtengdo das maysas de ovas

Os moluscos do género B, glabram {variedade
albina) foram cedidos pela Universidade Estadual de
Londrina-Pr. Os mesmos foram mantidos em agudri-
os aproprizdos com dgua aerada e iluminagio cons-
tante, As massas de ovas (M.O.3 foram coletadas di-
ariammente da superficie de placas de isopor ¢ conser-
vas em selugio de NaCl 0,9% em freezer a -20°C.

Purificagdo da lectina

O processo de extracio das lectinas de M.O. dos
moluscos B. glabrata foi realizado por trituragio das
M.O. em aparetho de Vou Potter Blvethem, 4 tempe-
ratura de 9-4°C, utllizando NaCl $3,9% (Merck) como
extrator. Apds centrifugaciio a 10.000xg, por 20 mi-
nutos a 4°C (centrifuga refrigerada Sorvall Inc. RC2-
B), o residuo fol reextraido e o sobrenadamente de
cada extraclio reunido e considerado como sendo o
extrato bruto (E.B.). Apds a precipitagiio fracionada
cony sulfate de amdnia, nas saturagdes de 0-30%, 30-
T0% ¢ 70-90%, os precipitados foram solnbitizados
em NaCl 0,9% e exaustivainente dislizados conira esfa
mesma solucfo, até apresentarem feste negativo com
reagente de Nessler. A fiaglio obtida da saturacio de
30-70% com sulfato de amdnia foi submetida a
cromatografia em coluna de DEAE-Sephadex A-50-
120 (Sigma), previamente tratada com solugio de
NaCl 0,9% que também serviu como eluente. O flu-
x0 de escoamento foi de 20ml/hora (coletor LKB-7000

Ultrorac). As fragdes elufdas foram avaliadas quanto
ao teor de proteinas, agicar, atividade hemaglutinante
e interagio com linfécitos.

Ag concentraches de protefna foram determinadas
pelo método de LOWRY et alii™, enquanto as de
carboidratos foram determinadas pele método fenol
dcido suifiirico, conforme descrito por DUBOIS et alii®.

Ensaios de hemaglutinagdo com eritrdcitos humanos

A atividade hemaglutnanie foi avaliada em cada
etapa do processo de purificaciio. A 100Ul de cada
fracfo, adicionava-se 100ul de solugio de NaCl 0,9%
¢ 20ui de suspensido de eritrdeitos humanos a 2% (gro-
pos AB, AB e O separadamente). As leituras foram
realizadas 6-12 horas apds 0 inicio da reagdo,

O efeito de cdtions divalentes {Ca™ e Mg™) e da
atividade Inibidora de agtcares foi testado de forma si-
milaz, substituindo-se, nos sistemas, & solugBo de NaCL
(,9% por solucdo, contendoe os cdtions {10mM), ou agti-
cares inibidores (100umoles/m) respectivamente.

Separucio de linfociios do sangue periférico

Sangue de doadores sadios fol coletado em presen-
¢a de heparina livre de preservativos (Liquemine-
Roche}. As células mononucleares foram obtidas por
centrifugacdo a 200xg por 30 minatos em gradiente
de Ficoll Hypaque (Histopaque-1077, Sigma). As
células foram lavadas duas vezes em NaCl 0,9% e uma
vez em meio RPME-1640 (Sigma). A concentragdo
celular adequada para cada protocole fol ajustada em
meio RPMI-1640 suplementado com 2ZmM de
glutamina (Sigma), 22mM de Hepes (Sigma), 30ug/
mi de ampicilina {Cibran) ¢ 2,0g/1 de bicarbonato de
s6dio (Merck), doravante denominado de meio completo.

Efeito dua proieina de M.O. de B.glabrata sobre a
Jormacdo de rosdeeas espontdneas entre Hnfociios T
e eritrécitos de carneiro (E)

Linfécitos humanos na concentragio de 6 x 106
células/ml de meio complete, num volume de 100pd,
foram misturados com 100u] de cada fracio obtida das
M.O. de B.glabrata ¢ 10011 de meio completo. O sis-
tema foi incubado a 25°C durante 5 horas. A viabifi-
dade celular foi avaliada pelo teste de exclusiio do azul
de Tripan (Merck), a qual sempre se mostrou superi-
or a 953%. Na seqiiéncia, 100yl dessa solugio foram
colocados em presenca de 100u] de £ a 0.5%.

A mistura fol submetida i centrifugacio a 150xg
por 3 minutos 4 temperatura ambiente ¢ incubada por
60 minutos a 4°C em banho de gelo. Apds incubacio,
o sedimento de céinlas fol ressuspenso delicadamen-
te e a contagem de linfdcitos foi efetuada em cAmara
de Neubauer. O resultado foi expresso na forma de
média das porcentagens de células formadoras de
rosdceas E, obtidas a partir das contagens de experi-
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mentos em duplicatas feitas em microscopio Gtice
comum {Olympus CBA).

Linf6eitos ndo tratados com as fracBes protéicas de
M.O. de B.glabrata foram utilizados como controles
normais da formagio de rosdeeas E.

Com a finalidade de se determinar a temperatura
ideal de reacic ente & FIL e os linfdcitos, foram rea-
lizados experimentos semelhantes de rosdceas-E, nos
guais se esiabelecen uma curva com as seguintes em-
peraturas de incubagio: 4%, 157, 25°, 30° e 37°C.

Com relacio a0 tempo necessdrio para a interacio
da protefnra de M.O. de B.glabrata (FIL} com
linfécitos, foram preparados experimentos em que o
3 a foi incubad 13,57, 1624} es-
sistema foi incubade por 1,3, 5, 7, 16 ¢ 24 horas, res
pectivamente, prosseguindo-se conforme descrito

anteriormente.

Nos ensaios com agtcares inibidores, proceden-se
conforme o protocole inicial, substituindo-se os
1001} de meio completo por 100y da solugio de
agticar (10 umoles). Os seguintes agdcares foram
utlizados: D-fratose, D-galactose, D-mannose, L-
fucose, L-sorbose, | -thamnose, ¢-metil-D-glicosideo,
[(-metil-D-galactosideo. myo inositol, metil frutofura-
nosideo, dcido N-acetil neuraminico, acido lctico, ¢
N-acetil-D-glucosamina.

Reagdo de Imunofluorescéncia indireta (1F1}

Células mononucleares na concentracio de 5 x 10°
células/100u! de meio completo foram pré-incubadas
com 100! de FIL por 5 horas a 25°C. A seguir, as
células foram lavadas em meio completo e incubadas
com 2341 de anticorpo monoclonal anti-CD2 (Becton
Dickinson) por 30 minutos a 4°C. Apds nova lavagem,
as células foram incubadas com 100u! de soro de ca-
bra anticamundongo conjugado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC-Sigma, USA}, por 30 minwtos a
4C. Apds duas lavagens, as células foram res-
suspensas e examinadas em  microscdpio de
fluorescéneia (Epi-iluminacio, limpada de halogénio,
Carl Zeiss, Germany}). Trezentas células foram con-
tadas e a porcentagem de células fluorescentes foi
determinada. Como controle foram utilizadas células
nio tratadas com FH., ¢ incubadas com anticorpo
monoclonal anti-CD2.

Citometria de Fluxo

Os testes de imonofluorescéneia foram repetidos em
um apareiho FacScan {Becton-Dickinson, USA). A
fuorescéncia produzida pele FITC foi excitada por
meios de luz de argbnio a 488nm. Os dados foram
coletados em um computador Hewlert Packard $153C

acoplado ao FacScan. Somente as células separadas
na janela para Hafécitos foram analisadas, e 10.000
células medidas em cada andlise.

G aparetho foi calibrado por meio de particulas de
ldtex conjugadas ao FITC {pérolas calibradas de
4:8um-Becton Dickinson, USA). A preparagio de
linfécitos na concentragdo de 1 x 10° células/mi foi
incubada com diferentes concentracdes de FIL (fu-
bos 2.3 e 4) por 5 horas a 25°C. Apds uma lavagem
as células foram incubadas com 20041 do apticorpo
monoclonal anti-CD2 (tubos 2,3 e 4). Em paralelo,
urna parte das células, sem a FIL. foi incubada com
o controle  isotipico (tuhe 5y marcado com
fluoresceina (4°C, 30 minutos). Apds duas lavagens,
as cflulas foram ressuspensas em meio completo e
anelisudas no FacScan. Neo controle negativo, os
linféeitos niio receberam o anticorpo-CD2, nem o
controle isotipico. O controle positivo fol obtido pela
incubagio de linfocitos com anticorpo anti-CD2
(tubo 1)

RESULTADOS
Purificagio parcial dalectinade MLO. de B. glabrata

A Tabela | mostra as etapas de purificag@o da
lectina de B.glabrara com sulfato de amonia,

Apds a precipitagio fracionada com sulfato de
amdnia, a fragio 30-70% permitin recuperar 25% das
protefnas em relacdo ao BE.B., apresentando uma re-
lacBo proteina total/agticar total de 3,15, Esta fracfio,
por apresentar melhor atividade de interaclio com
linfdeitos, foi selecionada para purificagio em colu-
na de DEAE-Sephadex e tal tratamento possibilitou
recuperar 3,4% de proteinas nas fragdes [, 1T e i1 As
demais fraces {F-70-90% e F-90-100%) apresenta-
vam mencr atividade para hemnéceas e linfécitos, e por
isso ndo foram investigadas.

Separagde dos arividades hemoglurinantes ¢ de
interacdo com linfocitos

A cromatografia em coluna de DEAE-Sephadex A-
50-120 da fracio de saturacio 30-70% com sulfato de
amdnia permitin separar e preservar as atividades
hemaglutinantes ¢ de interagdo com linfécitos (FIL).
Os resultados relativos & concentragfio de proteina e
actcar total das fragdes recuperadas da coluna de
DEAE-Sephadex, bem como a atividade bioldgica da
lectina estdo representadas na Figura L

Foram obtidas tz8s fragBes com as seguinles ativi-
dades: F-1) ativa apenas para hemécias do sistema ABO
hwmano; F-111) ativa apenas para linfécitos hamanos
{FIL); F-II} com atividade para ambas as células.
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TABELA |

PURIFICACAQ DA LECTINA DE M. O. DE B. GLABRATA (VAR. ALBINA). FRACIONAMENTO
COM SULFATC DE AMONIA E PURIFICACAO PARCIAL DA FRACAO 30-70%* EM COLUNA DE
DEAE-SEPHADEX A-50-120,

VOI.. PROTTOTAL  ACQ UCAR PROT. TOTAL RENDIMENTG! PROTEINA®

FRAC(-)ES {mi) (mg} TOTAL A(;UC ARTOTAL (%) g

._ (mg) _
EB 6540 5044 11739 0,43 100 339
F-36-T0% 135 1250 397 3.15 25 T7.0
F-10-904% 108 850 495 1,72 {7 131,0
F-90- 100% 56 467 282 1.66 9 135,0

BT 49 42,7 28.07 1,52 0,84 -

P 66 39,9 8,44 7.09 1,19 -

=i 226 67.1 11,03 6,68 1.33 6,3

* - Rendimento em relacio ao extrato bruto (EB).

b - Concentraciio minima de proteina com atividade inibitéria para rosdceas-E.

* - Fragio 30-70% contendo 202mg de proteina total (Lowry et alii).

T« F-1, -1 e F-1 = Frag@es obtidas pela purificagdo da fragio 30-70% (202mg) em coluna de DEAL - Sephadex.
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Propriedade hamagintinante da fectina de B.glabrata

Os ensaios de hemaglutinacio permitiram reafirmar
para 0 moiusco de Boglabrafa {variedade albina), a
auséncia de atividade comn hemécias humanas do gru-
po "0 ¢ atividade acentuada com hemdcias dos gra-
pos AT e “ABT (Figura 1I). A adiciio de cédtions
divalentes Ca++ e Mg++ duplica a atividade hema-
ghutinante maxima sobre herndcias humanas dos gru-
pos A, B, e AB. Apds a purificagdo em DEAE-
Sephadex, foi possivel observar atividade hema-

glutinante a1é a concentragio minima de 1,61ug de
proteina/100WW, o que representou uma purificagio
para F-1 de 3,6 vezes em relaglo & F-306-70%, que
apresentava atividade até a concentragio minima de
5.751g/100u) {dados ndo demonstrados),

Investigando-se o efeito de aglicares inibidores so-
bre a reagio de hemaghutinagfo, verificou-se serem
as ceto hexoses, D-frutose, D-mannose, e L-facose os
inibidores preferenciais da reaco (2.5 & 10pmoles),
conforme observa-se na Tabela 2.

TABELA 2

Agticares inibidores da reagBo de hemaglutinacdo da lecitina de MO, de B.Glabrara {Var, Albina}.

INIBIDORES CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (umoles)
- GRUPO A" GRUPO "B GRUPO "AR"
D frutose 2.5 25 2.5
D-mannose 6,6 2.3 2.5

Meti] frato-Turanosideo 5.0 3,0 5,0
L-sorbose 13,3 13,3 13,3

Myo inositol 16,6 133 13,3
N-zceti-D-glecosaming 13,0 10.0 10,0
L-Tuctose 8.3 0.6 6,0

(s valores obtidos representarn a média de 3 experimentos para cada grupo sangliineo.

FIGURA i

Reacio de hemaghutinagio da lectina de M.O. de B. glabrama com eritréeitos do sistema ABO humano

160+ 4

140

Tiule de hemaglwinaghio recipimoa das
dihiicfias)

Endrabs bt

Fragdes profeicas

Qs titulos obtidos representam a média de 3 experimentos com sangues diferentes para cada grupo
sangiifneo. * F-30-70% e F-70-90% = fracbes semnipurificadas com sulfate de amonia,



UTTYAMA.L S.R. et alii - Avaliagio das atividades hemaglutinanies e de interagBio com linfécitos T homanos nas fragtes parcialmente
purificadas da lecting de massas de ovas de Biomphalaria glabrata (variedade albina). Rev, fust, Adolfo Lurz, 56(111-12, 1996,

Efeito da FIL sobre a formacdo de rosdceas -E(RE)

Na Tabela 3 estio demonstrados os resultados de
10 experimentos de formacio de RIZ. Os controles nor-
mais apresentaram uma média de 59,7% de células
formadoras de RE, enguanto nos ensalos realizados em
presenga de FIL, a média foi de 1,7%, representando
97,1% de inibigdo de formagio de RE. Nos sistemas
em que as ¢éluias foram lavadas duas vezes com melo
completo, previamente b adigio de eritréeitos de car-
reiro, os valores de inibigfo de RE (99%) foram tfo

clevados guanto agueles com células ndo lavadas
(97,1%). B cada etapa da purificagio da FIL foram
realizadas titulagBes com a finalidade de se detectar
a diluiclo maxima de proteina capaz de inibir a for-
magio de RE (Figura IH & Tabela 1), Observou-se gue
a fraciio de interagfo com linfdcitos, na concentrachio
minima de 6.3lig de proteing (diluiclo 1:64) ainda
produzia um alto indice de inibicio de RE, o que re-
presentava uma purificacdo de 5,38 vezes em relagio
ao BB, que necessitava de uma concentragfo mini-
ma de 33,9ug de protefnas (diluico 1:4) para produ-
zir inibigdo de RE.

TABELA 3
Efeito da protefna de M.O. de B. glabrata sobre a formagiio de Rosdceas-E

% DEROSACEAS - E {5h, 25°C)

LINF, + E.B.

LINF. +EB,

EXPERIMENTO CONTROLE VIABILIDADE CELULAR
{SEM LAVAR} (LAVAID(G)

i 50 (100 (100 98

2 59 (100 € (100} 160

3 61 2 09n ND a7

4 61 G {160) G{160) 99

5 01 3 (95} 2 97 97

& 64 G {100 ND 160

7 60 3 (95 1 (9% 98

8 56 4 (9% ND 98

9 59 2 (96} N 96
i 66 2 (953 NE 95
X 59,7 1,7 (¥7.1) 0,0 (99 978

+4,i4 +1.48 + 0,89 + 1.53

X - Represenia a média de 10 experimentos com sangues de diferentes doadores.
Os valores entre parénteses representam % de inibicdo de formagio de Rosdceas-E.

E.B. - Extrato brute de MO, d¢ B. glabrato.
NI - Nio determinade.

FIGURA 111

Caracterizacdo da diluicio méxima da proteina de M.O. de B. glabrata com efeilo inibitdrio sobre a

formagio de rosdccas-E
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Diluigdes de FIL
Concentragio minima de FIL com atividade inibitdria para rosdceas-E: EB=33.9 ug de prot.(dil. 1:16%; F-30%=T7ug de
prot.(di. 14} F.11i=63ug de prot.(dil. 1:64). *Controle sem FL=60% de rosdceas-E.
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e de interagio com Hafdeitos T husnanos nas fracdes parcielmente
elabrate {vardedade albina). Rew Inst Adolfo Lutz, 56(1):1-12,

Experimentos paralelos demonstraram que Fil ndo
se liga aos eritréeitos de carneiro, guando previamente
incubada com estes, uma vez que a porcentagem de
células formadoras de roséceas foi semelhante aque-
la observada nos controles sem a proteina.

Efeito da temperatura sobre g inibigdo de RE

A figura 1V demonstra que a temperatura ideal para
que a FIL iniba a formacio de RE ¢ de 25°C. Nessa
temperatura foi possivel obter uma média de 2,6% de

FIGURA IV

ffeito da temperatura de incubacdo sobre a interacio de proteina de MLO. de B. glabrara (FIL} ¢
linfocitos humanos.
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Todos os valores representam: a média de 5 experimentos com sangues diferentes. *Tempoe de incubagio

Efeito do tempo de incubagio sobre a interago de proteina de M.O. de B. glabrore (FIL) ¢ inféeitos humanos,
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Todos os valores representam & média de 3 experimentos com sangues diferentes.

entre linféeitos e F1L = 5 horas.

FIGURAV

Tempo {hotas)
FControle SLinfotitos + FIL - Viabilidade Celular (%)

Temperatira de incubaglo = 25°C,
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RE apés incubagio dos linfdeitos com a proteina por
3 horas, o que representou 95,1% de inibicio na for-
macio de RE, sem no entanto se vesificar alteracio
importante nos controles sem a FIL.

Em temperatiras mais elevadas (30 ¢ 37°C), em-
hora 2 porcentagem de inibigo de formagio de RE
seja mator €100 e 87,4% respectivamente), 05 contro-
jes forneceram resuliados discrepantes.

Efeito do tempo de incubacdo sobre a capacida
de inibidora de RE da FIL de B.GLABRATA

A influéscia do tempo de incubaglo sobre a
interagio da FIL com linfécitos humanos pode ser
verificada na Figura V. Esses resultados demonstram
que entre 3 e 7 horas de incubaco, lem-se os melho-
res percentaais de inibicio de RE (3% e 0,6% de RE;

Tabela 4

Efeito de agdcares na inferacio entre proteinas de MO, de B glabrare (FIL) e linfécitos T humanos

Inibidores % de Rosdceas-E Viabilidade Celular
(10 pmoles} {5h {%6)
Meut] frutofurancsideo 4 (7 100
D-frutose 1 (1.7 G8
-galactose 0 ()] a8
I-mannose 0 [§3)] 98
L-sorhose £ {0 99
Myo inositol 4 {73 G&
B-metil P-gaiactosideo 2 (3.5 98
L~-rhamnose 0 {03 496
M-aceii] [3-ghicosamina 4 {73 g7
Deglucosaminn 4 {7 o7
a~-meti! D-glucosideo i (L7 a7
CGlicurenato de sodio i (1.7} Gl
Ae. Neacetil neuraminico 3 (5} 96
L-fucose 3 {5} S5
Ac. ldctico 3 (%) 95

Os valores entre parénieses representain a % de inibigio da atividade da proteina. Controle da reagfio sem FIL= 57% de Rosdceas-[L

Controle com FIL {sem agtcary = 0% de Rosdceas-E.

Tabela 5

incubacio preévia dos Hnfdeitos humanos com a proteina de MO, de B. glabrata: inibicdo da reagdo
com anttcorpo monoclonal

% de Rosdcens-B

% de Linfocitos

Fluorescenies
) . e Linfociios
Experimento Controle Linfdcitos Linfdcitos + FIL
{zem FIL) + FIL + Ac. Monocl. + Ac. Monocl.

”””””” c T Tso T oy 56 6 (89)

2 57 2 {96 49 7 {88)

3 54 3 {94) 52 7 (88

X 53.6 26 (95) 23 66 8
£ 46 *0,47 2,86 47

“- (s valores entre pasdnteses representam a % de inibigSo de formagio de Rosdeeas - E,
E. Qs valores entre parbnteses represeniam a % de inibiglio da ligagiio de anticorpe monoclonal.
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199¢6.

controler 53% e 49% de RE, respectivamente). Assim
sendo, o tempo de 5 horas {oi escolhido comeo sendo
o ideal, tanto no aspecto de inibigio de RE (2,6% RE),
quanto para a viabilidade celular (98%), que se mos-
trou prejudicada somente ap6s 16 horas de incubago.

Efeito dos agiicares inibidores na interacdo protei-
na-Linfocito

As atividades bioidgicas das lectings normalmente
sfo revertidas pelo uso de inibidores especificos.

Na Tabela 4 estiio representados 0s experimentos
gue demonstram os ensaios com agficares inibidores.
Verificou-se que nem mesmo agueles agficares que se
mostraram fortes inibidores da atividade hemagluti-
nante (D-frutose, D-mannose, L-fucose) exerceram
efeito na inferacfo da profeina de MO, de B globrata
com linfdcitos. A presenga dos aglcares nilo alterou
a viabilidade celular.

Possivel interagdo da FIL com o receptor CD2 de
membrana de linfécitos T humanos

Na temtativa de esclarecer se a inibigdo de RE pela
FIL era devido & interagiio com o receptor CD2 na
membrang de linfécitos T, foram realizados ensaios
utifizando anticorpo monoclonal anti-CD2 marcado
com isotiocianato de fluoresceina.

Os resultados da Tabela 3 mostram inicialmente um
grupo de 3 experimentos de rosdceas, onde se obser-
va que 56,6% dos linfécitos formaram RE, enquanto
que linfdcitos previamente incubados com a FIL ndo
foram capazes de formar rosdcess (média=2,6%),
demonstrando forte inibigio de 95% causada pela
presenga da FIL. Experimentos em paralelo com
anticorpo anti-CD2 fluorescente, mostraram que apds
incubaciio de liafécitos com anti-CD2, 52,3% das
células apresentaram fluorescéneia. Por outro lado,
guande os lisfacitos foram previamente incubados
com FIL, apenas 6,6% eram fluorescentes, demons-
trando intensa inibigdo de flucrescéncia devido & pre-
senga de fraciio protéica. Com a finalidade de anali-
sar methor ¢sses resultados foram realizados experi-
mentos adicionais em citometria de fluxo, onde se
ohserven que a protefna de MLO. de B.glabrata (FiL)
foi capaz de inibir parcialmente a interagio do
anticorpe meonoclonal anti-CD2 com o receptor de
membrana de Haféeitos T (tubos 2 a 4), em compara-
cio com os grupos controles (tubos 1,5 e 6). Entre-
tanto, a intensidade da inibicio neste grupo de expe-
rimentos, ndeo foi igual aguela observada pelo méto-
de de imunofluorescéneia em microscdpio com epi
ifuminagio. Pela citometria de fluxo, o nivel maxi-
mo de inibigdo da interacio do anticorpo monoclonal
anti-CD2 com o receptor de membrana de linfocito T
foi de aproximadamente 40% {tubo 4).

FIGURA VI

{nibigio parcial da ligagfo do anticorpo monoclonal ang-CD2 & linféeitos T humanos
previamente incubados com proteina de M.O. de B. glabrata.
Anélise por citometria de fluxo.

média dos Canais da Fluorescéncie

Tubo 1 - Unfdoucs + apl 002

Tuba 2 - Bafécitas « F 30~ snft SO
Tune I - tinfocites » F I+ anti CO2
Tubn & . Anfouios + £ 1 + ant] GB2
Tuba § - Artéuitos - contrale isotipics
Tubo § - Gnfookos ~ meie

Linfocitos incubados Shs com F-IT & temperatura ambiente, Apds lavagem as células foram ressuspensas
em meio completo (1x10%ml) e colocadas em presenca de anticorpo monoclonal anti-CD2. * Concentragdes
de F-IIL: Tubo 2 = 19,6ig de protefna; Tubo 4 = 588ug de protefna.

9



UTTYAMA, S.R. et alii - Avaliacgo das atividades hemaglutinantes e de interacio com linféeitos T humanos nas {ragles parciaimente
purificadas da lectina de massas de ovas de Biomphaloria glabrate (variedade albina). Rev fnst Adolfo Lz, 36{10:1-12, 1996,

DISCUSSAOQ E CONCLUSOES

As lectinas t€m sido muito dtels nos estudos envol-
vendo a modulagic da resposta imune celular™. Mui-
o8 receptores biologicamente imporianges da membra-
na de linfdeitos humanos, entre eles a imunoglobulinas
das células B, os recepiores para antigeno de células
T, moléculas especificas do Complexe Principal de
Histocompatibilidade € 0 receptor para insuling, foram
isolados através de cromatografia de afinidade com
lectinas de plantas de especificidades definidas™*,

Trabalhos apteriores realizados em nosso laboratd-
rio demonstraram que a lectina de B glabrata (varie-
dade albina), embora ndo apresenta-se propriedade
leucoagluiinante, possuia atividade de interacdo com
tinfocitos T humanos, intbindo formacio de rosdceas
com eritroctios de carneiro®™?,

Com base nessas consideragdes, a fraglo 30-70%,
obtida pela semipurificagio com sulfato de amdnia,
por ter sido & que apresentou melhor atividade com
hemdcias e linféeitos, foi submetida & cromatografia
em coluna de DEAE-Sephadex A-50-120. Esse pro-
cesso permitiu a obtengfo de rés fragles protéicas
com atividades distintas, sendo uma ativa apenas
para hemdcias do sistema ABO humano (F-I}, outra
ativa apenas para linfécitos humanos {F-111), enquan-
to que F-1I mostrou-se ativa para as duas populagdes
(Figura I}, A purificagio de diversas lectinas de ori-
gem: vegetal ou animal tem sido realizada por pro-
cessos semelhantes, utilizando precipitaglo fracio-
nada com suifato de amdnia e cromatografia de afi-
nidade®. Embora o processo de purificagdo da pro-
tefna de M.O. de B.glabraia utdlizado neste estudo
necessite aprimoramento através da utilizacio de
outros tipos de separacio cromatogrifica, os dados
da Figura i demonstram que a atividade hemaglu-
finante desta lectina ¢ factivel de separagio da pro-
teina que apresenia a propriedade de interagio com
linfacitos (FIL). Bste fato evidencia a propriedade
do DEAE-Sephadex A-50-120, ndo apenas de sepa-
rar as atividades, mas principalmente de preservar
as mesmas durante o processo utilizado.

Experimentos de monitoragfo do processo de pu-
rificagio realizados através de testes de hemagiuti-
nagic, permitiram demonstrar a propriedade hema-
giutinanie da lectina para hemdceas humanas dos gru-
pos, A, B e AB, sendo que a adicio de fons Ca™ e Mg
favoreceu tal atividade, Esses dados confirmam resol-
tados anteriores de hernaglutinacio™™ além de permi-
tirern demopstrar a propriedade hemaglutinante da
lectina de B.glabrasa (variedade albina) para hemdcias
humanas do sub-grupo Al, previamente tipadas com a
lectina de Dofichos biflorus. Tal fato nio havia sido de-
monsirado sas investipacdes anteriormente realizadas.

Em outro grupo de experimentos, avaliou-se o efeito
da proteina de MO, de B.glabrara (F1L) sobre a for-

magho de RE. Para isso, foram determinadas ay con-
digBes ideais relativas ao tempo ¢ & temperatura de
incubacio. LUBAR et ali®. sugerem que os recepto-
res para as lectinas s&o méveis na superficie celular ¢
que as alteragdes topograficas sdo dependentes da
temperatura. Por ontro lado, tem sido demonstrado
gue o fendmeno de rosdceas pode ser inibido em tem-
peraturas superiores a 30°C11, Foi possivel observar
com 3 horas de meubagiio a 25° (), que a proteina de
M.O. de B.glabrata provoca intensa inibigic na for-
magio de rosdceas-E (RE=2,5%; controle=33,4%;
inibigiio de RE-95,1%) sem comprometer a viabili-
dade celular (Y89%).

Os ensalos com diluigdes da FIL, tanto no extrato
bruto, F-30-70% e F-HI pretendiam caracterizar, alra-
vés da diluicZo médxima da solugio contendo FIL, qual
seria a concentracdo minima de protefna capaz de ini-
bir & formacfo de RE. Desta forma, pode-se observar
que apds a cromatografia em DEAE-Sephadex, F-1H
atingiu wm grau de purificaciio de 5,38 vezes em re-
lagio ao extrato bruto, considerando que F-I na con-
centracio de 6,3pg de protefna ainda produzia am alto
fndice de inibigdo de RE, enquanto o extrato brute
necessitava de 33,9 de proteina para atingir inibi-
¢io semelhante (Figora 115

As atividades bioldgicas das lectinas normalmente
sfo reversivels pelo uso de infbidores especificos 81,
Ensaios com aguicares inibidores caracterizam as ceto
hexoses como intbidores apenas da atividade hema-
clutinante {Tabela 2 ¢ 4), nfo ficapdo caracterizado
nenhun: dos agticares testados como inibidor da Fil..
Este fato, aliado aos resuliados obtidos no processo
de purificacio, reforgam a existéneia de pelo menos
duas protefnas distintas. Uma com atividade lectinia
hemaglutinante ¢ outra com atividade de interacho
com linfocitos, gue ndo pode, neste estudo, ser cha-
mada de lectina pela auséneia, até o momento, da
caracterizagfio de um agéicar inibidor. Vérios outros
agicares vém sendo testados na busca de um inibidor
preferencial da atividade com linfécitos.

Com & finalidade de esclarecer o nivel de interagio
entre a FIL isolada de M.O. de Biomphalaria glabrata
¢ o linféeite T humano, foram realizados experimen-
tos com anticorpos monoclonais anti-CD2. Esses
anticorpos mibem a formacio de RE, além de mibi-
rem a citotoxidade celular mediada por linfécitos T e
a resposta proliferativa a antfgenos ¢ mitdgenos™.
Baseado nesses dados, o receptor CD2 da membrana
de linfdcitos T € considerade atualmente como wma
wolécula sinalizadora ¢ de adesfio celular.

Nossos resultados indicam gue a FIL bloqueia o
sitio de ligagio do anticorpo moenocional anti-CD2,
tanto por imunofleorescéneia indireta quanto por
citometria de fluxe, embora por citometria de fluxo,
ros tenhamos observado nma intensidade de inibicio
bem inferior aquela observada por JFI comum.
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Isso provavelmente se deve 3 malor precisfo na
andlise por citometria de fluxo e também ao fato de
que 0 anticorpo monoclonal anti-CD2, por ser bastante
espectlico e dirigido contra uma pequena regifio da
molécuia CD2, ndo seja completamente bloqueado
pela proteina. que pode estar ocupando regides pro-
ximas ao sitio de ligagio com o anticorpo, deixando
espago para a interacdo entre ambos, mas impedindo
a formacéo de RE, através da interago entre CD2 ¢ &
ghicoproteina LFA-3 na membrana do eritrécito. Ex-
perimentos adicionais serfo necessgrios para confir-
mar se a FIL e o anticorpo moencclonal ocupam o
mesino epitopo na molécnda CD2 (Figura V1),

Tomados em conjunto, os resultados obtidos no
presente estudo representam uma coniribuicio rele-
vante para o estude de lectinas, ac confirmar origi-
nalmente, as afividades bioldgicas da proteina obtida
de MO, de B.glabrata para eritrociios e para Iinfocitos
T humanos, além de sigerirem a existéncia de dois
componentes distintos, factiveis de separacio, sendo
um com atividade de lectina e outro com atividade
para linfocitos T humanos, possivelmenie pela inte-
racio com receptor CHZ,

Nesse ponto, € interessante comparar as atividades
biologicas da proteina de B.glebrata com as observa-

¢Oes relatadas com lectinas de diversas origens, De
acordo com LIS & SHARONY, diversos grupos tém
tentado separar as varias atividades de lectinas obti-
das de uma mesma fonte animal ou vegetal. O exem-
plo mais esclarecedor sobre esse particular € o da
fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris (PHA), ca-
racterizada por 3 isolectinas com afinidades distintas

L ET

parva eritrocitos e leucdeitos'™.

Esses dados aliados & aphcabilidade crescente de
fectinas noe campo da imunologia, nos estimulam a
desenvolver experimentos de cultura de Hnfdcitos com
a finalidade de verificar se a FII. € mitogénica para
essas células e, se ndo for, em que nivel de atividade
Linfocitdria ela poderia estar atuando. Em paralelo,
protocolos adicionats de purificagio ¢ caracterizagio
bioguimica da lecting estlo sendo desenvolvidos, além
da determinacfio da especificidade du interagio com
a molécula CD2Z, em comparagio com experimentos
de ligaclio a outros receptores de membrana de
linféeitos T.
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ABSTRACT: The extraction and fractional precipitation of proteins from egg masscs of the snail
B.giabrata (var. albin}, with ammonium sulfate, produced a 30-70% saturation fraction that was able
to interact with human T Iymphocytes, besides the original hemagghntinating lectinic activity.

The fraction was submitted to chromatography on DEAE-Sephadex A 50-120 and three further
fractions were obtained with distinct biological activities: F-1) hemagghutinating fraction; F-1IB iym-
phocyte interaction fraction and F-11} fraction with both activities. Lymphocyie interaction (LIF) has
revealed 1o be a potent inhibitor of spontancouns B rosetle formaton with T lymphoovies. Such inhibi-
tion was not affected by Ca*™ and Mg™ ions and was no reversed in the presence of preferencial inhibi-
tors of hemagglutination {ceto-hexoses) or other sugars. Purther more, rosette formation was not in-
hibited when sheep red blood cells were previously incubated with LIE

Indirect Immunoflnorescence assays and flow cytometry have demonstrated that LIF blocked the
hinding of the anti-CD2 monoclonal antibody to the lvmphocyte membrane receptor, strengthening
preliminary data obtained with B rosette inhibition assays.

DESCRIPTORS: Lectin, Snail, Lvimphocytes, B.glubrata,
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ALEMIN, M.GAL LANDGRAF LM, & VIEIRA, M EP. - Coptribuicio da imunoeletoforese cruza-
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RESUMO: Imunoeletrotorese crazada (JEC) fol empregada para pesquisar a presenga de antigeno
de Nelsserig meningiridis grupo B em 185 amostras de Hoguido cefalorraguidiano (LCR) efou 125
amostras de soro. Dentre as amostras de LCR, 103 (53,79 foram positivas apenas atraves da cultura
& 36 (19,5%) apenas na reagido de IEC. Em 34 (18.49) destas amosleas, ambos os métodos apresenti-
rar resuitados positivos, Nos casos em guie a caliira fol negativa, a [EC em amostras de LCR efou saro
contribuiv para o diagadstice do doenca meningocdcica grupo B em 26.7% dos casos, sendo que em
99,19 deles ja havia sido iniciada terapia antibacteriana. Considerando os resultados positivos obiidos
apenas na [EC do soro. foi ohservada uma percentagem de 5,6%. A contribuigio da IEC em LCR efou

soro foi signficativa.

DESCRITORES: Infecgdes por Neisseria meningitidis grupe B; Imuroeletroforose cruzada:

Métodos diagndsticos.

INTRODUCAO

Durapte os dltimos 20 anos, Neisseria meningitidis
grupo B tem sido a causa mais comum de doenga
meningocdcica em muitos pafses ' Desde 1988, em
S&o Paulo, 8P, tem havido um aumento de casos de
meningite por Neisseria meningitidis, principaimen-
e grupe B. Dados recentes mostraram uma alta inci-
déncia de meniagococo grupo B em Séo Paulo: 63%
em 1990, 31% em 1991, ¢ 63% em 1992 ¢ 1993,

Diferencas na severidade da doenga podem ser atri-
bufdas a variagfes na virnléncia dos sorogrupos e tam-
bém ao desenvolvimento da inwmidade natural rela-
cionada & idade, Doenca meningocdeica fulminanie
¢ mais comum em infecedes pelos grupos B e C do
que pelo grupo A. A proporglio de casos em criancas
menores de 3 anos & maior com grupo B e menor com
grupo A°.

Em meningite, um diagndstico laboratorial preco-
ce & de grande relevancia para a indicaciio de medi-
das terap@uticas adequadas.

Dentre as téenicas imunoldgicas usadas para detec-
tar antigeno bacteriano em fluidos corpdrecs, como
Hquido cefalorraquidiane (LCRY, soro. urina, a imuno-
eletroforese cruzada (IEC) ¢ a aglutinacdo do ldtex
(LA) t8m sido largamente empregadag® 841+,

A detecglio de antigeno de Nelsseria meningitidis
grupo B em fluidos corpdreos, contudo, tem sido difi-
culiada pela auséncin de wm bom anti-sore grupo es-
pecifico devido a pouca imunogenicidade deste polis-
sacdride bacteriang ™7

Muitos imunorresgentes para o diagndstico de
doengas infecciosas sdo produzidos no Instituie
Adolfo Lutz de Sic Paulo, SP, para suprir os 1abo-

#* Realizado nas SegSes de lmunoelogia e Bacteriologia do Tnsiituwto Adolfo Lutz, S30 Paulo, SP, com financiamento do CNPyg

(N 500782/91-1) ¢ nstitto Adolfo Lutz.
= D Instinto Adolfo Lutz.
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ratérios de Saude Publica localizados em diferentes
regides do Pafs.

Com o intuito de melhorar o diagadstico de menin-
gites bacterianas pela téenica de IEC, anti-soro
policlonal anti-N. meningitidis grupo B, com alta
sensibilidade e especificidade foi produzido no Insti-
tuto Adolfo Lutz e tem sido ntilizado na rotina desde
1986

Erpregando-se este anti-soro, fol realizado um es-
wdo retrospective com a finalidade de avaliar a efici-
&ncia do diagndstico laboratorial de infecgdes meningo-
cocicas do grupo B através da TEC e amostras de LCR
e sore de 1992 a 1994, na Se¢io de Imunologia. & com-
parados os resallados com os de cultura.

MATERIAL £ METODOS

De janeiro de 1992 a dezembro de 1994, amostras
de LCR e/ou soro de 185 pacientes com suspeita cli-
nica de meningite e/on septicemia, sendo 125 amos-
tras de LOR pareadas com amostras de sora, foram
examinadas através de coltura de bactérias e IEC. A
cultura das amostras de LCR foi processada segundo
metodelogia jd deserita®, e a TEC em amostras de LCR
e/ou soro foi realizada de acordo com Greenwood et

alii’t. O anti-soro atilizado neste estudo fol produzi-
do na Secao de Imunologia, segundo método previa-
mente descrifo!, como também o antigeno polis-
sacaridico usado como controle',

A detecciio de agentes antibacterianos no LCR fol
realizado de acordo com metodologia ja descrita'®,

RESULTADOS

s resultados do empregoe da 1BC analisando amos-
tras de LCR e/ou soro ¢ da téenica bacterioldgica de
cultwra de LCR estao descritos na Tabela |

Foi possivel comparar a cultura e 2 IEC em 185
amosiras de LCR, Pode-se observar que em 103(553,7%)
das amosiras, apenas a cultura foi positiva. Por outro
lado, 36(19.5%) destas amostras apresentaram ape-
nas reagbes positivas na IEC, Bm 34 (18,4%) destas
amosiras de LCR, ambos o3 métodos mostraram re-
sultados positivos, Computando-se 0s resuitados po-
sitivos da cultura e da 1EC de LCR, independente-
mente de terem ocorrido simultaneamente ou n3o nas
mesmas amostras de LCR, a positividade foi de
T8,7% (140 amostras) e 38,9% (72 amostras)., res-
pectivamente. Considerando os resultados da ITHC em
amosiras de soro, em 15 de um total de 125 casos

TABELA

Estude comparativo da téenica de imunoeletroferose cruzada (JEC) em 185 amostras de liquido
cefalorraquidiano (LCRY e 125 amostras de soro, com cudtura de LCR de pacientes, no diagndstico de
N, meningitidis grapo B (1992-19943,

RESULTADGS POSITIVOS

TECNICAS

TOTAL COMANTIBACTERIANG  SEMANTIBACTERIANG
(%) L B ) o
TEC/LCR 36 35 1
(19.5) (97.2) (2,8)
IEC £ soro 7 7 i
(5,6} {100.0) (0,0
TEC / LCR e TEC / sore 2 2 0
(1.,6) {106, (0.5
Cultura / LCR 103 {4 103
(357 (6,03 (1000
Cultura/ LCR e IEC/LCR 31 1 30
(16,8) (3.2} (96,8}
Cultura / LCR ¢ [EC / soro 3 4] 3
(2.4 .03 (160,0)
Cultura / LCR e TEC / LR e TEC / soro 3 4 3
{2.4) (0.0 (100,06}

i4
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(12,0%}, fol deteclada a presenga de antigeno de N
meningitidis grupo B, dos guais ¥ foram positivas tam-
bém nos exames de LCR e 7(5,6%) apenas na [EC de
SGFO.

Naos casos em que a cultura se apreseniou negativa,
a IRC em amostras de LCR efou soro contribuiu para
o diagndstico de doenga meningocdeica grupo B em
26,7% dos casos, dos quais em 99.1% fol detectada a
presenca de antibaclerianos no LCR.

A presenca de agentes antihacterianos foi detecta-
da em amostras de LCR de 45 pacientes dos quais 44
apresentaram 1EC e LCR cfou soro positiva e culura
de LCR negativa, ¢ uma amosira de LCR positiva em
ambos 0% métodos, ou seja, cultura e 1EC.

A avaliagio do desempenho diagnéstico da IEC em
amostras de LCR em relacio 4 cultura estd apresen-
tada na Tabela IL

DISCUSSAD E CONCLUSOES

Como citade anteriormente, o polissacdride do
meningoroce grupo B é conhecido por sua pobre
imunogenicidade. Contade, o uso do anti-soro poli-
clonal anti-N. meningitidis grupo B na EC de LCR
efou soro produzido na Segio de Imunologia desde
1986, em muito vem avxiliando no diagnéstico, ndo
86 em Sfo Paulo, mas também em outros estados, prin-
cipalmente no momento em gue o Brasil se encontra
com uma alta incidéncia de doenga meningocdcia
grupo B.

Alguns autores relatam problemas com a sensibili-
dade da IEC para a detecg¢fio de polissacdride do
meningococo grupo B, ndo obtendo sucesso na
detecgiio de antigenos, mesmo guando a cultura é
positiva®h 1% 1519,

Empregando anticorpo monoclonal, COLL et alii®
observaram que 17% dos casos analisados apresenta-
ram antigenos polissacaridicos através da 1EC em
amosiras de LCR de pacientes com meningite menin-
goedeica do grupo B comprovada na cultura.

Analisando os resultados do nosso estudo, nota-se
gue a posifividade da TBC em amostras de LCR nos
casos com cultura positiva, Toi de 19,2%, ligeiramente
superior a relatada por COLL et alii®,

Considerando os resultados de positividade apenas
na IEC do soro, foi observada uma percentagem de
5.6%, fmdice semelhante ao encontrado por Alkmin
et alii (5.0% ). Estes dados indicam gue o aso de soro
de pacientes na pesquisa de antigenos € exame con-
plementar importante, principalmente quando o pa-
ciente esté desenvolvendo uma septicemia. s resul-
tados abtidos sdo significantes, pois ¢ método da 1EC
ne LCR e/ou sore dos casos em gue nma cultura de
LCR se apresenta negativa, € capaz de contribuir para
o diagndstico, mesmo quando o paciente & submeti-
do & antibioticoterapia prévia.
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TABELA TN

Avalisgio do desempenho diagndstico da éenica de imanoeletroforese cruzada em relacdio a cultura
efetuada no lguido cefalorraquidianc de pacientes infectados com Nomeningitidis grupo B.

INDICES DEAVALIACAQ CULTURA
Sensibilidade 0,472
Especificidade (0,938
Eficiéneia 3,756
Indice Kappa (X) 0,410
Conceito de K Maderado
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ALKMIN, M.G.A LANDGRAFE LM, & VIEIRA, M.EP - Contribution of counterimmunoelectrophoresis
in cerebrospinal flid and/or serum in the diagnesis of Nelsserio meningitidis group B infections
in Brazil. Rev. Inst. Adolfio Larz, S6(11:13-17, 1996,

ABSTRACT: Counterimmuncelectrophoresis (CIE) has been used to show the presence of
Neisseria meningiidis group B antigen in 185 cerebrospinal fhad (CSF)Y andfor 125 serum sumples.
From the CSF samples, 103 (33.7%) were only culture positive and 36 (19.5%) showed only positive
CIE reactions. In 34 (18.49) of these samples both methods had posttive results. Among patients who
had negative CSF culture, CIE in CSF and/or serum contributed for the diagnoesis of group B
meningococeus disease in 26.7%. from which 99.1% had alrcady received previous antibacterial therapy.
Considering the only positive results by CIE in serum, 1t was observed o perceniage of 5.6%. The
contribution of CIE in CSF andfor seram was significant.

DESCRIPTORS: Neisseria meningitidiz group B infections; counterimmunoeiectrophoresis;

diagnostic methods.
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NOGUEIRA, Y.L and SOUZA FELIPPE, L M. M. - RabiesVirus in McCoy cell line - Part [ (Pwificanon).
Bev st Adolfo Lurz, 36 (131926, 1996,
ABSTRACT: During this work Sokol's classical method, slightly modified, was used in order 1o
obtain the purified fraction of rabies viras.

A filwation in Sephadex G-50 column toek place followed by another filtration in Sephadex G-
75, eliminating the enzimatic freatment with [DNase and RNase.

The elution in Sephadex (-30 separated two peaks with activity in 280nm {(Absorbance). Peak |
has separed a bovine albumine serum and Peak 1 has separated mosy of the viral fraction purified, free
of such contaninals as serum or cellular proteins, Peak T was submitted 10 a saccharose gradient clumping
al] viral particles components and they were biochemically characierized throughout the electrophoretic
separation in poliacrylamide gel SDS-PAGE and immunogenically thronghout crossed immunoelec-

trophoresis.

Crossed inmmunoelectrophorssis was used to fallow all the purification process, allowing the ob-
servation of which fractions were eliminated in cach step of the process.

Qs the other hand, two advaniages could be obtained when the bovine albumine sernm was elimi-
nated in second filivation through the Sephadex G-50 and when crossed immunoeletrophoresis techaique

allowed a complete peer-view of the process.

This aproach is very interesting when a lagge scale production process of purified antigen is involved
for it adfows the control of the purity degree and the attainment of a good gquality conrol of the product.

DESCRIPTORS: Rabies virus, MeCoy cell tine, Purification, Crossed immunoeletrophoresis and

Glycoproteins.

INTRODUCTION

According to Nogueira (Purt [ and 115 the evidence
of cytopathic effect (CPE) in McCoy cell line infected
with rabies virus is associated with virus replication
and increase of the titer.

The rabies virus immunochemistry characteristics
were observed during the process of purification.

Rabies virus multiplied and released in MoCoy cell
line, grown in suplemented media with foetal calf

serum was purified according to Sckol’s'! classical
method submitted to some modifications. Tt was used
ERA strain of rabies virus obtained after several pas-
sages in McCoy cell cultares.

During the purification process it was used the crossed-
immunoelectrophoresis technigue according to Laured
and Week ', afterwards, this technigue was standardized
by Nogueira et alif’, in order to identify the immunogeaic
fractions from anti-rabic vaccine Fuenzalida-Palacios’.

The technique was adeguate to make clear the
purifiction process and constituted a simple and cheap
method that could control the entire process.

# [aboratdrio de Raiva do Servige de Virslogia do Instituto Adolfo Lutz de S30 Paulo - Av, Doutor Arpalde, 355 - CEP (1246-900

Sao Paglo - Brasil,

#% Servigo de Virologia do Instituto Adolfo Latz de 580 Paunlo - Av. Doutor Amaldo. 355 - CEP 01246-900 - Sdo Paulo - Brasil.
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MATERTALS AND METHODS

VIRUS: Rabies virus. ERA sirain, that was sucessively
passed in McCoy cell line was used. Infected cells
from several passages maintained in Fagle’s medium
supplemented with 2% of foetal calf serum (FCS}
showing tilres that ranged from 10% to 10° LD50%/
.03}, were inoculated into the brains of newbom
mice and the death rate was calculated by the Reed-
Muench' method. These cells were frozen and thawed
for three times and the celtular finid was collected and
processed according the diagram,

VIRUS PURIFICATION: The infected ceflular fluid,
after the freexing-and-thawing process, was centri-
fuged at 1000 x g for 20 minutes. The supernatant was
poured and added of zinc acetate until reaching a .02
M. The pH was adjusied to 6.8 and the supernatant
was kept at 4°C of temperature and it was centrifuged
again at 1000 x g 40 minutes, After that, the superna-
tant was discarded and to the precipitate was added a
tris-phosphate EDTA .02 M Solution with pH = 7.8
(NTE) {1/80 of the original volume of the infected
fluid). After centrifugation, the pellet was discarded
and the supernatant was filtered though a Sephadex
G-75 columa.

GEL FILTRATION: Al samples were tested for
molecular integrity by two collumms with 1.5 ¢m
diameter and 50 cm of height were prepared for gel
filtration. The first filtration was through Sephadex G-
75 and the second was through Sephadex (G-50: both
were treated with tris-phosphate .02M at pH=7.8
(NT). Practions were colleted by conginuos gravity
current and the Sephadex G-73 filtration evidenced
only peak between the fractions of the tubes 5 and 10.
This peak was concentrated with the help of Amicon
system of membranes and then went through the
Sephadex G-50 collumn.

SACHAROSE GRADIENT: The peak obtained by
Sephadex G-530 collumn was concentrated through a
saccharose gradient (10% 1o 60% ) also butfered with
tris- phosphate and centrifuged in a Beckman spin rotor
25.1. 10 61.000 x ¢ during 40 minutes at 4°C.

CROSSED IMMUNOELECTROPHORESIS: This
technique was made during all the purification process
with the objective of following each on the purifica-
tion phases.

I the crossed immunoelectrophoresis the first
step was carried out using agarose gel (medium type
from Sigma Labs.), meited In a tris-barbiturate
0.02M, pH = 8.6 buffer.

The sarme buffer was used in the electrophoresis

cube. The voltage was constant during the process and
was $-10 Viem. During the first run, the duration was

20

1:3C hours and during the second run, performed
across the first, with the hyperimmune serum contain-
ing in the gel, the doration was 3:00 hours,

Then the slides were washed in saline 0.15M sev-
eral tmes in order to eliminate non preciptate serum
and fixed in ap ethapol/ methano! (30/50) solution.
The slides were stained with ap ethanol acetare acid/
briliiant Comassie blue G (300/500/0.5g) . To avoid
excess of staining the slides were washed with solu-
tion containing ethanol/ acetic acid/deionated water
{45/10/45) and were allowed to dry. The preciptated
fractions could be seen, then | fotlowing the technique
originaily described by Week™ |

GEL ELECTROPHORESIS {(SDS/PAGE): The ob-
tained peaks in two gel filirations were submitted to
an electrophoretic run in order toc observe the
polipeptides of the samples, Each sample was mixed
{v/v) 1o the lysis buffer (1% Sodium Daodecy! Sulfate
+ 1% heta mercaptoethano! + 0.1% bromophenol
blue). Each mixture was boiled w 100°C during 1
minute. The lysis product of each mixture was
transfered in poliacrylamide gel prepared in a gradi-
ent varving from 7.5% o 12%, according Laemili’s*
tochnique.

IMMUNOENZIMATIC TEST: It was performed to
verify the recovery of the viral activity after concen-
tration in the saccharose gradient.

The opalescent ring that is shown in a belt aproximately
453% from the top of gradient was collected and
dialysed against  decreasing  concentrations  of
saccharose (mol/liter). The final volume of 30 ml af-
ter dialysis, was divided into thirty/ | ml sample and
they were tested against anti-rabic seram to detect
viral activity.

1t was used a flexible plastic plate with 96 holes, in
each of them it was poured 15 ul of each one of the
thirty fractions and the plate was mairiened overnight
ar 4°C.

For thie reaction antigen-antidoby 15 ol of anti-ra-
bic serum was added and the plate was incubated at
37°C during 45 minutes, then the supernatant was dis-
carded with the help of an adequate aspiraior and the
material was washed three times with buftered saline
plus 0.03% of Tween {tensicactive agent); the excess
of Tigquid was discarded and anti-IgG conjugate bound
to peroxidase was added. The plate was incubated at
37°C for 30 minutes in a umid chamber and then
washed again three times, Next step was additioned
the cromogenic substrate, orto-phenildiamine {OPD}
diluted in citrate buffer pH 5.4 and oxigenated water
0.03 v/v. As the enzimalic reaction was compieted it
was stopped with a subfuric solution 4 n and the inter-
pretation was done in an ELISA reader (wavelenght
492nm). This test was made in wiplicate and holes
were used for controls.
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RESULTS The Figure 1A shows the beginning of the process:
collected cellular fluid from several passages of ra-
Each step of the purification process as presented  bies virus (ERA strain) in the McCoy cells.
in the Diagram 1 was followed by crossed immuno-
electrophoresis technique.

DIAGRAM OF VIRAL PURIFICATION

Culture fhaid infected (Fig. 1A}

centrifugation (3000 x g/20 min.}

T~

supernatant (Fig. 1B} precipitate (Fig, 1C}

addiiion Zine Acetate
0.02 M pH 6.8 (4 CR20min)

centrifugation (3000 x g/20 min)

\

supernatant discarded precipitate
ackdition Trig-EDTA
i3 Mpl17.8

|

centrifugation
(3000 x g/20 min.)

supernatant (Fig. B} precipitate (Fig, )

fitration in Sephadex GG-73 columa
{AD.280 monitoration} Figures 1Fand 1G

Concentration and filtration in Sephadex G-30 column
{AD 2R monitoration)

peak I (Fig. 11 peak I (Fig. 11}

saccharose gradient {10-60 %)
{61000 % 2790 min) (Fig. 1D
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Figure 1: Crossed immunoelectrophoresis of each step of the purificatio process according to the Diagram.

1A: Infected cellular fluid;

1B: Supernatant after the first centrifugation;

1C: Preciptate from first centrifugation discarded,;

1D: Preciptate from the third centrifugation (discarded);

1E: Supernatant before filtration in Sephadex G-75 column;

1F:  Elution product of Sephadex G-75 column;

1G: Retained material in the column (eluate);

1H and 11: Peaks I and II collected after filtration in Sephadex G-50 (280 nm of absorbance).
1J:  Peak II after concentration in saccharose gradient.
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According to Diagram 1 the first step of the pro-
cess has eliminated all cellular debris, Figure 18
shows the sapernatant after centrifugation at low
speed: the preciptate (Figure 1C) was discarded.

Figure 1D is the preciptate obtained after the cen-
trifugation obtained after preciptation with zinc ac-
etate diluted in NTE buffer, while the Figure E repre-
sents the suppernatant, which was eluted through
Sephadex (G-75 column (Figure 1), This resulis is
also show in the Figure 2. Figure 1G s retained ma-
ferial in Sephadex G-75, that is the elements of high
molecular weights.

Ab280
&4
44
24
[ p———— | ,‘-v-,._,,,.......—.-
5 W0 15
FRACTION (mi}

Figare 2: Cromatography in Sephadex G-75. Systeny: Column
{15 x5 oy ehated NTE buflfer, Fraction collected {3 miy,
collected (3 mi), monitored by Absorbance 280 nim.

The elution product was concentrated by ulirafil-
tration with membranes of G.015 um of porosity. The
volume was reduced to 10% of the injtial volume and
then, the obtained product was eluted through
Sephadex G-30 column. The eluted product show two
well defined peaks at 280nm of absorbance (Figure
3, peak T and peak 1), which are equivalent to Figure
H and Figure 1, respectively.

The Figure ¢ shows the electrophoretic profile
where lines | and 2 correspond fo the paiterns of
molecular weights. Line 3 is product of peak 1 elu-

Ab2BO p
5
4]
L]
34
24
.
’-
R .\"‘"’ ~ \-\'m
5 16 5

FRACTION {mi}

Figure 3; Cromatography in Sephadex G-530. System: Colimm
(1.5 % 50 cm) eluted NTE bufter, Fraction collected {3 mi),
collected {3 mi), monttored by Absorbance 280 nm.

o
LV
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tion and line 4 is the product of peak II while line 5
is peak II after concentration in saccharose gradient
(equivalent to Figure J.)

In line 3 it can be observed one band with the same
molecular weight of albumine that correspond to peak
I and Figure 1H. In line 4 the presence of two bands

P
sa

4 Gp 80kd
' Alb.67kd
Gp 50kd
Np 43kd
M1 37kd
M2 21kd

Figure 4: Electrophoretic separation in poliacrylamid gel SDS-PAGE.

Lane 1: high molecular weight
Lane 2: low molecular weight
Lane3: Peak I (Sephadex G-50)

is observed, one more strongly stained with molecu-
lar weight near that of the albumine and other band
weakly stained, that is difficult to see, with molecu-
lar weight around 50k daltons. However, in line 5, it
can be better observed the concentrated material
where several bands with similar molecular weight to
that rabies of virus proteins appear: the glycoprotein
(Gp) of 80 and 50k daltons, the nucleoprotein (N) of
43 k daltons and the proteins of the membrane (M1
and M2) with 37 and 21k daltons besides others pro-
teins of low molecular weights but also much diluted.

DISCUSSION

In this work the purification of rabies virus multi-
plied in McCoy cell line was demonstrated and the
caracterization of biochemical and immunological as-
pects of viral fraction purified through the crossed
immunoelectrophoresis following Week'* is showed.

Sokol’s'"!? classical method was used for the pu-
rification with some modifications: the treatment
with DNase and RNase after elution in Sephadex G-
75 columm was eliminated and it was introduced an-
other elution with Sephadex G-50 instead of
enzimatic treatment aiming at the elimination of the
albumine fraction.

Neurath® et alii has demonstrated that rabies virus
presents glycoproteins with 50 k daltons of molecu-
lar weight ; these glycoproteins are located in the
spikes present in the viral envelope and are respon-
sible for the immunogenicity of rabies virus.

Dietzschold?® has isolated and has purified the gly-
coprotein located in the external wall of the virus
membrane with help of a Sephadex G-200 column. He
obtained a glycoprotein of 400k daltons of molecular
weight "in natura”. After a denaturation with deter-
gent, Nonidet p40, and electrophoretic separation in

24

Lane 4: Peak II (Sephadex G-50)
Lane 5: Peak II after concentrarion in saccharose gradient.

poliacrylamid gel SDS-PAGE it became demostrated
that this glycoprotein consisted of two chains of gly-
coproteins, one with molecular weight of 80k daltons
and another with 50k daltons.

During this work, after the purification two proteins
of molecular weights similar to that glycoprotein
G(80k daltons and Gp 50) were evidenced and also
contamination of bovine albumine fraction with mo-
lecular weight of 67k daltons from the serum and an-
other components of the virion as nucleoprotein N
(43k daltons) and membrane proteins M1(37 k
daltons) and M2 (21k daltons).

After the electrophoretic separation on poli-
acrylamid gel SDS PAGE it is difficult to identify
whith band correspond to Gp 50 or albumine, due to
nearness of these two bands. However, with the crossed
immunoelectrophoresis, technique this caracterization
became possible. As it can be can observed in Figure 1H,
according to Nogueira et alii’ that characterized the
imunogenic fractions of albumine and that of the viral
fraction of the Fuenzalida - Palacios vaccine, the elec-
trophoretic profile of albumine and that of the viral
fraction are well defined.

The introduction of gel filtration in Sephadex G-30
showed efficiency in the resolution of both peaks,
separating the albumine in peak I, thus making pos-
sible the elimination of the undesired contaminant,
for the albumine is highly immunogenic during the
immunization process. However, it is known that
albumine protects the maintenance of viral titre dur-
ing stockage at low temperature. So, it became pos-
sible to maintain the virus protected for long time,
being this one of the adaptations to conditions of work
in the laboratory.

Figurel] shows crossed immunoelectrophoresis af-
ter concentration in saccharose gradient: it can be ob-
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served two lines of precipitation what is in accordance
o Neurath's” findings: he also noticed that, after the
saccharose gradient , two lines of preciptation were
observed i the Outcherlomy  technigue.

However, in Figure 11 only one line of preciptation
¢an be seen and it corresponds to peak H before con-
centration in saccharose gradient. In Figure 1] the pre-
cipitation main line presented an electrophorstic
mobility distinet from its equivalent In Figure 11, This
result suggests that the sacchorose gradient clumped
particles that were dispersed and, due to the molarity
vartation in the gradient, the electrophoretic mobility
probably could be altered .

Tn Whitt et alii’® studies it became proved that the
ionic strenght of the buffer in saccharose gradient turns
the glycoprotein olygomer unstable causing the disso-
ciation and solubilization of the glycoprotein. Accord-
ing to the same authors the olygomer should have a
moiecular weight upper 200k dattons: as was observed
by Dietzschold® this olygomer is composed by three
parts forming a dimer with molecular weight aroud
80k daltons and a monomer with molecular weight
around 30k daltons, modiffing the oligomeric strue-
ture of the virus glycoprotein, buat it is important to
notice that the sequence of the guartenary structure
of the extra-celular dominium of the giycoprotein |
exactly what gives immunogenicity, 18 not alterated,

This methodeology allowed the recovery of rabies

virus from McCoy cells culture, purified and free of
contfaminants or other cellular proteins, even consid-
ering that this purified fraction of the virus has not been
tested in relation to its capacity of inducing protection
or Immunity.

Atanasiut et alii! reported in refation to a compara-
tive study was made with vaccines obtained from three
ditferent cell lines, was demonstrated that, after pa-
rification of each vaccine the greatest part of the con-
tarninants was eliminated but not those of celinfar
proteins, Perrin®® discussed that in the purification
processes, besides celiular contaminants some active
viral particles and some epitopes (soluble glycopro-
teins) are jost,

However, the viral recovery was verified during
the immunoenzimatic test by the viral activity: data
not showed |

This snxdy has demonsizated the antigenicity in rabies
virus recovered in MeCoy celf line. A favourable aspect
of this preparative method was that we have a guantita-
tive notion of the purified product and the level of the
contaminants be maintained at the minimum possibie.

This methodology enables a production process of the
viral bulk in large scale and makes possible all process
monitoration by an efficient not expensive method, al-
lowing adequate quality control of the product.
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RESUMO: O virus rdbico replicado e liberado em cuitura de células McCoy crescidas em meio
suplementado com soro fetal bovino fol purificado de acorde com o ¢lassico métode de Sokol ™, porén,

submetido a algumas modificagtes.

Introduzimes a tiltragdo em Sephadex G-30, em seguida a filtragfio em Sephadex (G-75, eliminando

O fraamento enzimédtico com DNase ¢ RNase.

A eluigio em Sephadex G-30 apresentou dois picos com atividade em 280 sm. O pico I continha
soro albumina bovine ¢ no pico 1l a mator parte da fraglo viral parificada livre de contauminanies como

profeinas séricas ou cefalares.

03 pico 1 foi subinetido b concentracho em gradiente de sacarose, agrupando todos os componentes
da particula viral, sendo estes componenics caracterizados, bioguimicamente, através de separacio
eletrofordtica SDS-PAGE ¢ imunoceletroforese bidimensional.

A imunoeletroforese bidimenstoual fot utilizada paca acompanhar tode o processe de purificacio,
pepmitindo ohservar e visualizar guas fragdes foram eliminadas em cada etapas do processo.

Neste caso dupla vantagem verificou-se ao eliminar-se a soro albuming bovina com ainttodugio da
segunda filtracEo em Sephadex G-530 ¢, conseqiieniemente, a vissalizagio através da #enica empregada,

a imunocletroforese bidimensional,

Esta abordagem € interessante nos processos de produciio de antigenos purificados em larga escala,
pois permite conmrelar o graw de pureza e obter um bom controle de qualidade do produto.

DESCRITORES: Virus rdbico, células MeCoy, purificacdo, eletroforese bidimensional ¢

slicoproteing.

[\
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RESUMO: Este trabalho ¢ uina revisio sobre virus Dengue,

Numa tentativa de rever os conhecimentos acumulados, apresentando aspectos moeleculares,

diagnébsticas e clinicos,

DESCRITORES: Virus Dengue; Diagndstico; Estrutura Molecuiar; Apectos Clinicos.

CARACTERISTICAS GERAIS DOS VIRUS

A palavra virus € origindria do vocdbulo Jating vi-
rus, gue significa veneno, Desde a Antiguidade eram
noticiadas epidemias causadas por tais agentes, sem
que, na €poca, sequer se cogitasse de sua existdneia.

Os primeiros experimentos que jevaram & descober-
ta dos virus, em 1892, foram feitos por IVANOVSKI
e BEIJERINCK ao pesquisarem uma doenga que ogor
ria em folhas de fumo, hoje denominada “mosaico do
tabaco”. No inicio deste século, LOEFFER & FROSCH
conseguiram induzir a febre aftosa em bovinos e
REED & CARROL a febre amarela. Em ambos os
experimentos foi utilizade filtrado de material infe-
ctado e analisada a capacidade destes de causar infe-
¢edo ¢ doenga. Estes pesqguisadores, porém, o sabi-
am qual era o agente ou substncia capaz de produzir
as doengas (BUSBY & COLS,, 1964).

Os vitus sfo exfremamente simples e estio entre as
menores formas de vida, Sao constituidos, basicamen-
te, de dcidos nucléicos e proteinas. Sua simplicidade os
torna parasitas intracefulares obrigatdrios, isto €, vivem
exclusivamente dentro de células hospedeiras, onde ocor-
re a mulliplicaglio viral, levando a uma forte dependén-
cia da estrutura e do metabolismo destas células,

Séo considerados particulas infecciosas, peis sao,
potencialmente, capazes de produzir doengas, tendo
um papel de destaque entre os agentes etioldgicos de
doencas infecto-coniagiosas de importincia socioe-
condmica e de Saide Piablica. Nao podemos deixar
de ressaltar que a maijoria das infecgSes virais ocorre
sem sintomas claros ou com sintomas inaparentes
{sintomas subclinicos). Por outro lado, muitos virus
podem causar mais de um tipo de manifestago clini-
¢a, envolver mais de um sistema de drgios e podem,

ainda, ser brandos ou fulminantes. Outro ponto a ser
ressaltado € o fato de uma mesma doenga (sintomas
clinicos semethantes) ser causada por diferentes vi-
ras, como, por exemplo, as infecgfes respiratérias e
as encefalites virais. Estas obscrvagdes mostram que
a identificagio definitiva da etiologia de uma doenga
viral depende de testes laboratoriais,

Néo podemos esquecer que estes organismos, sen-
do tAo simples, @m um papel de destaque no desen-
volvimento dos principios gerais da biologia moder-
na. O conhecimento existente hoje, como a resposta
da simplicidade de seu sistema genético e o mecanis-
me de seu funcionamente, € de fundamental impor-
tAncia para entender a estrutura e a funciio dos genes,

CLASSIFICACAO GERAL DOS VIRUS

Até 1966 a classificagfo dos virus foi muito con-
fusa, pois rauitos pesquisadores e comitds isolados
montavam diferentes esquemas de classificacio. So-
mente naguele ano, durante o Congresso de Microbio-
fegia, em Moscou, formou-se o Comité Internacio-
nal de Nomenclatura dos Virus (ICNV “Internatio-
nal Commitiee on Nomenclature of Viruses™). Mais
tarde, em 1973, recebey a denominagio de Comiteé
Internacional de Taxinomia dos Virus (ICTV - “In-
ternational Committee on Taxonomy of Viruses™)
{FENNER & PEREIRA, 1974; MATTHEWS, 1979;
BROWN, 1986).

Nos (iltimos anos as técnicas usadas para classifi-
cagdo laxindmica incluem: morfelogia de particula
viral (observada por microscopia eletrbnica), cara-
cteristicas e estabilidade fisico-quimicas (comporta-
mento em presenga de solventes lipidicos e detergen-
tes, variagio de pH e temperatura etc), tamanho da
particula viral (por filiragfio através de fibras e micro-

* Laborat&rio de Biologia Molecular, Servigo de Virologia do Instituto Adolfo Lutz.
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poros de difimetro conhecide), material genético gue
o viras (DMA ou RNA)Y ¢ caracteristicas
tos vives (por diferentes métodos sorold-
cnicas utifizando anticorpos monoclonais,

CORTITN
anljgé
gicos).
!

Q*i’!ééac de popt Aeos afzﬁmc do material gendtico ¢
mapeamenio epitdpico possibilitaram wm melhor en-
tendimente Jdas bases ¢ a nduclo das respostas imu-
nodGgicas,

Arbovirus

on diferaties patdgenos virais que afetam o
hoipem deve ser desticado um grande grupo de vivus,
designados genericamenie de arbovirus (“Arthopod
borne viruses” - Vires ransmindos por artcépodos).
Como definido pela Organizaglio Mundial de Satde
CWHG - " World Health Grganization”™), “Arbovirus
$&0 viTns que se perpetuam. na naturcza, principal-
mente devido & propagacio bioldgica entre vertebra-
do hospedeiro suscetivel e artrdpodo hematdfago ou
pela transmissBo  transovariana ou venérea  om
arlrdpodos™(REHLE. 1989). A manutengdo deste
arupe ocorre, principalmente. por um ciclo conti-
nue de maoltiplicagio viral, em tecidos dos artrépo-
dos, e transmissfio para os vertebrados, pela pica-
da destes arirdpodos produzindo viremia (SHOPE
& SATHER, 1979}

Os arbovitus foram reunidos segundo as suds ca-
racteristicas epidenioldgicas e algumas relagbes an-
tgénicas. Estas podem sey verificadas por alguns tes-
tes soroldgicos tais como: newralizacho (INT., fixa-
hema-
gluti o (HI) e distribuidos, de acordo com estas
reagfies, em diferentes grapos {CALISHER & COLS.,
1986, Dentro de um mesmo grupo alguns mosivam
R z.‘e}zzgz”m mais intima, formando sm subgrupo ou
complex ey grupamentos virais foram confirma-
dos por asdlises morfogenética e molecular, resultan-
do na elassificacio arondmica de: famihas, géneros,
ma-om‘upm complexos, dpos, subtipos e variedades
o {KARABATECGS, 1985 CALISHER. 1980

¢fo de complemento (FC), inibigio da

Dos mats de 500 arboviras reconhecidos e distri-
buidos mundialmente {(KARABATSOS, 1985}, nor
volta de 200 580 conhecidos o suspeita-se que sejam
trunsinitidos por mosquitos, Alguns destes sdo agen-
tey f)amger{. s importantes para o homenn, tais como
virus da febre amarela (YF - “Yellow Fever™); vitus L‘LL
dengue (DEN-Dengue); virus da encefalite japonesa JE
- Jdp{mem Encephalites™): virus da encefalite de Sio
Ligs (SLE - "Suint Lows Ence p}m!ms yoovirus da

encefali r*qm:m do leste (EBE Castern: Equine
Emaphdxm 1, virus da encef ﬂhte equira do oeste
(WEE - “Wesiern Dguine Rncephalitis”y (KARA-

BATS0E,

niio € essencial para & manutesgio e

P985 No entanto, a infeccdo no homem
disseminacio de

maitos arbovirus, € as doengas resultantes da infee-

¢lio por estes agenies virais sfo consideradas zoonoses
DeFOLIART, 1687). O Brastt, particularmente a re-

gido amazdnica, € recordista mundial em isolamento
de arbovirug, contando até 1985 com 134 diferentes
viras, sende 84 novos para o mundo (DeGALLIER &

COLS., 1987, PiNHEiRQ“I%Q).

(s arbovirus estBo, atuabmente, distribuidos em seis
diferentes familias: Togaviridae, Flaviviridae, Bunya-
viridae. Reoviridae, Arenaviridae ¢ Rhabdoviridae,
Estas familias podem conter alguns memhros gue nfio
estdc associados com a transmissfo por artrépodes
(REHLE, 1980).

Flayivirus

Até recentemente a familia Flaviviridac continha
somente um gendro, ox Flavivirus, No entanto, as
pestiviroses (COLLETT ¢ COLS., 1988} ¢ o virus da
hepatite C (0 agenfe caracterizado como hepatite nilo
A ¢ ndo BY (CHOO & COLS., 1989} foram incluidos
na familia como 2 géneros adicionais.

Da famitia Flaviviridae ja foram isolados pelos
menos 68 virus (CALISHER ¢ COLS., 1989} dos quais
26 (44%) sfo de importineia médica, entre eles: fe-
bre amarela (YF), encefalite japonesa {JE) e encefalite
fransmitida por carrapato (TBE) (MONATH, 1990).

A manutencdo desles viras pa natureza ocorre em
um ciclo de transinissio gque envolve mosquites o
carrapatos ¢ vertebrados (CHAMBERLAIN, 1980).
Apesar de estar distribuido ao redor do munde, com
exceclio da regifio polar, um flavivirus especitico
pode ser geograficamente restrito a um continente
ou parte dele, como por exemplo, o virus Rocie
(ROC), isolude por LOPEZ & COLS., (1978) no
muonicipio de Rocio no BEstade de $3o Paulo (SP),
Muitas infecgdes por flavivirus nfo sio caracteriza-
das devido a falta de pesquisa € 2s dificuldades mé-
dicas em algumas dreas geograficas afetadas. O con-
trole de uma epidemia por flavivirus pode ser com-
plexo e requer tempo ¢ piémeiameme As medidas de
prevencho e profilaxia vaviam de acordo com dife-
rentes aspectos. Pode ser urha campanha macica de
irmunizacio, como ne caso da febre amarela, efon
reduclo do vetor, pela educaciio piblica e elimina-
¢io do inscto por use do inseticida em larga escala
{epidenna de dengue ou febre ai”narela} A erra-
dicaciio dos flavivirus, 1o mundo, € improvavel por
sua maniencio em animals reservatdrios ¢ por se-
rem transmitidos transovariana ou venereamenie nos
artrdpodos (REHLE, 1989).

Multiplicacdo em Cultiras de Células

Flavivirus sfio pequencs viras envelopados, com
tamanhe de 40 a 30nm de didmetro. quimicamente
compostos por proteinas, carboidratos, fosfolipidios
¢ RNA, sendo um RNA gendmico de fita simples e
senso positivo, de mais ou menos [ kb, Andlises bio-
quimicas da organizagio e multiplicacdo viral de-
monstraram  que o5 flavivirus sio similares em
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morfogénese, morfologia e estratégia de muktiplica-
gio (RICE & COLS., 1986, WEHSTAWAY., {980;
WESTAWAY, 1987).

Os tlaviviros crescem em células de mamiferos,
aves ¢ insetos (KARABARTSOS, 19801 As etapas
especificas, na replicagio de flavivirus, ndo foram
ainda descritas com detalhes. (s estdglos iniciais da
infecciio, adesfo o entrada nas células hospedeiras nio
foram identificados. Evidéncias sugerem que os vi-
rus eptram nas células por receptores de endocitose,
mediadores por uma proteina de envelope () do vi-
rus e receptores da membrana plasmdtica (GOLLINS
& PORTERFIELD, {985}

Estudos, por microscopia eletronica (ME) da infee-
¢ciio com YE ROC, “West Nile Fever”{WN) ¢ kunjin
(KUN) em células Vero t8m localizado particula vi-
ral desprovida de envelepe e agregada & superficie
das células (GOLLINS & PORTERFIELD, 1985:
HATUNE, 1987, ISHAK & COLS., 1988 NG &
LA, 1988). Em fase posterior os virus sio encon-
rrados em vesiculas polissomais, onde uma fusio da
membrana, catalizada por deido, Hibera o nucleocap-
sidec no citoplasma {GOLLINS & PORTERFIELD,
1986a ¢ b

A sintese de RNA viral pode ser detectada entre 3
& 6 horas apss a infecgfio. com a hiberachio de particu-
las infecciosas iniciando-se em mais ou menos 12
horas. Eanbora a cinética de crescimento pareca simi-
lar exn céluias de vertebrados e artrdpodos, o titulo
miximoe em diferentes células pode variar considera-
velmente (IMUSSGAY & COLS,, 1975).

Em células de vertebrados podem ser observadas
alteracfes dristicas no citoplasma, incluindo vacuo-
lizacko e proliferacio de membranas infracelulares
(MARPHY, 1980). A infecclo é comumente ¢itoci-
da, embora algumas cfludas de vertebrados nflo mos-
fremm este efeito e torname-se infectadas cropicamente
(MARPHY, 19803, Células de inselos, fals como as
linhagens continuas., orfundas de Acdes albopicius ou
Aedes vegyprt {(SINGH. 1971) ¢, particularmente, o
clone C6/36 desenvolvimento pela clopagem de cé-
fulas de larvas de Aedes afbopictus (FGARASHIL
1978) podem demonstrar efeito citopdtico, com for-
magiio de sincicios até chegar a uma destruiglo celu-
far extensa (SUITOR & COLS. 1969; TRENT &
NAEVE, 1980; BRINTON, 1986: TESH. 197%: Fl-
GUEIREDO, 1990; BARBOSA & COLS, 1993).

A replicagido do RNA envolve a sintese das fitas
negativas complementares, que sdo usadas como
molde (“template”™) para a produgio de fitas posi-
tivas. ou sio traduzidas em um peolipeptideo. Pela
localizag#o das fitas de RNA em fracdes de célu-
ias, a sintese de RNA ocorre, principalmente, na
membrana do reticulo endoplasmatico perinuclear
(BRINTON. 1986, TRENT & NAEVE, 1980:
WESTAWAY, 1980, WESTAWAY, 1987). Subfragdes,

contendo estas membranas, s8c ricas ems RNA poli-
merase dependente de RNA virus especifica (CHU &
WESTAWAY, 1985 CHU & WESTAWAY, [987,
GRUN & BRINTON, 1986, WESTAWAY, 1987,

Dengue

© género Flavivirus da familis Flaviviridae foi di-
vidido em sete complexos sorelégicos. de conlormi-
dade com as reagBes cruzadas nos testes de neutrali-
zacho. € uso de anticorpos monoclonais (Mabs) con-
tribuia para aumentar o conhecimente da esirutura
antigénica destes virus. Existem epitopos de grupo,
de complexos, de tipos, de subtipos de linhagens e
sublinhagens (TRENT. 1977; ROEHRIG & COLS.,
1983; HENCHAL & COLS.. 1982; HEINZ, 1986},

Os virus dengue constituiem um complexo anti-
génico da familia Flaviviridae, do génera Flavivirus
(CALISHER & COLS,, 1989); foram pela primeira
vez isclados em camundongos, pr SABIN &
SCHLESINER em 1943 ¢ aexisténcia de mais que um
sorotipo fol estabelecida por estudos de proteciio em
voluntdrios humanos (SABIN, 19523

Existern quatro soretipos distintos: dengue tipo |
{DEN-1), dengue tipo 2 (DEN-2), dengue tipo 3
(DEN-3) ¢ dengue tipo 4 (DEN-43, o5 quuis podem
ser diferenciados sorologicamente (WESTAWAY &
COLS., 1985 DeMADRID & PORTERFIELD, 1974)
e bioguimicamente (VEZZA & COLS., BLOCK &
COLS., 1984). Sdo vansmitidos pelo mosquito Aedes
aegypri; no entante, estudos realizados nas Filipinas,
Indonésia e Ithas do Pacifico demonstraram que Aedes
atbopictus ¢ Aedes polynesiensiz s80 vetores polen-
cials na trapsmissao (GUBLER, 1988). Outros Aedes
s5p, verores potencias, sio encontrados nos trdpicos,
onde mais da metade da populagio vive exposta i
picada de mosquitos (HALSTEAD, 198G).

Os quatro sorotipos de dengue séo importantes
patdgenos humanos & vém afetando milhdes de pes-
soas durante os dois Glthmos séeulos. A partir da se-
gunda guerra mundial, sua ocorréncia tem aumenta-
do, dramaticamente, com o progresso do transporte
aérec. A introdugio dos diversos sorotipos do virus,
em muitas regides do mundo, vem ocorrendo devido
& urbanizagfo dos trdpicos, deficiéncia dos programas
de controle do vetor {mosquito), deterioragdo dos pro-
gramas de satide piblica e em decorréncia de proble-
mas econdmicos ¢ socinis, Em funciio das alteragdes
dessas condigdes, a febre por dengue &, mundialmen-
te a doenga viral, transmitida por artrépodes, mats im-
portante em termos de mortalidade e morbidade
(GUBLER. 1987, HALSTEAD, 1988).

A dengue € uma doenca ligada ao meio ambiente
e, acita de tudo, a hdbitos domésticos da populacio.
Assim, o actimulo de recipientes com &gua em resi-
déncias, tais como vasos de flores, baldes, garrafas
vazias, mangueitas ¢ outros orpamenios, favorecem
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a profiferacio do vetor, que se muliiplica em dgnas
paradas e lmpas (GUBLER, 1892},

Oy} sorotipofs} envolvidods) nas primeiras epide-
rias, nus Américas, nfio sdo conhecidos. Estudos so-
rolégicos, realizados no Panamd, sugerem que o vi-
rus DEN-2 foi responsdvel pela epidemia de 1941-42;
porém, o DEN-3 tfambém estava presente (ROSEN,
1974} Antes de 1980, muitas epidemnias eram causa-
das por um ou, ocasionalmente, dois sorotipos de
dengue, mas nudltiplos sorotipos sdo agora endémi-
cos em diversas regides ¢ a sHuagfo de emergéncia,
criada pelo dengue hemorrdgico, como a febre he-
morrédgica do dengue ou a sindrome do choque por
virus dengue (DHEF/DSS), tormou-se um grave pro-
blema de sadde piablica, n&o s0 nas Américas, como
em virios outros pafses (GUBLER & COLS., 1986;
GUBLER, 190923,

Visto que DHE/DSS pode resultar da infecclo
seqiiencial de dois sorotipos diferentes, a inrrodugao de
M novo sorotipo cm wma dres, anterionnente infectada,
¢ potencialmente perigosa. Afetando, predominantemen-
te, criangas indigenas e jovens, a DHF/DSS foi consi-
derada um grande problema pedidttico no sudeste da
Asia e geste do Pactfico, com 600800 casos de inter-
nacio hospitalar ¢ 20.000 mortes, nas duas regides, em
menos de 2 anos (HALSTEAD, 1988).

Nos dltimos anos, a forma hemorrdgica de dengue
tem causado um malor ndmero de mortes gue outras
doengas causadas por arbovirus, Nos seres hunanos,
o$ quatro sorotipes de dengue sfo responsdveis tapto
pelo dengue cldssico como pelo DHF/DSS (HALSTED,
1988).

A primeira epidemia de DHE/DSS nas Américas
ccorren em {981, em Cuba (GUZMAN & COLS.,
1984) e a segunda nn Venezuela, em 19490, (OPAS,
1994}, Eo um intervalo de 10 anos, casos esporddicos
de doenga herporrdgica severa ou fatal, confirmados por
exames |aboratoriais, associados com dengue, foram
reporiades no México, Honduras, El Salvador, Nicu-
rigua, Jamaica, Reptblica Dominicana, Porte Rico,
Santa Licia, Aruba, Brasil, Suriname, Coldmbiae USA
{ndio endémico). Em Curacau ¢ Haiti foram descritos
casos clinicos compativels com DHE mas ndo foram
confirmados lshoratoriaimente {GUBLER, 1992).

A distribuicioe dos quatre sorotipos de dengue al-
cangou proporgdes pandémicas e existern estimativas
de que a doenca possa estar ocorrendo em 61 pafses,
em uma populacEo aproximada de 1.5 mithdo de pes-
soas, A partir de 1986, houve uma expansfio répida do
virus e grandes epidemias tém ocortido em pafses on
areas gue permaneceram fivres do dengue, por perio-
dos que variavam de 33 a 130 anos, incluindo: Brasil,
Bolivia, Paragusi, Equador, Pery e USA. Atualmente,
a dengue ¢ umsa doenga de cardter endmico nos Trd-
picos, em particular, no Caribe ¢ Ilhas do Pactfico
(KAUFAMAN, 1987; GUBLER, 1992).
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1. Aspectos Clinicos

As manifestacdes clnicas da febre por dengue, em
casos tipicos, comega abruptamente, apés 2-7 dias de
periodo de incubagio, com febre alta, dor de cabega,
dor retrobular. A febre pode permanecer por 6-7 dias.
Os sintomas iniciais sfo seguidos por: mialgia gene-
ralizada, dor nos ossos que gumenta em severidade
(doenca popularmente denorsinada de “quebra os-
sos"), anorexia, nduseas, vomito, {raqueza ¢ prostra-
¢éo. Sintomas respiratdrios {tosse, dor de garganta ¢
rinife) s&o comnuns, principalmente em criangas. Exan-
tema macular pode aparceer no primeire ou noe segun-
do dia. Ja no terceiro ou quarto dia aparece am segun-
do exantema macnio papular ou mobilfiforme e ndo
irritante, localizado primeiro o tronco. espalhando-
se para a face ¢ labios, podendo, ainda, descamar.
Linfadenopatia generulizada, hiperestesia cutines e
sensagic de tato alterado podem acompanhar estes
passos da doenga. Pentmenos hemorrdgicos sdo nota-
dos em poucos ¢asos ¢ incluem petéquias, epistaxes,
sangramento intestinal, menorragia e prova do lago
positiva (SILER & COLS., 1926, SIMMONS e COLS
1931; SABIN. 1952).

PHF/DSS é uma doenga que se injcia de forma
semelhante ao dengue cldssico mas, 2-5 dias depois,
progride rapidamente para uma forma severa com
prostragio, irritabilidade, chogue com extremidades
frias e imidas, sudorese, clanose periférica, respira-
¢Ao répida, pulso ripide e hipotensiio. Ocorrem he-
morragias espontineas, incluindo petéguias, eguimo-
ses, epistaxes etc. AlteragSes fisicas incluem hemor-
ragias na pele, derrame pleural, alteragBes nos sinais
vitais e hepatomegalia, Anormalidades Iaboratoriais
incluem hematderito elevado, trombocitopenia, hipo-
proteinemia, queda de complemento (especialinente
C3), nivel de fibrinogénio e a presencga de produtos
de fibrina dividida no plasma. A progressio do cho-
que ¢ ripida e, sem tratamento, 50% dos pacientes
com DHE/DSS morrem. Entretanto, reconhecimento
répido e tratamento apropriado, principalmente hidra-
tagfio, resnltam em raros casos fatais, na ordem de 1%
{COHIN & HALSTEAD, 1996, NIMMANILYA &
COLS,, 1969; HALSTREAD & COLS., 1970; SAN-
GRAWIBHA & COLS., 1984; BURKER & COLS,,
19883,

2. Como ¢ Porque Ocorre DHF/DSS

DHEF/DSS sio sindromes severas ¢ caracterizadas
pelo aumento da permeabilidade vascular e hemor-
ragia (“hemostasi’) anormais. Ocorrem em individu-
os que 4 foram imunizados com um sorotipo de den-
gue (ou criangas com menos de am ano nascidas de
mies dengue-imunizadas) e infectados por um segun-
do soretipo. Os fagdeitos mononucieados, onde o vi-
rus se multiplica, sdo as células-alvo mais importan-
tes da infecgio por dengue (BOONPUCKNAVIG &
COLS., 1981 Concentraciio subneutralizante de
anticorpos para dengue anmentam a infecgéo do vi-
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mms nestas células e embora os estudos sobre este as-
sunto ndo sejam definftivos, a hipdtese da imunidade
aumeniada (“enhancement”) estd baseada na premis-
sa que um grapde ndmerc de fagdcitos mononuclea-
dos infectados, aumentem a severidade da doenga
(HALSTEAD, 1983,

Os principios imunoldgicos, na DHE/DSS, estio
ligados & existéncia na natureza de quatro tipos de
dengue sorclogicamente relacionados (WESTAWAY
& COLS., 1985; DeMADRID & PORTERFIELD
1974). Individuos infectados com um Sorotips tem
imunidade por toda vida, para reinfecgio pelo mes-
moe sorotipo, mas sio suscetiveis & infecgdo com
sorotipo heterdlogo, apds um peguenc perfodo de pro-
techo cruzada (SABIN, 1952). A DHF/DSS tem sido
documentada somente em individuos com uma segon-

da, mas nio com uma tercetra ou guarta infecgio por

dengue (HALSTEAD, 1088).

O mecanismo patologico de DITF/DSS € uma das
gquestdes mais importantes da infecgio por dengue e
nio estd completamente elucidada. Tem sido suge-
rido que anticorpos pré-existentes {primeira infec-
¢lio), responsdveis pela neutralizacdo. awmentam a
captagio e mulliplicagdo do virus na célula-alvo, re-
sultando na produgio de anticorpo dependente
{Antibody-Dependent eshancement-ADE)}, seguido
de imunizagdo por um virus dengue heterotipico
(ECKELS & COLS,, 1983 HALSTEAD & COLS,,
1984; HALSTED, 1988).

Teoricamente, pode ocorrer pelo menos duas razdes
pelas quais os anticorpos nido sejam eficientes na neu-
tralizaclo dos virus dengue, numa segunda infecgio:
primeira, pode faltar especificidade do anticorpo con-
tra epitopos de cutro sorotipo do virns; seguada, os
titulos de anticorpos homdlogos podem ser baixos
para se ligarem ao antigeno (HALSTEAD., 19883

Tem side sugerido, ainda, gue a severidade da do-
enga pode estar correlacionada com propriedades bio-
togicas do virus dengue (ROSEN, 1987: MORENS &
COLS., 19913, Contude, andlises da seqli€ncia de pro-
tefnas do virus desgue, de linhagens isoladas, tanto a
partir de casos brandos como de casos severos, nio
revelaram substituiciio especifica de aminodcidos as-
soctada i severidade da doenca, nfo demonstrando
uma alteracio genética dos virus envolvidos nas in-
fecctes {BLOK & COLS., 1989).

Algumas teorias foram propostas para explicar por-
que o aumento da multiplicacfic viral, em mondcitos,
leva & seqiielas hemorrdgicas ou chogque:

1-Foi verificado experimentalmente, em ratos, que
a produgio de uma linfocina, por linfécito-T aumen-
ta a permeabilidade vascular, via histidina dependen-

te. E desconhecido o fato de uma lnfocina semelhante
ser produzida no ser humanc (KHANNA & COLS.,
1980; CHATURVED & COLS., 19803,

2-Mondcitos infectados ©®m nivel aumentado do
complexo ativador-inibidor de plasminogénio (PAl-
1) sobre sua superficie ¢ isto poderia levar a um
desequilibrio na hemostase, I, entretanto, dificil ex-
plicar como um aumento de 2 a 3 vezes na concentra-
¢do do PAL-Z, na relativamente pequena quantidade
de mondcitos circulantes, levaria a drdstice queda na
contagem de plaguetas e aumento agudo da permeabi-
lidade, que sdo caracteristicas marcantes de DHF/DRSS
{KRISHNAMURTI & COLS., 1989).

3-Linfécitos humanos sfo estimulados a produ-
ziv interferon aifz e gama por mondciios infectados
com dengue ¢ por antigencs de dengue. £ notdrio
que mtesferon tardio inibe a multiplicagfo viral e
pode, entdo, conter a aclo do efeito do interferon
gama {(KURANE & ENNIS, 1987; KURANE &
COLS., 1989,

4-Clones de Hnfocitos T apresentar reacio cruzada
para diferentes sorotipos de DEN e podem lisar célu-
tas infectadas, sugerindo fazer parte deste processo na
patogénese da DHF/DSS (KURANE & COLS., 19891

3. Estrutura Molecular do Virus Dengue

Como cutres flavivirus, o virus dengue € wim vi-
rus RNA, cnvclopado contendo um nudmcapﬁ fdeo
com ENA gendmico de fits simples, senso positivo,
aproximadamente 11Kb e 4,2 a 4,4 x 10* daltons
(RICE & COLS., 1986; WESTAWAY, 1980); WES-
TAWAY, 19873, O terminal 5 do RNA gendmico
possui um “cap” tipo [ (m7GppAmp} e conserva a
seqiiéncia dinucleotidica AG (CLARKE & COLS.,
1987). Nio possui a cavda poli A (poliadenina), ca-
racteristica de mRNA, no werminal 3(RICE &
COLS., 1986). Niao prudu“ ENA mensageiro subge-
nomico e temn um grande nidmero de mRNA traduzi-
do, completamente. nas céiplas eucarioticas, Um
aspecto bastante importanie do genoma dos flavivi-
rus € a presenga de “Open Reading Frame” (ORF)
de mais ou menos 180000 pares de bases. Os ORFs
de diferentes flavivirus comecam no resfduo metio-
nira indo até a base 10.158 em DEN-4, 2 10.302 em

“Murray Valley Encephalitis” (MVE) ¢ ¢ responsé-
vel pela codificagio de poliproteinas de 3.386 2 3.434
aminodcidos {CHAMBERS, 19%0a).

Esta poliproteina € processada, por proteinases
virais e celulares, em protefnas estruturais e nio es-
truturais, via co-traducio e pés-tradugio, em associa-
¢lo com a membrana da célula hospedeira (RICE &
COLS., 1983, CHAMBERS, 1990x; RICE &
STRAUSS, 199G}
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A ordem de codificaciio das protefnas ao longo do
ORF é: 5-C-prM{M)}-B-NS -NS,A-NS B-NS -NS A-
N8 B-NS.-3" onde:

C = proteina de capsideo

privl = pré matriz-precursor da proteina de matriz

M = protefina de matriz

E protefna de envelope

ft

NS = proteinas nfo estrafgais

No terminal 5% sdo codificadas as protefnas estru-
turais O M, E, associadas zo virus extracelular ma-
dura, As proteinas nfo estrutarais (NS} incluem trés
proteinas grandes, altamente conservadas. N5, NS, ¢
NS, e quatro protefnas mencres, pouco conservadas,
NS,A, NS B, NS A ¢ N5.B, com alividades diversas
(CHAMBERS, 1990 COIA & COLS., 1988;
DEUBEL & COLS.. 1986; DEUBEL & COLS., 1988:
RIE & COLS., 1989, MACKOW & COLS., 1987,
MANDL & COLS.. 1989 OSATOMI & SUMIYOSHI,
1990; PLENEV & COLS., 1990, RICE & cols, 1985,
1986, SUMIYOSHI & COLS., 1987. WESTAWAY,
1987 YAMSHCHIKOV & COMPANS, 1995; ZHAO
& COLS., [986).

Ax protefnas virals individuais sio produzidas por
clivagens prosecliticas de precursor (CHAMBERS &
COLS., 1990a; CLEVES, 19853 A tradugio experimen-
tal, usando células Vero (African Green Monkey)
infegtadas com virus KUN, demonstra que as proteinas
virals sfo sintetizadas na mesma ordem da segiiéncia
gendimica (SCHRADER & WESTAWAY. 15883,

Embora ndo haja prova rigorosa das varias etupas do
processamento de poliproteinas em flavivirus, parece
que a radugio estd associada ao reticudo endoplasmé-
teo rugoso (RER). Tradugdio, quebra, aquisicae da to-
pologia correta da protefna, reunido do complexo de
rephicacdo e morfogénese do virus estio wdos intima-
mente relacionados (CHAMBERS, 19904}

4. Frotefnas Estrutirals

A protefna C presente na particula viral € pequena,
com PM-12-14 kDa. Céopias miltiplas desta proteina,
associadas com RNA viral, formam o nucleocapsideo
dos flaviviras e pode ser encontrada em diferentes for-
mas (RICE & COLS, 1986; MARKOFLE, 1989}

A seqliéneia de aminodcidos das proteinas C, dos
diferentes flavivirus, apresesta pouca homologia nas
regides hidrofdbicas e hidrofticas. Quando sintetiza-
das. como parte da poliprotefna, tém um dominio
hidrofébico no seu carboxi terminal, o qual aparente-
mente, alui como segidncia sinal para a inserciio de
M ne retiowdo endoplasmdtico rugoso (NOWAK &
COLS., 1989).
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A gliceproteina prM possul peso molecular de 18,1
o 19,0 kDa e ¢ precursora da protefna estrutural M,
{(SPEIGHT & COLS., 1988). O processamento protec-
ltico de pri, para o produto M, € um processo tar-
dic nu matoragie do flavivirus {RANDOLFPH &
COLS., 1990 GUIRAKHOO & COLS., 1991 ¢ 1992}
Esta quebsra depende do envolvimento de vm dcido e
acredita-se que sefa efetvada por uma profease da
célulz  hospedeira (HEINZ & COLS. 1994
RANDOLPH & COLS., 1990), Anglise dos virus West
Nile (WN), DEN-2 e TBE sugerem que a clivagem é
necessdria para a completa infectividade do vivug
(WENGLER & WENGLER, 1989; RANDGLPH &
COLS., 1990) e possivel atividade de fusdo A célula
alva {GUIRAKHOO & COLS., 19913, O processo de
guebra pode ocorrer em vesiculas deidas do Comple-
%o de Golgl, em wm sito fortemente bisico {DXEUBEL
& COLS., 1986; RANDOLPH & COLS.. 1990).

O segundo N-terminad do prM €, predominantemen-
te, hidrofilico, contendo 6 residuos de ¢isteina con-
servados, todos participando de pontes dissulfidicas
e um nimero varlivel de sftios potencials de glicosi-
lagio (NOWAK & WENGLER, 1987),

Na particuls intracelular, desprovida de envelope, &
proteina prM estd associada & proteina E, na confor-
maghio heterodimérica {WENGLER & WENGILER,
1989); a interagBo de prM com B parece ser necessdria
para a protecio de B vas trocas conformacionals
irreversivels, durante maturagiio dentro das vesiculas
dcidas ¢ a exovitose (RANDOLPH & COLS.. {990a;
GUIRAKHOO & COLS., 1992).

As protefnas prM e M sfo encontradas no virus
intracetular e extracelular, vespectivamente. A fangdo
da proteina M no virus € ainda desconhecida.
(MURRAY & COLS., 1993; RANDOLPH & COLS.,
1990; YAMSHCHIKOV & COMPANS, 1993).

A protefna E € a maior proteina estroturad da parti-
cula viral, com um peso molecular de 53 a 538kDa. Esta
proteina é importante em diversas atividades biolé-
gicas, incluinde: montagem do virus {maturagio},
fusdo celular (possui receptores de ligacdo), indugiio
de anticorpos neutralizantes, imunidade protetora,
produgdo de anticorpos que intbem a aglutinacfo de
eritréeifos € ¢ um dos ant{genos mais inporlantes,
para diagnostico (HEINZ, 1986; SMITH & WRIGHT,
LO85).

A proteina £ deve sofrer rearranjo conformacional
induzido por pH dcide (GUIRAKHOO & COLS,,
1989), que parece ser crucial para a capacidade de
infectividade do virms. Tem-se aventade a hipdiese que
pH dcido favorece a entrada de favivirus no citoplasma,
o qual parece estimular fusde das membranas virais e
da célula hospedeira (GOLLINS & PORTERFIELD.
1986b; KIMURA & OHYAMA, 1988 GHIRAKHOO
& COLS., 1989: HASE & COLS., 1989; SUMMERS
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& COLS., 1989; RANDOLPH & STOLLAR, 1990;
GUIRAKHOO & COLS., 19913

Na proteina E foram definidos wés dominios
antigénicos, 1, IT e B, gue correspondem & entidades
estruturais diferentes. O dominio 1 € estabilizado por
quatro pontes dissulfidicas mas, wrocas conformacionads
Ao induzidas com (ratamento em pH dcido e dodecil
sulfate de sédio {SDSY (ROEHRING & COLS.,
1990). Uma seqiiéncia consenso, que vai do
aminocdcido 98 a 111, estd localizada neste dominio
e pode corresponder & seqlidncia que responde pela
fusdo. Um segundo dominio (11D, cercado de uma re-
gifio de alta variabilidade, carregando uma cadeira
lateral. é encontrado na maioria dos virus do comple-
xo TBE, JE ¢ DEN. Tem-se demostrado gque o domi-
nie 1H de JE ¢ DEN-1 contém um fragmento de mais
ou menos 100 aminodcidos, requerendo vma ponte
dissulfito N-terminal entre a cistefna 304 e 335 ou 302
@ 333, respectivamente, para manter & estrutara
conformacional dos sitios antigénicos (ROEHRING
& COLS., 1990 {o dominic I foi definido como
dominio 11 por MASON & COLS,, 1990},

A protefna E, do virus dengue, contém determinan-
tes antigénicos sorotipo especificos que partipam do
processo de neutralizagfio do vivus (GENTRY &
COLS., 19821, Anticorpos monocionais (MAbDs), es-
pecificos, para proteina B, sfio capazes de, passiva-
mente, proteger camundongos de uma infecgdo por
dengne (KAUFMAN & COLS.. 1987).

A proteina E do dengue contém 2 sitios para glico-
silagdo (SMITH &WRIGHT, 1983}, mediando a H-
gaciio do vitus a recepiores de superficie da célula
hospedeira e os passos de fuslo intraendossomal
(STEPHENSON, 1988). O desenvolvimenio da tec-
nologia de MADbs, informacio sobre seqlidncias gé-
nicas, o uso de quebras de fragmentos de protefnas ou
peptideos sintéticos permitiv gue muitas das proprie-
dades conformacionais e funcionais das protefnas E
dos flavivirus fossem determinadas (HEINZ, 1986,
ROEHRING & COLS., 1989, 199G}

Andlises dos MAbs contra glicoproteina E, de Den-
2, permitiven aidentificagio de 7 epitopos (HENCHAL
& COLS., 1985) MEGRET & COLS. (1992, empre-
gando a téemdca de  “immunoblotting”, mapearam
epitopos desta protefna em DEN, utilizando MAbs
contra fragmentos de proteina B, expressos por produ-
tos fusio de plasmidio topE-E em E.coff.

3. Proteinay néo estruturais

A proteina niio estrutural NS, nos 4 sorotipos de
DEN, tem peso molecular que varia de 35 a 53 kDa,
apresentando diferentes pontos isoelétrices; coniém
residuos de 12 cistefna conservadas (excelo em DEN-
4) 2 sitios de glicosilagfo em posigbes invaridveis
(MACKOW & COLS,, 1987}

Esta proteina pode ser expressa tanto em associu-
¢iio com a superficie celular come dentro das célulus
infectadas por dengue (CARDIFF & LUND, 19706).
podendo ser, ainda. encentrada com o antigens sold-
vel, fixando complemento em sobreradante de culin-
ra de célula e em soyos de camundongoes infoctados
cont dengue {BRANDT & COLS., 1970a.b), O domi-
mo hidrofdbico do C-tepminal de NS, pode servir
como um sinal para ligacio da pz'{)teiué na wembra-
na, (3 seu papel na replicago do virus ndo é conheci-
do. O fato de estar presente em grande quanudade em
células imfectadas com DEN-2, sugere gue ela pade
estar relacionads com a montagem ¢ matwraclo dos
virus (RICE & COLS., 1986).

A glicopro[e.ina NS, pode ter wn pea;}:; tmporiante
na resposta imune pam infeeghio por v {ros dengue,
desde que a imunizagdo passiva ou aliva possa prote-
ger camundongos confra o desafic do virus letal
(SCHLESINGER & COLS., 1987y, Juntamente com
a glicoproteina B, parcce ser a candidata mals prova-
vel para o desenvolvimento de uma vacina (MASQON
& COLS., 1990; BLITVICH e COLS., 1995},

NS, A, NS.B, NS A e NS B slio proteinas nic es-
truturais, pequenas, hidrof6bicas, falver associadas
as membranas ¢ pobremente conservadas entre os
flavivirns (MANDIL & COLS.. [989:RICE & COLS.,
1980; SPEIGHT & WESTAWAY, 1989},

Para as protefnas NS, A e N5, B fol proposta uma
atividade de protease. Papel bioquimico ccpec;"ﬁm
para NS A e NS.B nfo tem sido demonstrado, mas €
a\ventad'z a pos-,aba idade Jde estarem envoividas no
estabelecimenio do complexo de replicacio (RICE &
COLS., 1986: PRELIGSCHAT & COLS. 1990
FALGOUT & COLS. 1991 ). Menbuma modificacio
pas-traducional € conhaoida nestas proteinas, a des-
peito da existénela de win s ligado & glicosilagio,
conservado na porgio C-tormvinal de NSIAB (LEE &
COLS., 1990y

NS, ¢ a segunda maior vroteina viral (PM 68 a 70
kDa), altamente consersada eantre o5 flavivimns
(MANDL & COLS., 1982 (RICE & COLS., 1980),
parecendo ter wm papel importante na replicagio viral,
ComparacSes, em sua seyligncia de aminodcidos,
sugerem que esta profeina € no minimo bifuncional,
contende tanto uma atividade de protease como vnx
atividade de nucleotideo mifosfatase/helicase, RNA de-
pendenie de RNA. Bstas fungBes proprias sugerem uma
locatizagho citoplasmédca para NS_{GOREALENYA
& COLS., 1989), ‘

NS, € 2 maior (PM 103 a 164 kDa) ¢ a naks conger-
vada proteina dos flavivirus; possui estrutura bdsica
e nfo contém nenhuma segii€ncia hidrofdhica longa.
O papel provivel de NS, pode ser o de RNA
polimerase viral e a localizagio da sua porgiio N-ter-
minal obtida per clivagem, presumivelmente por NS,
ou uma protease alternativa. em compartimento cito-

L
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plasmatico, sugere que NS, estd localizada no
citoplasma, embora associada & membranas (MANDL
& COLS., 1989 CHAMBERS, 199Ga).

6. Processamento da poliproteing

Andlise da seqiéneia de aminodeido, perto dos si-
tios de clivagem das poliprotefnas dos favivirus, in-
dica que existem virias classes distinies do mecanis-
mo de gquebra,

A poliproteina, na co- e pds-tradugio, & processada
pela proteinase viral NS, em associagliio &s  pro-
teinases da célula hospedeira {CHAMBERS & COLS,,
199Gz ¢ ¢}, Peptidases sinais, da célula hospedeira, que,
no geral, clivam co-tradugiio e funcionam no idmen do
retfeulo endoplasmdtico, estde envolvidas no proces.
samento das protefnas estruturais. A proteinase NS, que
talvez funcione no citossol, estd envolvida na ptedug'io
do N-terminat das proteinas nio estruturais NS, B e NS,
¢ poden, ainda, quebrar a peliproteina para produzir a
porgio N-terminal de NS4A e de NS, (PREUGSCHAT
& COLS., 1990; CHAMBERS ¢ COLS., 1990 a & ¢;
RICE ¢ STRAUSS, 1650).

Experimentos de express3o “in vivo” e “in vitro”
Jrem como experimentos de delegio t8m estabeleci-
do, com seguranga, que NS2B € absolutamente reque-
rido, em adicio & NS3, para processamente da
poliproteina de flavivirus, mas os residuos funcionais
dentro de N52B e o mecanismo pelo qual NS2B parti-
cipa na atividade proteinase nfo foram ainda definidos
(PREUGSCHAT & STRAUSS, 1990: CHAMBERS &
COLS. 1991 FALGOUT & COLS., 1991).

YAMSHCHIKOV & COMPANS (1993) propuse-
ram um modelo de clivagem para C/prM. Neste mo-
delo, o processamento ccorre com eficiénela s6 na pre-
senga da protease viral NS2B-NS3 (CHAMBERS &
COLS., 1990a). J& as guebras de prM/E; E/NST ¢
NS4A/NS4B parecem ser mediadas por sinais (RICE
e COLS. 1985, SPEIGT e COLS.. 18988) da célula hos-
pedeira (BIEDRZYCKA & COLS, 1887, NOVAK &
COLS., 1989 RUIZ LINARES & COLS., 1939
SPEIGHT & COLS., 1988; WRIGHT & CO] 5.

19893, As proteases que clivam as ligagbes NSI/NS2A
nfo foram identificadas, embora sequéneias encontra-
das dentro de NSZA parecem ser requeridas para que-
bra caracterfstica da jungiio NS /NS A (FALGOUT &
COLS., 1989). )

Parece que 4 t;iiebl a enire NS A & NS B ¢ mediada
por uma protefna viral codific add com cspcuhud.idu
dnica. PREUGSCHAT & STRAUSS (1991} mostra-
ram gque a regifio N-terminal de NS A ¢ pmdu/idd pela
proteinase viral N5, e gue N§, B também, é pos-
traducionalmente modificada m célula infectada.

FALGOUT & COLS,, (1991} realizaram estudos
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para analisar as clivagens poliproteicas de DEN-4 ¢
identificar as fungles virais que 40 necessinas para
que ocorram os eventos proteoliticos, Esies autores
mostraram que NS, A € requerido para quebrar NS,/
NS.A. Foram descritas evidéncias de que NS Be N§
sAo requeridas para a qucbm de NS, A/NS, B e NS B/
NS,, bem como, N8,B é necessario para a quebm de
NS, /l\? Ae dpazt,mcmenti, vérias outras clivagens
espemf;ca% deniro de NS,

7. Diagndstico Laboratorial

As viroses por dengue estdo entre os flavivirus mais
dificeis de isolamento e propagagdo {GUBLER, 1988),
Iniciaimente, eram usados, apenas, dois métedos para
isolamento primdric de flavivirus: inoculaciio em ca-
mundongo recén-nascido e cultura de células de ver-
tebrados (Vero, BHK, LLC-MK2) {KARABATSOS,
1980, 1085}, Hstes sistemas, no entanto, sdo de valor
limitado no isolamento do virus dengue, uma vez que,
usualmente, nfio sfo patogénicos para camundongo
recém-nascidos € maitos nde produzem CPE ou pla-
cas em culturas de céludas de vertebrados em passagens
iniciais (ROSEN & GUBLER, 1974; GUBLER, 1988).

ROSEN & GLUBER (1974) desenvolveram uma
pova téenica de 1selamento do virus dengue, na gual
0s cspécimens cram inoculados dirctamente em mos-
guitos Aedes albopictus adultos.

O método mostrou-se sensivel e relativamente ré-
pido, pois os mosquitos sdo hospedeiros natirais des-
tes virus, sendo, portante, altamente suscetivels & in-
feccho e & replicagfo do virus. No entanto, a téenica
de inoculag@o em mosquito, apesar de muito sensived,
requer habilidade na inoculagfio ¢ ambiente adeguado
para criaciio do insefo. Por estas razdes ndo ¢ muito
prétice no diagnostico laboratorial de rotina (ROSEN
& GUBLER, 1974; KUBERSKI & ROSEN, 1977).

SINGH & PAUL (1969} reportaram, pela primeira
vez, 0 isolamento do vires denguee em cultura de células
de Aedes albopictus. A partir deste perfodo varias linha-
gens celulares de inseto vém sendo utilizadas para esse
propasito, tais como: Aedes aegypri, Toxyrhvnchites
amboinensis (TRA), Aedes pseudoscuteliaris (AP-01),
Aedes albopictus e, particularmente, o clone C6/36, de-
segvolvido pela clonagem da linhagan Aedes
albopictus (SINGH, 1967; 1971, VARMA & COLS.,
1974; IGARASHIL, 1978; TESH, 1979 KUNO, 1982,
1983, KUNO & COLS., 1985; SINARACHATMANT
& OLSON, 1973}

Estas linhagens apresentam como vantagem, no iso-
lamento do virus dengue sobre as culturas de células
de vertebrados (RACE & COLS., 1979; CHAPPELL
& COLS., 1971), a sensibilidade, o fdci! crescimento
¢ manutencio & temperatura de 28°C (SINGH &
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PAUL, 1969, IGARASHI 1978; VARMA & COLS,
19743,

Sabe-se que células de mosquito, infectadas com
flaviviras, podem ou nfo apresentar CPE, depen-
dendo do vivas e da célula hospedeira (HENCHAL
& PUTNAK, 199G; ELIOTT & WILKIE, 1986).
Em dois estudos comparatives das linhagens,
TRA-254, AP-61 e C6/36 observou-se gque a linha-
gem celular TRA-284 foi mais sensivel & infecglio
pelo virus dengue selvagem. Mesmo assim, esta
Hinhagem apresenta um grau de sensibilidade me-
por que a técnica de inoculacdio em mosquito.
Estas ¢élulas foram adaptadas em meio sem soro
e cultivadas em garrafas on tubos de vidro, sendo
entio denominadas TRA-2B4-SFG (KUNO &
COLS., 1985; GUBLER, 1988).

A TRA-284-SFG, (adaptada para crescer em su-
portes de vidro} no entanto, tem crescimento len-
to, particelarmente nos dois primeiros dias e o ren-
dimento dos repiques ¢ de 13 ou no médximo 1:4,
proporgdes superiores resultam em monocamadas
incompletas. As células devem ser separadas e
ressuspendidas gentilmente, e apesar de todos estes
cuidados & maioria das garrafss e tubos, geralmente,
apresentam um grande mimere de células em grameo.
A detecclo do virus s6 pode ser feita através da IFL
uma vez que estas células nlio apresentam CPE.

Devido a estas dificuldades no cultivo da TRA-
284-STG, e apesar de existirem virias culturas de
células, de vertebrados ou invertebrados, para o iso-
lamente de flavivirus (XUNO, 1982; GUBLER &
COLS,, 1984; KUNO & COLS., 1985), o método ro-
tineiro de isolamento do virus dengue, hoje, ¢ a
inoculagiio em células de mosquite, clone C3/36
(IGARASHI, 1978}

Assim, para a vigildncia epidemioldgica de dengue,
as culturas de células de mosquito podem ser usados
por laberatdrios de virologia com rotina em cultura
de células; elas consomem menos tempo ¢ um gran-
de niimero de amostras podem ser processadas.

A identificacio dos virus dengue isolados € reali-
zuda por imunofluorescéneia indireta {IFD. A TF com
Mabs permite a identificacfio dos sorotipos isolados,
em baixas passagens (KUBERSKI & ROSEN, 1977;
HENCHAL & COLS,, 1982, 1983).

A utilizagBo de técnicas de biologia molecular para o
diagnostico de dengue pode permitir o desenvolvimen-
to de testes ripidos, sensiveis e especificos.

Técnicas de hibridizagdo do dcido nucléico t#m se
mostrado cada vez mais dteis no disgndstico viral. A
detecgio do agente viral pode ser realizada por
hibridizag@o “in situ”, em suporte de membrana de
pitroceluiose ou “nylon” (Southern blot, Northern
blot ou dot blot), usande como molde (probe), frag-

menios de RNA, ¢cDNA ou oligonucleotidec sintético
marcados (QLSON & COLS., 1988; CHANDLER &
COLS., 1993; KILLEN & SULLIVAN, 1993),

Andlises por impressio digital (“Fingerprinting™},
de oligonucleotideos ou polimorfismo de sitios de
restricio, sdo usadas come metodologia epide-
miologica para estudo da divergéneia génica de virus
isolados a partir de diferentes regides geogrdficas.
Bstudos com DEN-1 (REPIK & COLS., 1983), DEN-
2(TRENT & COLS,, 1989 TRENT & COLS., 1983},
DEN-3 (HENCHAL & COLS,, 1986), MVE (LOBIGS
& COLS., 1986}, SLE{TRENT & COLS., 1981, 1987)
e YT (DEUBEL & COLS., 1986) revelaram conside-
ravel homogeneidade genética, embora variedades
virals diferentes possam ser detectadas e correla-
cionadas com a origem geografica.

Cada um dos quatre sorotipes do virus dengue €
antigenicarente distinto, apresentando uma Gnica ima-
gem de “fingerprint”, de oligonucieotidec ¢ modelo
especifico de restrigio para eDNA (VEZZA & COLS,,
1980; BLOCK, 1985). Os sorotipos de dengue isola-
dos em diferentes partes do mndo, #m sido ainda clas-
sificados e topotipos, quando existe mais de 70% de
sirnilaridade entre eles (TRENT & COLS., 1981, {960,

Estudos do segiienciamento de virus representati-
vos dos quatro sorolipos de dengue contribuiram para
o entendimento da estrutura ¢ inter-relaciio destes
virus, demonstrando uma sinlaridade de 70% na
segiiéncia de aminodeidos entre os quatro sorotipos e
cerca de 50% de similaridade com outros membros
da familia Flaviridae, tats como o YFe 0o JE (FU &
COLS,, 1992; HAHN & COLS., 1988; MACKOW &
COLS. 1987, OSATOMI & SUMIYOSHI, 1990).

A utitizagho da téenica de polimerizacio em cadeia
{Polymerase Chain Reaction-PCR) € uma alternativa, na
identificacio dos virus dengue, pois em algumas horas
pode-se obter grande quantidade do material genético do
virus, a partiv de amostras de soro ou lesdes reciduais
(OPAS, 1994), este mateial pode, entlio, ser analisado
por seqilenciamento, hibridizagiio, eletroforese em gel
de agarose ou alnda por padrio de restrigio (HENCHAL
& COLS, 1991, 1994, LANCIOTT! & COLS., 1992,
CHANDLER & COLS., 1993, MORITA & COLS,,
1991, 1994).

No entanto. estas téenicas 50 podem, ainda, ser uti-
tizadas por alguns laboratérios de referéncia, uma vez
que requerem téonicos especializados, equipamentos
relativamente caros e reagentes puros € que sejam
fransportados e estocados adeguadamente. Todos es-
tes requisitos tornam dificil a utilizagBo de tais ¥eni-
cas na majoria dos laboratérios de sadde publica, nos
pafses em desenvolvimento.

Muitas infecgbes por flavivirus sio diagnosticadas

por testes soroldgicos, para a deteccfo de anticorpos
especificos, destacando-se entre estes: HI (CLARK &
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CASALS., 1958), FC (ROSEN & GUBLER, 1974,
KUBERSKI & ROSEN, 1977 a TESH, 1979), NT
{RUSSELL & COLS,, 1972; RUSSELL & NISALAK,
1967 RUSSELL & McCOWN, 1972) e ensaios
enzimdticos por captura de IgM (MAC-ELISA) (KUNO
& COLS., 1987).

O teste HI detecta determinantes antigénicos gru-
po-reativos, o de FC é intermedidrio em especificidade
e o teste de NT € considerado tipo especifico. O teste
de NT é usado, também, para a {dentificacio de virus
¢ definicio dos subgrupos intimamente relacionados
(CALISHER & COLS.. 1989).

Os anticorpos de grupo dos flavivirus sdo respon-
séveis pelo alto grau de reagdo cruzada, particular-
mente em FC e HI, resultande na dificuldade de in-
terpretagio dos testes sorolégicos. Além disso, FC, HI
e NT requerem amostias pareadas de soros dos casos
suspeitos; por conseqliéncia, a confirmagio lubora-
torial ge torna demorada (OPAS, 1994).

Por outro lado, MAC-ELISA requer somente nma
amostra de soro, pois detecta imunoglobulinas da clas-
se TgM, que indicam infeccBes recentes, razio pela
qual vem sendo largamente utiizado, No entanto, este
teste detecty apenas o complexo dengue, ndo sendo
possivel distinguir dengue tipo especifico, bem como
infecedes simuitineas por mais de um flavivirus
{RACE; 1979: TESH, 1979; OPAS, 1994},

A interpretacio de um teste soroldgico pode ser, na
maioria das vezes, dificil, pois anticorpos anti-flavivirus
podem apresentar reagbes cruzadas. Assim, infecglo
pregressa ou a aphcagio de wna vacina podem induzir
a tormagdo de anticorpos gue sio detectados pelas pro-
vas sorelogicas convencionais (MONATH, 19963,

A especificidade antigénica para protefnas virais pode
ser determinada por “dot-blot” ou “imunoblotiing”

{(KAUFMANN, 1987;. A combinacio dos testes de
eletroforese e “Western Blot” para a caracterjzagio de
anticorpos contra protefnas de dengue tem sido de
grande vantagem, pois estes ensaios podem fornecer
respostas quantitativas e qualitativas para proteinas
virais estruturais e niio estruturais, spum sé fempo
(CHURDBOONCHAT & COLS., 1987, 1991
WINKLER & COLS., 1988; FEIGHNY & COLS,
1992; PRYOR & WRIGHT, 1994).

Considerdveis esforcos vém sende empregados para
o desenvolvimento de uma vacina parg dengue, no
entante, até 0 momento a eficiéneia das diferentes
vacipas € Hmitada a um dos sorotipos. Muita atengéo
terst side direcionada para o SOrotipo 2, por ser o mais
relacionado a DHF/DSS (SANGEKWIBBA & COLS,,
1984 BHAMARAPRAVATI & COLS., 1987). A pro-
duciic de uma vacina eficients pura DEN-2, nao solu-
ciona o problema, tma vez que o iunizacdo por um
tnico sorotipo, mesmo sendo DEN-2, nfo protege o
individuo contra DHF/DSS. Vacinas efetivas existen
para wés flaviviras: YF JE ¢ TBE. Tentativas para se
produzir vacinas eficientes para outros flavivirus fo-
ram realizadas com virus atenuado ou inativado
(ECKLS & COLS., 1984, 1985; 1988).

(O desenvolvimento da tecnologia do DNA recom-
binante ¢ sua aplicagdio para o estudo da estrutura e
expressiio do genoma dos flavivirus abriv wma nova
possibilidade para a producio de vacinas de flavivirus,
utilizando-se subunidades recombinantes, em pasticu-
lar as protefnas E (KONISHI & COLS., 199i;
GALLER, 1993, VENUGOPAL & GOULG. 1994},
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RESUMG: O interesse pelas doencas gendticas tém sumentado nos paises de primeiro mundo &
medida que o controle das doengas infecciosas e socias toma-se cada ver mais efetivo. Dados recen-
{25 mostram que cerca de 50% das mortes perinarais ocorrem por causas genéticas, Além disso, 1/3
das internagoes de criangas em hospitais pedidtricos e 109 das doencas crnicas de adulios também
siio atribufdas a fatores genéticos.

{stima-se que temos cerca de S0.000 a 100.000 genes, dispersos ao longe de 23 pares de
CTOMOSSOMOS, Fesponsdvels por nossas caracteristicas hereditdrias. Por ontro lado, i sfo conhecidas
cerca de 6000 docngas genéticas, a maioria ainda sem tratamento especifico™”. O grande desafio dos
geneficistas fem sido o de identificar 0s nossos genes, compreender (uais s8¢ 08 Mmecanismos que cau-
sam patologias genéticas, ¢ enguanto nic hovver fratamentos eficazes, prevenir o nascimento de no-
vos afetados.

Amincacidopatias ¢ organopatias s3e 0s erros inatos do metabolismo, mais comuns, do perindo
aeenatal'™. Na Alemanha, aproximadamente 113000 dos récem-nascidos sdo diagnosticados coma
portadores de amincacidopatiss ¢ aproximadamente 1:9600 sko diagnosticados como portadores de
organcacidopatias’’, Especialmente no caso das organoacidepatias hd evidéncias substancials que este

nimern deve estar subestimado.

UNFTERMOS: Doencas genéticas - Aminoucidopatias - Hiperfenilalaninemia

INTRODUCAQ

A maioria das aminoacidopatias sHo autossdmicas
recessivas e enquanto ndo houver tratamento para as
doengas gendticas, a prevencdo de novos casos, atra-
vés da identificagio de portadores de genes patoldgi-
cos ¢ de importincia fundamental. Entretanto, oxis-
temn duas sitnagdes bastante distintas: a} os portado-
res ¢linicamente normais, porém, com risco de virem
a ter fithos ou descendentes afetados ¢; b) s porta-
dores ja afetados 522,

As novas técaicas de biologia molecular tém per-
mitido avangos na identificacdo de portadores assinto-
méticos, através da localizacdo ¢ caracterizacio de
genes patelogicos.

“Av, Dr Arnalde, 351, 112 andar - SP- CEPO1246-902.

Muitos casos de amino e organoacidopatias nfio sdo
comumente diagnosticadaos, e a incidéncia destes dis-
tirbios, pela sua complexidade e investimentos sio
muitas vezes proibitivos, lavestigadores especializa-
dos estudarmm criangas que desenvolveram sinfomas
indicativos de um erro inato do metabolismo e este
procedimento foi denominado “screening” (varredu-
ra) seletivo'™,

Uma doenga genética, relativamente comum, onde
se tem heterogeneidade intragénica € a fibrose ¢fstica
(FOXY ou mucovicidose. Embora seja a doenga ge-
nética mais freqifente na populaciio caucaséide dos
Hstados Unidos ¢ Buropa (incidéncia de 1 entre 1600-
2000 nascimentos), € pouco conhecida entre nds. O
quadro clinico caracteriza-se pela obstrugdo das vias

17
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respiratérias por 4 MUCo espesso., infecgdes respi-
ratdrias (principalmente por pseadomonss) e pneu-
monias recorrentes. Ocorre também envolvimenio
do trato intestinal, em cerca de 85% dos casos, que
leva i insuficilneia pancredtica. Se estes sintomas
nde forem tratados precocemente 0 0bito ocomre
ainda na primeira inféncia, O gene responsdvel pela
FC, localizado no cromoessomo 7, fof clonado em
19RO ¢ descobriv-se que a mutagio mais freqiicnte
(cerca de 7T0%: dos casos) era a delecdo de um trinucleo-
tideo (F508) gque leva a perdz do aminodcido
fenilalanina {no codon 508). A proteina codificada por
este gene foi denominada CFTR (“cystic fibrosis
trapsmembrane conductance regularos”). Apesar de
sua funclio ainda ser discutida, wma das mais provi-
vels, embora ndo Gnica, seria a de um canal enddgeno
de clorot™®, Estudos realizados nos dldmos dois anos,
tém mostrado que existem mais de 200 mutacdes
diferenies no gene da FC que podem causar desde
um fendtipo grave at€ wm guadro muito leve ou

{

mesmo subelinico™?,

Os aminodeidos sfio excretados pelos glomérulos e
faciimente reabsorvidos pelos tahulos renais. Os ami-
nodcidos que normalmente s&e encontrados na urina
em grandes quantidades (25-200 mg/24horas) sdo:
glicina, tauring, histiding e glutamina. Qutros amino-
scidos gue occorrem em muito menor quantidade (0-
25 mg/24 horas) sho; serina, leucina, cistina, arginina
¢ fenilalanina A1

A fenilcetondaria (PKU) € 0 modeio mais bem conhe-
cide de wm erro inato do metabolismo com oligofrenia
A heranga € autossomica recessiva, e a freqiidncia na
Europa é de 1:6000 - 1:15000. Oy pacientes nascem
normais, mas progridem rapidamente para um gquadro
de retardo mental grave, se nio forem fratados desde a
mais tenra infincia, porque a fenilanina ndo pode se
converter em tirosina 61710

L-Femladaning — L-Tirosina — L-DOPA-Adrenaling
¥

Tiroxina {3.5-3 .3 tetraiodotironina}

Uma grande populagho tem sido estudads, nos dl-
timos 33 anos, através da gota de sangue e em al-
guns palses fodas as criangas sdo abrangidas pele
deste teste. Constatou-se que nem todos os récem-
nascidos com hiperfenilalaninemis (FLP.AL) apresen-
tam a PKE classica, mas hd diversas formas de HPA
atfpicas “* gue precisam ser diferenciadas na forma
de prognose ¢ indicagiio do tratanento. Uma das for-
mas mals interessantes de HPA & devida a deficién-
cla de BH4 {tetrahidrobioptering) . O tratamento
de PKU foi primeiro publicado em 1954 % se res-

48

mingindo 4 uma dicta sem fenilalanina, para reduziv
os niveis sanglifneos e entdo evitar danos cerebrais.
Isto 86 pode ser sucesso se a ferapia se iniciar nos
dois primeiros meses de vida e se for cuidadosamen-
te monitorada,

Além disso, a importineia da tecnologia com DNA
deverd ser empregads, no fuitro, para diagndstico di-
ferencial, pré-natal e detecgfo heterozigota do PKU
O local dos fragmentos de restriciio de 68 alelos nor-
mais & 74 musantes para fenilalanina hidroxilase
(PAH) foram detenminados em 37 criancas france-
sas. Um total de 23 haplotipos, incluindo 18 alelos
normais ¢ 16 alelos mutantes foram observados; 2/3
de todos os alelos mutastes foram confinados dentro
de somente 4 haplotipos, enguanto o testante 1/3 foi
encontrado em 12 haplotipos, incluindo 8 haplotipes
que até hoje se pensava estarem ausentes nos Cau-
casianos, Diversos haplotipos mutantes estavam pre-
sentes somente em variantes tpicas, outros estavam
6 nas variantes mais fracas e alguns estavam presen-
tes em ambas as variantes. Um haplotipo mutante
(haplotipo 2) fol encontrado em diferentes mutacdes
em cufras séries, resultando ou em PKU tipica ou
hiperfenilalaninemia fraca. A combinacfo dipidide
encontrada em alguns pacientes estd associada com a
composicio  heterozigota das mutagdes no local do
PAH, principaimente no sul da Buropa 17

Iniciadores especificos para doengas infecciosas
mais comuns j4 foram desoritos & testes diagndsticos
desenvolvidos através de PCR. O grande valor da PCR
¢ que ela detecta a presenca da substancia pesguisada
e nfo as mudancas cavnsadas pelo organismo, como
no case do imunodiagndstico.

Podemos considerar cinco problemas metabdlicos
principais como responsdvels por causar hiperfeniia-
laninemia. A forma cldssica € causada por v defei-
to na apoenzima fenilalanina-4-hidroxilase . As
outras 4 formas variantes sdo causadas pela deficién-
cia do cofator tetrahidrobiopterina®™. Os pacientes so-
frem de uma defici®acia de GPT ciclohidrolase 1 ou 6-
piroveil tetrahidropterina sintase, enzimas envolvidas
na biossintese do cofator tetrabjopiesina (BH4), ou de
uma deficéncia de dihidropterina redutase, uma enzima
envoivida na regeneragiic do cofator. Recentemente,
uma nova variante com excrecio de 7-iso-biopterina foi
detectada "4

Prerinas siio compostos obtidos das purinas. O pri-
meira estudo foi realizado por Hopkiss, em 1889, na
determinacio da natureza dos pigmentos das asas das
borboletas tendo side encaixada como derivado do
dcido tirico. Quarenta anos mais tarde, Wieland ¢
Purrmann demonstrazram  que 08 pigmentos amarelos
ndo erarn derivados da purina, mas de am novo grupe
de susbsténcia, as pterinas, denominadas agora de
xanto-pierinas.

Em 1945, Gates e Albert descobritam que o dcido
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félico continba um composto da mesma estrutura
bdsica, conhecide como dcido pleroil L-giutimico®,

MATERIAL E METODOS
F} Experiéncia Brasilelra

A fenilcetoniiria fol descrita pela primeira vez por
Folling, em 1934, No Bragjl, especificamente em Sio
Paulo, a triagein para PKU € realizada pela APAE des-
de 1975, que utiliza o método espectrafluorimétrico em
“auto-analyzer” para sua detecghio 119,

Entre junho de 1976 e julho de 1988 foram anali-
sados sangaes de 1.888.799 recém-nascidos e foram
detectados 144 casos de fenilcetondria . Destes, 69
casos eram de PKU cldssica e 66 casos de PELU tran-
sitoria. Ohtenta destas criancas {39 meninos € 41 me-
alnas) pertencentes a 63 familias diferentes foram
selecionadas para uma avaliagfo regular. Os problemas
operacionais foram muite grandes, necessitando de
pessoal altamente treinado, pois a coleta que aparen-
emente parece ser simples € a base de toda a andlise.
O método é o cldssico utilizado pelo Dr. Horst Bickel @
da Univ. Children’s Hospital 6900, Heidetberz, Alema-
zha, possuindo nma friagem que envolve arecepclio das
amostras com numeragio em eddige por computado-
res, separagio em duplicatas afravés de cortes na man-
cha de sangue com aparetho de perfuragiio™®, adaptado
ao proprio laboratdrie, argaivos especiais para guardar
as duplicatas das amostras e finalmente o envio dessas
amostras, com cddigos diferentes, em dias alternados
para os laboratGrios.

Dezessete criangas foram diagposticadas precoce-
mente {0 a 3 meses) e 58 criangas 6 tardiamente. Em
3 casos dos diagnosticados precocemente a dieta nio
foi adequada (17.6%) e junto com os 38 tardimmente
diagnosticados, causaram um retardo no desenvolvi-
mento neuropsicomotor.

A meédia do quociente de desenvolvimento (DOQ)
fol 85 para as ¢riancas precocemente diagnosticadas
_ e 46 naquelas tardiamente diagnosticadas. A média
do quociente de inteligéncia (1Q) toi 91.5 nos pre-
cocemente diagnosticados ¢ 63,5 naqueles tardia-
menie diagnosticados. De acordo com a idade do
diagndstico do PKU, o retardo mental fol observa-
do en:

1:5 das criangas diagnosiicadas entre 3 e 6 meses;
5:8 das criangas diagnosticadas entre 6 e 12 meses;
7:10 das criangas diagnosticadas apds os 18 meses;

38:40 das criancas diagnosticadas apos os 18 me-
ses de idade.

Apesar de todas as 63 familias terem participado
de aconselhamenta genético. 9(14%) tiveram outras
criancas, das quais: 4 normais, 4 com PKU grave ¢ 1
com PKU fransitéria. Estes resultados reforcam a
impertincia de wm seguimento multidisciplinar nos
pacientes com PEU e o valor da intredugfio de uma
dieta pobre em fepilalaninz na idade do diagnéstico.

U estudo semethante foi efetuado na india, com
1314 criancas com retarde mental {MR), precisamente
em Bangalore, Bombay, Dethi e Lucknow para
deternyinar a extensdo e os padres genéticos causado-
res do retardo mental. De todos, 42,3% dos pacientes
apresentaram refardo mental fraco; 23,3% moderado;
19,2% grave e 13,1% profando. Entre os 1314 paci-
entes foram detectados 23.7% de anomalias cromos-
sémicas; 3% tinham defeitos metabddicos e 11,6%
apresentaram uma sindrome genética identificive]. No
restante 59.7% dos pacientes nenhwima causa genética
conhecida fol identificada. Contudo, 66,5% destes
pacientes tinham ama ou mais das seguintes
condigdes;

a} md formacfio congénita com ou sem “deficit”
neuroldgico;

b) histdria de consagiinidade;
c} histéria familiar positiva;

d} wm teste positivo, mas sem wn diagndstico con-
firmado de defeito metabdlico (sugerindo gue nfio
poderia ser identificada a cansa genética).

2}y Coleta das amostvas de sangie

Desde 1960, os programas de selecho de neonatos
utilizam o sangue seco cofhido em papel de filtro
ST Hetag amostras de sangue devem ser colhidas
por puncio do calcanhar de todos os recém-nascidos
apos © segundo dia do nascimento, em papel de filtro
especial (tipe Mchry & MNagel, n. 818) e enviados pela
muaternidade e de bebds maiores até cerca de 1 miés
de vida enviadas pelas unidades de sadde.

3} Ensaios

3.1) Teste de Gurhrie %, A germinagio de esporos
do Bactlus subtilis ¢ acentuada na presenga de fenila-
janing, mesmo num meio contendo um inibidor para
germigagio de esporos. Uma gota de sangue colhida
de pungfo do caleanhar de criancas € coletadaz em
papel de filtro e colocada em meio especial. A drea
de crescimento bacteriano ao redor do disco de san-
gue ¢ comparada com dreas de crescimento de discos
contende quantidades conhecidas de fenilalanina,

3.2) Ensaio espectroffuorimétrice'™. (O ensaio se

baseia no método de McCaman e Robins de 19629,
modificado por Hill et alii em 1965, utilizando a pro-
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priedade do aumento da fluorescéneia do complexo
fenilalanina-ninhidrina-cobre em presenga de um
peptideo compe 2 leucilalanina, Atualmente este mé-
tedo substitui o teste de Guihrie gque pode produzir fal-
808 posiiivos.

3.3) Ensale imonoffuorimérrico (IFMAJ®, O prin-
cipio da éenica por IFMA foi publicado para o en-
saio da gonadotrofing coridnica™ . O fluorbmetro
usado foi o Arais 1230 {LKB-Waltac). A fonte de luz
¢ uma lampada de Xendnio e di 1000 flashes por se-
gundo, A fluorescéneia € medida em ciclos de excita-
¢lio, com um fempo de decaimento de 400 us e um
perfodo de contagem de 400 us. O nimero de fdtons
registrados durante 1000 ciclos € expresso como con-
tagem por segundo. A medida por IFMA descriming
a radiacie de funde fluorescente {1-20ns) produzida
pelo guelato de Buropeumy™.

4) Resultados

Tante o método espectrofiuorimérico como o
fluorimétrico devem ser ligados a um tesminal de
computador para ser possivel o fornecimento dos re-
sultados, bem como o argoivamento. Todo deve ser
feito em absolute sigilo ¢ os resultados negativos de-
vem ser encaminhados aos lugares de origem ¢ os
positives devem ser novamente processados. Agora
sfio necessdrias as amostras arquivadas que deverfio
ser ensaiadas em duplicata. Caso haja a confirmacio
do resultado positivo estes devern ser entregues As
assistenies sociais para que se localize a crianca e sua
familin, Tintra agora uma equipe mulidisciplinar que
deverd acompanhar o tratamento (dietay'™.

5} Traramento

O primeiro trabalho fol publicade em 19547 e dava
énfase a uma dieta restrita em fenilalaning (phe) para
reduzir os niveis séricos e evitar o retardo mental. Este
tratamento em sucesso se iniciado nos dois primei-
ros meses de vida,

Atnalmente, a tecnologia com DNAYHEE yem
sendo apontada come diagndstico diferencial, diag-
néstico pré-natal e detecclio heterozigota do PKUJ,

6) Problemas Operacioncais

G.1) Colewt das amostras, As amostras devem ser
colhidas em papel de filtro especial, secas, numera-
das em cddigo, acondicionadas e enviadas rapidamen-
fe a0 centro de triagem™?,

6.2) Triggem Laboratorial, Ao receber as amosiras
de sangue seco e papel de filtro, o laboraidrio de-
verd efetuar os cortes em duplicatas de discos de
3mm de diimetro, contendo cerca de 2,9 ud de san-
gue; numerd-lus em cddigo fornecide pelo compu-

tador, armazenar ou arquivar wima das duplicatas ra-
pidamente e outra, com a amostra, enviada para o la-
horatério’,

6.3} Eluicdo das amostras. A eluiglo deve ser total
e geralmente € feita com incubagiio com o tampio de
ensaio, “overnight” {8 a 12 horas)"'%"™#,

7} Equipamentos

Existemn vdrios métodos ¢ assim diversos aparellios
podem ser usados:

- teste de Guthiie, em placas %
- espectrofluorimetria em auto-analyzert'™
- cromatografia em HPLC

~ fluorimetria em “Delfia” da Pharmacia (LKB)®

- radigdmunoensaio com "1, em contador de radia-
¢A0 gama'™®

-SUMA, através de ELISA

&) Selegdo do populagdo de risco

Em 1887, houve em Maryland (VS A), precisamente
o NIHS uma conferéncia em erros inatos do

metabolismo e vdrias questdes foram levantadas e pela
primeira vez elaborou-se wm programa:

- amostragem deve ser universal

- educagiio da populaciio de risco (aconselhamento
genélice}

- & heranga € autossOmica recessiva
- selegio pré-natal: dificil nos paises pobres

- trabalhar direto com as Secretarias da Sadde, para
methor controle populacional

- obrigatoriedade; as leis devem prever a selecio

CONCLUSAO

Cerca de | a 2% dos récem-nascidos com hiper-
fenilalaninemia sdo deficientes em BH4. Deve-se ava-
liar os niveis de pterinas nos pacientes com deficién-
cia de tetrahidropterina {BH4), Geralmente devemos
avaliar a atividade da dihidropterina redutase {DHPR)
nos giébulos vermelhos (RBC). Recomenda-se o uso
de altas doses de BH4, mais ou menos 20mg/Kg de
peso corporal, para a realizacio do teste34,
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ABSTRACT: The interest of genetics discases is increasing in the developted couniries while the
control of infections and sociables diseases carrded out more effective. Recent date™ prove about S0%
of the perinatal dies cccur hy genetics causes. Furthermore, one third of the adulis cropics diseuses are
atiibute io genetics factors.

Are esteer i about 50.000 to 100.000 the ours genes, disperse as 23 pairs of chroanosomes which
are responsable by the hereditarics atiributes, By the other hand, its are already know about 6000 ge-
netics diseases, the greateryet no treated!!. The preat challenge of the genectecists are been identify our
genes and to understand what are the mechanisin which cause genetic pathology and while don't have
effective treatment, 1o provent the birth of new affecied.

The amino and organic acid are the metabolic inbora ervors more frequent in the neonatal pertod®,
In Genmany, about 1:153000 of childhood are diagnosticated as ergancacidpatives bearer’. Mainly in

the organcacidpathies there are more evidences that this aumber must be greater.

KEY WORDS: Metabolic disorders - Aming acido inborn errors - PKU
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RESUMO: Filiros domésticos foram avaliados através dos resuitadoes de andlises fisico-quimicas
das dguas filtradas comparades aos das nae filtradas, Os pardmetros analisados foram: cor, turbidez,
residuo seco, pH, dureza, oxigénio consumido, concentraglio de ferro, de nitrato, de cloreto e de cloro
residual.

Na maioria das dguas {iltradas analisadas houve mefhoria nos parimetros cor ¢ turbidez: ainda,
devido & retencho de cloro verificada em todoes os filtros analisados, deduz-se gue o sabor também foi
meihorado. Uma porcentagem significativa de filtros causou wm acréscimo nas concentragdes de resi-
duo seco e dureza, respectivamenie 70% e 619%, ¢, em alguns cases, houve um aumento na quantidade
de nitrato (3093 ¢ de exigénio consumido (129%) nas dguas submetidas & filtragio. Deste modo, cons-
tatou-se que substineias liberadas do material constitwinte de alguns filiros comprometem o sen de-

sempenho.

DESCRITORES: Filgos domdsticos, Partficadores de dgua, A gua de abastecimento, Parmetros

fisico-guimicos de dguas de abastecimento.

INTRODUCAQ

A qualidade das dguas de abastecimento distribui-
das & populagio tem sido afetada em consegliéneia da
eutrofizacio dos mananciais ¢ da ocorréncia de do-
encas de veiculagio hidrica.

Gosto ¢ odor estranhos slio transmitidos & dgua ori-
gindria de mananciais afetados pelo crescimento ré-
pide ¢ abundante de algas, devido & alta produtivida-
de bioldgica causada pela contaminacio desses reser-
vatérios, principalmente por compostos contendo ni-
trogénio ¢ fosforo provenientes de esgotos domésti-
cos e industriais’. Estas propriedades organolépticas
tambérm sio afetadas devido & presenca de clore resi-
dual na dgua de abastecimento, o qual € fundamental
para um processo eficiente de desinfecg@o™, No Es-
{ado de Sdo Panlo, & Resolugfo Conjunta S§/5SMA-4
de 27/33/92 aumentou para 0.5 ppm o feor de cloro
residual como medida sanitdria para fazer {rente as

Do Instituto Adolfo Latz, Capital, 3P,

epidemias do cdlera ¢ do dengue; porém, tem se veri-
Geade que o limite de 0,05 ppm € o ideal para nfo afe-
tar gosto e odor da dgua a ser ingerida e impedir a pro-
Hferacio de bactérias". Em contraposicao aos benefi-
cios da desinfeccio, nas condigdes fisioldgicas (pH 7.4
e 37°C), o cloro reage com a dgna para produzir dcido
hipoclorose, o qual pode penetrar na parede celular
destruindo sua integridade e permeabilidade, reagir
com grupos sulfidrila (SH) da cisteina e inibir vdrias
enzimas®. Ainda, também pode ocorrer o aparecimen-
to de cor e turbidez nas dguas destinadas ao consumo
homane, em decorréncia da corrosfo de tnbulagbes
metdlicas que, enfre outros fatores, ¢ causada pela acio
do cloro,

Com a finalidade de medhorar estas caracteristicas,
diversos filtros domésticos #8m surgido no mercado
apesar de nde haver uma legislagio especifica para
estes sistemas filtrantes e, como conseqiiéneia, inexis-
tir contrele sobre a sua eficiéncia, Desta forma, a

Realizado nu Secio de Aguas, Institute Adolfo Lutz, Capital, SP.
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populacio uwtiliza-se de recursos para purificacio de
dguas cajos resultados muitas vezes sio desconhecidos.

A literatura sobre filtros ainda ¢ bastante escassa,
sendo que as poucas referéneias bibliogrificas dizem
respeito 1 estudos sobre atividade bacteriana™*#°, Desta
forma, visando uma contribuicio com relacio aos efel-
tos da [lragdo sobre os pardmetros fisico-guimicos da
dgua de consume, foram examinados virios filtros de
diferentes marcas disponfveis no mercado, com base
no decreto 12.486 de 20/10/78 do Estado de Sice Paulo
em sua NTA 60, gue estabelece normas sobre a pola-
bilidade das dguas de abastecimento™.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisados 32 filwos comercializados no Es-
tado de Sao Paulo, sende gue todos continham carvio
ativado como material adsorvente e aproximadamente
BO% destes possuiam prata como agente bactericida.

A dgua utilizada foi a obtida na torneira do jabora-
tirio, 2 qual € proveniente da rede piblica de abaste-
cimenio, Para evitar a contaminacio da dgua filurada
com eventuais resfduos dos elementos filtrantes que
pudessem ser arrastados a partir de filtro em infcio
de operaciio, os primeiros 5 litros de dgua filrada
foram descartados. A vazfio utilizada ol de aproxi-
madamente 40 litros/hrora. BEssas condigGes seriam
uma simulacfo aproximada daguelas empregadas
numa residéncia.

Para cada filuo examinado ot feita a andlise {isi-
co-quimica da dgua antes e depois do processo de fil-
tragio. Foram analisados os parimetros fisico-quimi-
cos da legisiagéio estadual sobre potabilidade de dguas
de abastecimento piiblico, a saber: cor, trbidez, re-
sicuo seco, pH, dureza, oxigénio consumido, nitrato,
ferro, cloteto e cloro.

Todas as andiises foram realizadas de acorde com
05 métados descrites nas Notmas Analfticas do Insti-
futo Adollo Lutz!?,

RESULTADOS

Os resultados das anadlises dos parimetros fisi-
co-quimicos das dguas de abastecimento filtradas
sdo apresentados a seguir. Estes resuitados coryes-
pondem & comparagio das propriedades avaliadas
das dguas filtradas e da nfoc filtrada. Foi feita a re-
lacio entre o nimero de filtros nos guais houve
aumento no valor do pardmetro analisado na dgua
filtrada, sempre em comparagdo ac da dgua ndo fi-
trada, com o niimero total de filtros analisados.
RelacBes andlogas foram feitas nos casos em que
os resultados da andlise das dguas filtradas apresen-
faram wma constancia ou diminuicfo. Essas rela-
¢Oes foram expressas cm porcentagem ¢ sdo apre-
sentadas na Tabela 1.

Dentre os 32 filtros analisados, as aguas filtradas
provenientes de 4 deles foram condenadas segundo a

TABELA 1

Alteragdes dos parimefros de potabilidade e decorréncia do processo de filtracio. Categorias das
vartaches (aumento / constincia / diminuiciio) expressas em porcentagens sobre o total de filtros avaliados.

PARAMETRO ANALISADG -
AUMENTO

cor 7 0
wurbidez 12
residuo seco 70
pH 32
dureza total 6}
oxigénio conusmide 12
nitrato 30

ferro
cloreto 21
cloro &

38 41
0 160




NISHIHARA, L. e ALABURDA, I.- Alteragoes na qualidade da dgua de abastecimento por tiltros domésticos. Rev. fnst. Adolfo

Lutz, 56(13.53-57, 1996,

legistacio estadual devido ao elevado teor de oxigé-
nio consumido.

DISCUSSAQ

A filtracdo da dgua é um processo fisico-quitnico
pura a separagiio de irpurezas pela passagen: através
de um material granulado ou poroso, sendo que as
particulas suspensas ¢ espécies dissolvidas ficam fi-
sica e quimicamente retidas nos intersticios e super-
ficies adsorventes de materials como, por exemplo, o
carvio ativado®.

A existéneia de particulas aferta a qualidade da
dgua, principalmente sua aparfncia, alterando entre
outros pardmetros, a cor ¢ a turbidez. Estas caracte-
risticas envolvem aspectos de ordem estéticy ¢ psi-
coldgica, exercendo wma ceria influéneia negativa
sobre o consumidor, mesmo gue dentro de certos
limites ndo influam na questdo sanitdria do produ-
to. Com a retenciio destas partfculas por materiais
adequados, deve-se observar uma variagfo na mag-
nitude destes parimetros.

No presente traballio, verificou-se que para a mai-
oria dos filtros examinados os resultados obtidos com
relacio b cor foram praticamente constantes, 1sto €, o
processo de filiracfo foi insignificante sobre este
parmetro, No eatanto, deve-se ressaltar que nos ex-
perimentos realizados foi utilizada dgua de abasteci-
mento cuja magnifude para esta propriedade estava no
limite de detecclio do equipamento (5 unidades Haren,
uH), sendo que qualguer pequena variagdo neste
parfmetro niio era detectado pelo aparetho wtilizado
em funcfio de sua sensibilidade, de forma que o mé-
todo utilizado ndo forpecen subsidios conclusivos
quanto ao fator cor, Somente foi possivel verificar que
os filiros foram eficientes quanto a esse pardmetro,
nas analises realizadas com dguas de abastecimento
que apresentaram wm valor superior a 5 uH. Desta
maneira, 18% dos filtros produziram melboria na cor
da dgua filtrada.

Os resultados obtidos com relagdio & turbidez, por
sua vez, proporcionam uma melher avaliagio quan-
to & eficiéneia dos filtros no processo de retenglo
de particulas suspensas. Neste caso, pode-se obser-
var que o sistema de filiragfo na maioria dos expe-
rimentos manteve (53%) ou melhorou (35%) a qua-
Hdade da dgua de abastecimento, resultado gue estd
de acordo com a finalidade do processo de filtra-
cio. A turbidez € wma caracteristica decorrente da
presenga de particulas em suspensfio, iste €, sdli-
dos finamente divididos ou em estado coloidal’,
sendo gue a predomindncia dos resultados constan-
tes deve-se provavelmente s substineias coloidais
gue ndo seriam retidas pelos filtros devido 4 alta
porosidade dos materiais filtrantes. Foram raros os
casos em gue a furbidez aumentou {125}, em fun-

¢do da liberaciio de material particulado provenien-
te dos filtros.

Com relagdo ao residuc seco houve um aumento
significativo {70%) na maioria dog sistemas anali-
sados, O que sigere que as Aguas filtradas carregam
substincias soliveis provenientes dos materiais ufi-
lizados como elementos filirantes. Esta observagio
¢ reforgada pelos resultados referenies ac aumento
da dureza da dgua apds a filtragio. Das andlises
efetuadas, infere-se que o aumenio na durezs pro-
vaveimente corresponde a carbonatos alcalinos
terros0s, 08 quais sfc provenientes de materiais fil-
trantes, fais como a dolomita. OO aumento na dureza
devido aos carbonatos também tem sido relatada na
literatura. Ainda, o fato de ocorrer um aumento na
concentracio de carbonatos dissolvidos nas dguas hi-
radas justifica # vartaco observada nos valores de pH.

O teor de oxigénio consumido por uma amostra de
dgua estd relacionado com a quantidade de matéria
orgnica presente ¢ com o grau de oxidaglio em que a
mesma se encontra’. Analisando-se os resultados apre-
sentados na Tabela 1, pode-se concluir que os filtros
examinados predominantemente ndo alteram a quan-
tidade de substincias redutoras, entre as quais se in-
cluem os composios orginicos.

Na matoria dos casos houve uma diminui¢iio do teor
de ferro nas dguas filtradas, significando que o mate-
ria} filtrante apresenta caracteristicas favordveds 4 sua
retengdo, fator importante para os locais com enca-
namentos antigos ¢ corrofdos, principal metivo de
contaminagiio da dgua de abastecimento com fons
férricos, Muitas vezes os compostos de ferro podem
ser encontrados no estado coloddal, dificultando a sua
retengdo por materiais que nfco apresentam baixa
porosidade, fato que deve estar relacionado com a
constincia dos resultados observados (29%).

Quanto ao teor de nitrato presente nas dguus de
abastecimento, verifica-se gue na maioria dos casos
ocorre ama constincia nesics valores; porém, em 30%
das dguas filtradas houve um asmente neste teor, ¢
que deve estar relacionade com o fato da maioria des
filtros analisados (27 filtros domésticos) possuireni em
sua composicio prata como agente bactericida. Um
processo de deposiciio de prata sobre carviio ativado
por adsorcio deste elemento, a partir de uma solugho
de nitrato de prata em confato com o ¢arvao, pos-
sivelmente cavsou © aumento de fons nitrate por
sotubilizagio do nitrazo de prata que ndo fof reduzido
no processo. Ainda, 0 acréscimo de {ons nitrato nas
Aguas filtradas foi acompanhado por una diminuicio
no teor de {fons cloreto, sendo que esses resultados vém
ratificar a suspeita de solubitizacko do nitrato de pra-
fa em excesso, de maneira gue 0s fons prata seriam
depositados na forma de cloretos, que sfo bastante
insoliveis em dgua, ficando retidos nos intersticios
dos materiais filtrantes.
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Todos os filtros examinados apresentaram a proprie-
dade de reter o cloro residusl existente na 4dgua de
abastecimento por adsorgiio em carviio ativade.

CONCLUSAO

A partir da andlise dos resuitados obtidos, pode-se
verificar que na maioria dos casos os liltros analisa-
dos melhoram ou mantdém os parfimetros organo-
Iepticos como cor e turbidez, fatores bastante signifi-
cativos para 0 consumidor de dgua filtrada e usudrio
de filtros domésticos. Ainda, a retencio de cloro resi-
dual observada em 1009 dos casos certamente mefo-
rou o sabor das dguas filtradas. Ressalve-se pordém, que
¢ recomenddvel um teor de 0,03 ppm em cloro residu-
al’ para prevenir o crescimento de bactérias.

A eficiéncia dos filtros também foi observada atra-
vés da diminunigio de teores de ferro na dgua filirada.
Por outro lado, em contraposiciio 3 finalidade da fil-
tragho, verificou-se para a maioria dos filtros anali-
sados um aomento na quantidade total de material
dissolvido, expresso tanto em fermos de acréscinmo no
resfduc seco quanto na dureza total. Qutra questdo
significativa foi o fate de haver acréscimo na concen-

tragdo de nitrato nas dguas provenientes de 30% dos
filtros examinados, o que deve estar relacionado ao
processo de deposicio de prata no material filtrante.
Apesar de ndo terem sido constatadas concentragdes
de nitrato gue levassem & condenaglio da dgua filtra-
da. o aumento detectado € significative, pois este fon
estd refacionado com a metahemoglobineniia em cri-
angas e com a formacgfo de nitrosaminas, as guais
possuem agio carcinogénica®.

Pode-se concluir que as caracteristicas aparentes da
dgua apds a filtragdo foram melhoradas; porém, a efi-
ciéncia de grande parte dos filtros analisados foi pre-
cdria devido ao acréscimo observado em cerfos com-
ponenies gaimices da dgua filtrada, Saliente-se, po-
rém, que dos 32 filiros analisados nenhum foi total-
mente eficiente guanto & melhoris simultinea de to-
dos o8 parfimetros de potabilidade analisados.

AGRADECIMENTOS:

Agradecemos aos funciondrios R. Cotrim, CA.
Nunes e M.L.P. Ruggeri, da Secfo de Aguas do Insti-
tuto Adolfe Lutz-central, pelo apoio na parle experi-
mental deste trabaiho.

RIALAG/TOS

NISHIHARA, L. and ALABURIA, I - Changes in drinking water quality submitted to houschold fil-

ters, Rev fnst, Adolfo Luiz, 56{1%533-57. 1956,

ABSTRACT: Physico-chemical analysis of filtered water from household fitration systems were
compared with one of unfiltered water in order to cvaluate such systems. The determinations included
colour, twbidity, dried residue, pH, hardness, oxygen consumption, iron, nirate, chioride and free

chlorine.

Improvement in colour and turbidity was observed in most of the cases, flie faste also mproved
due 16 the retention of the free chlorine by the totality of filters analysed. However, in the {ilered water
was observed an increase of 70% and 61% of dried residue and hardness, respectively, some filters also
caused an increase in oxygen consumaption (30%) and nitrate concentration (12%) after the filtration.

DESCRIPTORS: Filter-water, Drinking water, Physical-chemical parameters of drinking water,
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YABIKE, HY. & KIMURA, LA, - Determinacio de teobromina e cafefna em cacau ¢ produtos de
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RESUMOG: Com 0 objetivo de determinar os teores de feobromina e cafeina, 77 amostras de pro-
dutos de chocolate foram analisadas. Ay amostras testadas foram 12 amostas de massa de cacau, 4
amostras de aromas de cacan e 51 amostras de alimentos & base de cacau. tais como barras de choco-
late, bebidas ldcteas, biscottos, bolos, sarvetes, oo, de diferentes marcas. O método utiliza a téenicn de
cromatografia liguida de alta eficiéncia, com detector de arvanjo de diodes, coluna C ) e fase movel
metanol - dgua - dcido acético (20:79:1). A guantificacio foi felia por padronizagiio exierma.

DESCRITORES: Produtos de chocolate, Teobroming e cafefnu, téonica: Cromatografia liquida

de alta eficiéncia, doterminagio.

INTRODUCAO

Hi um crescente interesse entre os profissionals
da Satde, no conhecimento do teor de metilxantinas,
entre elas a teobrimina e a cafeina nos produtos ali-
menticios.

Este fato ccorreu desde gue a Food and Drug
Administration (FDA) nos Estados Unidos retiron a
cafefna da lista de drogas geralmente reconhecidas
como seguras, “Lista GRAS” ¢ lem alertado as mu-
Iheres, principalmente as gravidas, no sentido de con-
sumir pouco on mesmo evitar, alimentos ¢ drogas
contendo cafeina’.

Existem evidéncias, ainda que nio comprovadas, de
que a cafeina atravessa lvremente a placentz, e pode
causar possivelmente defeitos de npascenca em humanos
sernelhantemente gueles observados em animais

Sob o ponte de vista fisiologico, segundo o Pharma-
ceutical Codex 1979, estes 2 alcaldides atuam em
diferentes nivels: como estimulador do sistema ner-
voso central e como diurético. Enquanto a cafeina tem

* Realizado na Secfio de Aditivos ¢ Residuos de Pesticidas
## Do Institute Adolfo Lotz

agdo diurética fraca, € um grande estimulador do sis-
tema nervoso centrdl A teobromina possui acio
diuréiica semelhanie & cafeina, porém, ndo possul agio
estimulante do sistema nervoso central ',

A importineia da tecbromina estd no seu melabo-
lismo, nma vez gue a metilagho da mesma leva a pro-
duzir cafeina’,

Existemn varios estudos sobre o confetido da ca-
feinz em chd, calé e cacau, porém, poucas informa-
¢des sobre o teor de teobromina em produtos de
chocolate » 5078

Os primeiros trabathos publicadoes na literatura so-
bre a andélise de cafefna ¢ tecbromina eram bastante
dificies ¢ extremamente morosos, devido a impos-
sibilidade do métedo cldssico utilizado em separar a
cafeina da teohromina. Por ouwro lado, ainda havia
uma dificuldade suplementar em produtos contendo
grandes quantidades de aciicar.

A andlise da teobromina, fal como tem sido feita pelo
método gravimétrico, € bastante onerosa e trabalhosa®,
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Com o advento da cromatografia Hquida de alta
eficiéneia (CLAE). atuabmente permite a separagio e
guantificacfio da tecbromina e cafeina quando presen-
tes numa mesma amostra® > 5 RS0

Nesse sentido, o preseate trabalho fol conduzido
com ¢ objefivo de determinar a concentragio de teo-
bromina e cafeina em amostras de cacau e produtos
de chocolate utilizando a técnica de CLAE.

MATERIAL E METODO
Material

Amostras de cacau de diversas procedéncias, aro-
mas & base de cacau e produtos de chocolate, tais como
biscoitos, bolos, hebidas lacteas, alimentos acho-
colatados, sorvetes, ete, tofalizando 77 amostras fo-
raim adquiridas junto a empresas do ramo € supermer-
cados da Cidade de S&o0 Paule, om colaboracio com
o Ceniro de Vigilincia Sanitédriz da Secretaria de Sad-
de do Estado de Sdo Paulo.

Mérodo
O método empregado foi ¢ descrito por BRERETON

et alii* cujo procedimento basicamente encontra-se
esquematizado a seguir:

aroma - aprox. 1.0g
Amostra % cacau - aprox. 0,5g
prodd. choe. aprox. 3.0g

Desengordaramento (éter de petrdleo)

—

Residuo

|

Dissolugdo com dgua quente

Extragio da cafefna e teobromina na chapa
elétrica
por aproximadamente 20 minutos

Clarificacio {solughio de Carrez |
sohucio de Carrez 2)

Centrifugacio
Fittrado

CLAE {(coluna €, 280 nm)

187

60

Prepara das Solucdes

Solugio de Carrez |: dissolver 219g de acetato de
zinco em aproxidamente 500 ml de dgua do Milli-Q
e 30 ml de dcido acético 0,1 mol/L. Transferir para
um balio volumétrico de 1 Htro, completando o vo-
lume com 4gua,

Selucio de Carrez 2: dissolver 106g de ferrociancto
de potassio em aproxidamente 300mi. de dgua e trans-
ferir quantitativamente para um halfo volumétiico de
1 Brro, compientando-o com agua.

Solugdo-estoque de tecbromina {250ug/ml): pesar
30mg de teobromina, dissolver em dgua e aquecer, se
necessario, transferindo a solucio para um balo
volimétrico de 200 mbL, completando-o com dgua,

Soluchio-padrio de trabatho de teobromina: diluir
1,2, 3, 4 ¢ 5mL da solugio-estogue de teobroming para
100ml. com dgua.

Solugio-estoque de cafena (300pug/mLY: pesar 50mg
de cafefna, dissolver em dgua e completar a 100 ml,,
no haldo volumétrico.

Solugio-padrio de trabalho de cafefna: diluir {, 2,
3.4 e SmL da solucio-estoque de cafefna para 100mL
no baldo velumdétrico.

Equipamento

Foi utilizade o cromatografo Hquido Hewlett Packard,
modele 1090 com detector de arranjo de diodos. As con-

digles cromatograficas de trabalho foram:

coluna: Lichrosphere 100 RP-18 em Lichrocart 125-
4 {Merck)

fase mdvel: metanol-dgna-cido acético (20:79:1)
fluxo da fase mével: 1,0ml/min

temperatura do fornor 35°C

comprimente de ondza; 280nm

volume de injeglo: 20 plb.

Os solventes e as amostras foram filtradas através

de membranas filtrantes (Millipore) antes de serem
introduzidas no cromatdgrafo.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os valores de teobromina ¢ cafefna encontrados nos
varios tipos de alimentos coletados de virios super-
mercados da Cidade de Sio Paulo, sio apresentados
na fTabela I.
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Para cada marca de alimento fol feita andlise em
duplicata e tirado um valor médio.

Os valores apresentados na Tabela I representam
g média dos valores médios de cada marca de ali-
mento analisado.

Os teores de techromina e cafelna foram determina-
dos pelo cdleulo das dreas de seus picos cromatogréficos,
utilizando o método de padriio externo.

As curvas-padrées de teobromina e cafeina apresen-
taram-se lineares dentre dos intervalos de concentra-
ges examinados de 25ng a 125ng.

A avaliagdo do teste de recuperaciio foi conduzida
em quatro diferentes matrizes: massa de cacau, bis-
eoitos recheados sabor chocolate, alimentos acho-
colatados e chocolate em pd sohivel,

Inicialmente as amostras foram deternsinadas guanto
a0 conténde de teobromina e cafefna. Em seguida, as
amostras {oram fortificadas com guantidades conhecidas
dos padrdes de teobromina e cafeina, isto &, ametade c o
dobro das quantidades cncontradas em cada amostra.

Os testes foram realizados em triplicata.

As médias ¢ os desvios-padries das recuperagdes
em porcentagem corrigidas pela subtragio dos valo-
res-controle encontrados em diferentes substratos
foram de 99,3% e 2,8% para fecbromina e 97.3% ¢
3.3% para cafeina (Tabela 2).

Os reores dos alcaldides teobromina e cafeina encon-
trados na massa de cacau, alimentos achocolatados em
pé, e as barras de chocolate foram semelhantes aos
obtidos por outros pesquisadores® > 7,

£ evidente que com o acréscimo da manteiga de
cacatt, solidos ldcteos e agicar & massa de cacau que
& a substincia-base ou de partida para todos os pro-
dutos & base de chocolate, ocorre uma diminuigdo nos
teoves de teobromina e cafeina no produto final.

A massa de cacau é um alimento sdlido ou semi-
solido obtida a partir da moagem do miolo da semen-
te de cacau. Foram analisadas 12 amostras de massa
de cacau de 7 diferentes procedéncias guanto a0 con-
tetido de teobromina e cafefna.

Os valores médios de teobromina e cafeina foram
1,31% ¢ 0,16%, respectivamente, com variacio de
1,12 - 1,50% e 0,14 - 0,20%, respectivamente {Tabe-
la 1} A ligeira variag3o nos teores dos alcaidides pode
ser atribufda a vérios fatores como variedades dife-
rentes, gran de maturidade das sementes na ocasifio
da colheita e diferengas no grav de fermentaggo,

O cacau vendido go comércio (cacau em pd parci-
almente desengordurado) sob a forma de pé € prepa-

rado através da pulverizagdo do material remanescente
apds a remogdo da matéria graxa (manteiga de cacau)
da massa de caca.

Uma vez gue a teobroming e & cafefna permanecem
na porgdo ndo graxa da massa, o cacau comercial
vendido desengordurado possui concentragdo maior
de teobromina e cafeina que a massa de cacau.

(s valores médios de teobromina ¢ cafeina encon-
trados foram de 2,22% e 0,24% respectivamente.

As barras de chocolate de diversos tipos como ao
feite, branco ¢ meic-amargo também foram pesqui-
sados guanto ao contendo de teobromina ¢ cafeina
(Tabela 1)

Compo era de se esperar, a barra de chocolate bran-
¢0o ndo apresentou nenhuam conteddo de teobromina e
cafeina. Em relagio & barra de chocolate meio-amar-
2o, o teor médio de teobromina e cafeina encontra-
dos foram de 0,84% ¢ 0,10% respectivamente.

Na barra de chocolate ao leite, os teores de
teobromina e cafeina encontrados foram de 8,15% e
8,04%, respectivamente. [sses valores sdo inferiores
aos do tipo meio-amargo, uma vez que s30 introdugzi-
dos os sdlidos de leite, além dos componentes normais
atilizados em ambos os tipos de chocolate que sdo a
massa de cacas e manteiga de cacau.

Os aromas npaturais de cacay analisados eram com-
posios de extrate de cacan, extrato de baunilha,
vanilina, etil vanilina ¢ maliol, seado que os teores
de teobromina e cafeina vartaram de G6,11% 2 0,34%
e 0,02% a 0,07% respectivamente.

Virios outros alimentos, tais como biscoitos, be-
bidas ldcteas, coberturas de chocolate, sorvetes, etc,
também foram analisados, conforme apresentados na
Tabela 1.

Os resultados encontrados indicam gue o método &
bastante preciso e exato e gue a técnica guantifica
satisfatoriamente os dois alcaléides, conjuntamente.

A andlise da teobromina ¢ cafeina leva aproxima-
damente 2 horas desde a pesagem da amostra até a
injegio do extrato no cromatdgrafo Houido, com gran-
de vantagem em telagdc ao métode oficial,
gravimétrico utilizado alé entlio, que levava aproxi-
madamente 2 dias.

CONCLUSAO

O método utilizado para quantificar a teobromina
e a cafeina, simultancamente, mostrou-se bastante
exato € preciso, como demonstrado pela avaliagio da
recuperagiio, sugerindo a adocio deste método como
método oficial na determinagio de teobromina.
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TABELA |

Niveis de teobromina e cafeina encontrados nos diferentes alimentos analisados.

NE de mareas N de amostras Média de Intervalo de  Médiade Intervalo Total de

Alimento analisadas analisadas  Teobroming  Teobromina Cafeina de Cafeina Alcaldides
{%) {563 {963 (b} (%01

Barra de choeolats
Ao Leite 2 2 0,15 0,14 - 0,13 (04 0,02 -(,05 6,19
Branco 2 2 0,043 0,00 (3,00 6,00 0,00
Meio-amargo 2 2 0,84 (.74 - 0,88 3,10 0,49 - 0,10 0,94
Alimento Acho- 7 7 1,33 {119 - (1,38 0,04 0,02 - .08 3,37
colatado crt po
Mistura prepa- 3 3 (.15 0,13 - 0,17 (4,02 (3,02 0,17
rada pura bolo
Biscoito recheado 3 4 0,00 6,05 - 0,13 0,01 0,00 - 0,02 4,10
Bebida ldctes 1 i 0,15 0,15 .01 6.01 0,16
Composto Ali- 3 4 0,33 3,15 - 0,64 0,04 0.01- 008 (3,37
mentar
Licor de cacan 4 G 0,03 0.02 - 0,07 8,00 0,80 - 0,01 (0,03
efon chocolate
Cobertura de 2 2 (3,16 13 - 4,28 0,03 (3,02 - 0,403 e
chocolate
Pio de mel 1 H .40 0,09 0,01 3,01 &.10
Beolo 4 4 (.08 4,01 - 6,08 0,00 0,063 0,05
Rocambole i 1 (3,06 {3,006 0. (0,01 (.14
Marshntallow 1 i 0,24 0,24 (.04 0,04 4,28
Alim, enrig. ¢f 2 2 (3,13 0,09 - 0,10 0.0 (.01 0,14
Vil. ¢ sais minerais
Alim. & base de i 1 0,30 0,30 0.1 0,01 0,31
extrato de malte
Cookies i 1 3,30 330 (.04 0,04 0,34
Sorvetes 9 1] 5,08 0.03 - 0,15 0,01 406 - 0,01 0,08
Chocolate em 2 2 0,77 0.75 - 0,78 0,11 0,10 - 0,11 0,88
pé soltivel
Massa de cacan 7 12 1.31 1,12 - 1,30 0,16 0,14 - .20 1.47
Cacau em po 3 3 2,22 2,15 .2.27 0,24 023 - 6,24 2,46
parc, deseng,
Chacolate em 2 2 1,13 1,10-1,13 4,13 120,14 1,26
po pase, deseng.
Aroma natural 4 4 0,24 0,11 -0,34 4,03 002 - 007 0,29

de cacan

Total de amostras analisadas 77
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TABELA

2

Recuperacdo (%} de teobromina e cafeina em diferentes substratos.

AMOSTRA TEGBROMINA CAFEINA
MEDIA Dpr MEDIA*
Massa de cacau 100.8 3.3 95.3
Biscoito Recheado 989 25 1007 2.4
Alimento Achocolatado 97,2 31 G5.4 36
Chocolate em po solovel 1004 2.0 98,4 33
97.5 3.2

Média 963 2.8

# Médta e desvio padrio de andlises em triplicata

O presente wrabalho apresentou um perfii dos
conteddos de teobromina e cafeina em produtos de
chocolale, atendendo A necessidade destes conhe-
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ABSTRACT: In order 10 investigate the levels of theobromine and caffeine, 77 samples of choco-
fate lignor and commercial checolate products were analysed, The samples tested incleded 12 samples
of chocelate Haguor, 4 sampies of cocoa favour and 61 samples of commercial chocolate prodocts like
sweet bar chocelate, milk beverages, biscuirs, cakes, ice-cream, ete from Sifferent brands. A liguid
chromatography technique was developed using a diode aray detecior, 2 C column and methanol-
water ~acetic acid (20:79:1) a5 mobile phase. Quantitation was carried out by external seandardization.

DESCRIPTORS: chocelate products, theobromine and caffeine. high pressure Hguid

chromatographic determination.
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RESUMO: Os drgios oficials de fiscalizagio dos alimentos no Brasil m a obrigaioriedade de

contrelar o teor de 1odo no sal para proteger a populagio do bécio end®mico e suas consegiiéncias.
Pretendeu-se verificar a efetiva iodagdo do sal comercializado na drea bocigena de Goids, pelo grande
significado dos resuliados da pesquisa no campo da sadde pliblica. Foi determinado o teor de iodo em
116 amostras de sal refinade € mofdo, de 24 marcas diferentes, cothidas na drea bocigena de Goids, no
periodo de margo de 1993 a junho de 1994, Foi também determminada a classificagho quanto &
grannlometria nas mesmas amosiras para verificar se estavam de acordoe com a legislagBo vigente. Foram
utilizados nesta pesquisa os métodos fisico-guimicos indicados nas Normas Analiticas do Institute
Adolfo Lutz. Do total das amostras analisadas, 24 (20,7%) se encontravam ¢om 0 teor de todo abaixo
de 10mg/Kg, em desacordo com a legislagio vigente, Das 116 amostras, 45 (38,8%) se encontravam
em desacordo com & legisiaclio vigente em relagio & granvlometria; sendo destas, 11 {31.4%) de sal
refinade e 34 (42,0%) de sal moido.

DESCRITORES: Sal refinado, sal mefdo, teor de fodo no sal, classificacio granulométrica.

INTRODUCAO

Pretendeu-se verificar a efetiva iodacio do sal co-
mercializado na drea bocigena de Goids. O estado de
Goids, situado em planalto e geogragicamente longe
do mar, é um dos mais prejudicados em relagio a
caréneia de iodo™.

O bécio é uma endemia que ainda constitui um
séric problema de satide piiblica no Brasii®. Os es-
tudos feitos pelos téenicos especializados da Supe-
rintendéncia de Campanhas de Saide Puiblica -
SUCAM/MS, em inquérito realizado em 1955 ¢
1975, confirmou o problema de endemia no Brasit™.

Alnda gue tenha bavido sensivel declinio desta
doenga, depois da iodagio do sal de cozinha, em todo

© territdrio nacional, com a criagio da Resolugdo n®
25 de 30 de dexembro de 1957%, sdo necessdrios cul-
dados constantes para que ndo haja reaparecimento do
béeio em larga escala como sucedeu em paises cen-
tro-americanos®,

G bocie afeta o sistemna nervose central de mangi-
ra frreversivel. O cretinismo € a sua mails séria conse-
ghifneia, A gestante acometida de bocio pode acarre-
tar ao feto graves alteragdes no cérebro ¢ no sisterna
nei}.ﬁ)]égiCO" !7.29.22,2325.26'

A deficiéneia de iodo na alimentacio é fundamen-
tal na etiologia do bécio. A acdo profildtica do iodo
coltra ¢ cretinismo € aceila sem restrigdes por todo o
mundo®*#, A wtilizagio do sal como veiculo tem se
maostrade, mundialmente, como & forma mais econd-

* Realizado ne Instiruio Adoifo Lutz, SP. Apresentado no XiV Congresso Brasileiro de Ciéneias ¢ Tecnologia de Alimentos,

no periode de 17 a 20 de junho de 1994, S Paulo, SP.
** Do hstitato Adolfo Lutz.
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mica, simples ¢ abrangente, para a prevencio e con-
frole da msuficiéncia do lodo no orgasisme humano

AR

g animal®

Sabe-s¢ que a recomendagfo didria de ingestio de
iodo para populaglo de zonas bocigenas € de 40 a 30
microgramas para lactentes, 70 a 120 microgramas
para criangas ¢ de 100 a 130 microgramas para adul-
tos'®. Entretanto, o limite atual exigido pela legisla-
¢iio brasileira ¢ insuficiente na recuperaciio dos que
sofrem de bécio.

A Organizacio Mundial de Sadde - OMS, recomen-
da como “6time” para programas de iodagio, a adi-
¢iio de 40mg, com variagio de 30 a 50 mg/Kg de iodo
no sall,

No Brasil, depois de editada a Lei n? 1944, de 14
de agosto de 1953 do Ministério da Educago ¢ Sai-
de. tornou-se obrigatério a todaciio do sal de cozinha
apenas nas zonas bocigenas do pais™*, Esta lei teve sua
regulamentaciio através do decreto n® 39814, de 16 de
agosto de 1956°, que delimitou as dreas bocigenas do
Brasil, mas ainda ¢ preocupante a situagdo em algu-
mas dreast

O Ministério da Sadde, em 1982, confion ao Insti-
ute Nacional de Alimentagiio ¢ Nutrigho - INAN, e &
Superintendéncia de Campanhas de Sadde Pdblica -
SUCAM, as atividades do Programa de Combate de
Bécio Endémico - PCBE. Mais tarde, a SUCAM pas-
sou a fazer parte da Fundagfio Nacional de Saade -
FNS, e estabelecen o Subprograma de Jodacio do Sal
B CENE R

A partir de janeiro de 1983, foi reativado o traba-
Iho de jodagio de sal, onde o Ministério da Satde
introduzin novos procedimentos para maior eficdcia
no combate ao bécio end@mico™™ ™,

Foi editada a Portaria 82 3, de 23 de fevereiro de
1684 da Secretaria Nacional de Vigildncis Sanitdria -
SNVS, que esizbelecen Himites de 10 a 309mg de iodo
metaldide por guilograma de sal refinado ou moido
para o consamo humano®, considerando a margem
téenica conveniente aos procedimentos industrials,
complementando & Lei n” 6150, de 3 de dezembro
de 1974%, que aé entdo exigia exatamente [Omg de
iodo metaldide por quilograma do produto. Cutra
medida foi a adogiio de equipamentos para a rodagio
do sal que, embora simples e de baixo custo™, mos-
trou-se muito eficiente s moageiras que nio dispu-
nham de instalacdes adequadas para esse fim. Além
do fornecimente do fodato &s inddstrias, para adicfo
ao sal produzide, também foi prestado maior apoic
as usinas salineiras com visitas de inspetores sani-
tarios da Fundagdo Nactonal de Saiide - FNS {ex-
agentes da SUCAM), os quais orientavam na corre-
ta adigio do iodate de potdssio ao sal, regulando o
equipaments necessario’™ e analisando amostras no
local de produgio.

G6

Também sio coletadas grande nimero de amostras
a serem anzlisadas nos laboratdrios oficiais. Neste
sistema de trabalho, o relatério do ano de 1993%,
mostra que foram efetnadas 17814 andlises de sal no
Brasil, um ntimero bastante significativo para o bom
controle de fiscalizacio.

Recentemente, o PCBE {Programa de Combate ao
Bécio Endémico) foi reestruturado pela Portaria n°
2165, de 29 de dezembro de 1994% ¢ receben nova
denominacio, Programa Nacional de Combate aos
Disttirbios por Deficiéncia de lodo, PNCDDIL. Esta
portaria também estabelecen linhas bésicas para no-
vas direfrizves no controle do bécio.

Em 16 margo de 1993 foi editada a Lei n® 9005
gue altera as disposicdes da Lei 82 6130°, de 3 de de-
zembro de 1974, Altera também o inciso XXX do
artigo 16 da Lei n® 64377, de 20 de agosto de 1977 que
atribut ao Ministério da Satde o estabelecimento da
proporcio de lodo a ser adicionade ao sal. A falta no
cumprimento da lei & também considerada como in-
fracho sanitiria. Pela portaria n® 1806 de 24 de outu-
bro de 1994°, 0 Ministério da Salide tinha estabeleci-
do o limite de 40 a 60mg de iodo metaldide por qui-
lograma do sal come o mais recomendade nas zonas
carentes,

E importante gue o teor de iodo adicionado ao sal
tenha um eficiente controle através dos drglos ofi-
ciais de fiscalizaglo, levantando dados sobre o teor
de iodo nos sais consumidos em zonas bocigenus,

A outra proposia deste trabalbo ¢ a verificagio da
veracidade na classificacio do tipo de sal declarado
na rotulagem em relagdo & granulometria, em cum-
primento ao Decreto n? 75697, de 6 de mato de 1975,
que aprova padrbes de identidade e qualidade parz o
sai destinado 20 consamo humano, estabelecidos pela
Comissiio Nacional de Normas e Padres de Alimen-
tos - CNNPA. do Ministério da Saude®.

MATERIAL E METODO

Foi feita a colheita dos sais pelos técnicos espe-
ciafizados da Fundagio Nacional de Sadde - FNS - nag
cidades indices de Goids, que sfo aguelas que com-
pdem os pontos criticos para testes de prevaléneia do
bécio endérnice dentro da drea bocigena, como: Nova
Roma, Flores de Gotds, Cabeceiras de Goifis e Pal-
meiras de Golds, no periodo de marco de 1993 a ju-
ho de 1994,

Foram colhidas 116 amostras de sals de 24 marcas
diferentes, rotsladas como refinados ou mofdos e
enviadas ao laborsidrio do Iastitoto Adolfo Lutz, em
Sdo Paula As amosiras foram numeradas, homo-
geneizadas e classificadas quanto & grannlometria, por
tamis 02 18 (1,00 mm de abertura) e n® 20 ¢0.84 mm
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de abertura), respectivamente para sais moidos ¢ refi-
nados, utilizando a i¢éeniea indicada aas Normas Ana-
liticas do Instituto Adolfo Lutz!?, Verificou-se s¢ o tipo
de sal declarado na rotulagem estava realmente dentro
dos pardmetros exigidos pela legislagio vigente®.

O teor de iodo foi dosade nas amostras em iriplicata,
na forma de icdate, utilizande solugio padronizada

de tiossuifato de sddio, confonne metodologia

indicada nas Normas Analfticas do Instituto Adolfo
Ltz

RESULTADOS

Os resuliados obtidos neste trabalho estdo apresen-
tados nas tabelas Le 11, e graficos T e 1T, respectivamente,

DISCUSSAQ E CONCLUSAO

Conclui-se gue parte dos produtores de sal ndo es-
the cumprindo a legisiagfo vigente com relaglo 2
classificagdo granulométrica, rotulando sais moidos
como refinados,

Quanto aos teores de iodo, ndo foram encontrados
os resuliados esperados. Uma das moageiras nio esid
adicionando 10do o sal. As demais, em algumas par-
tidas, estdo adicienando teores abaixo do limite mi-
nimo exigido pela legistagdo em vigor, no perfodo em
que as amostras foram colhidas.

A Lei 0% 9005, de 16 de marco de 19957 do Minis-
tério da Satde, no seu Artigo 32, manda suprir de iodo

TABELA 1

Disuribuicio das amostras analisadas guante 2 granujometria em relacio & legislagiio em vigor.

APROVADO* CONDENADO*

24 {68,6%:)
47 (38.0%) 34 (42.0%)

11 (31,4%)

71 {61298 45 (38,8%)

* Denwo dog parfimetros exigidos®

i TFora dos parfmetros exigidos®

TABELA 2

Dhstribuicio das amostras analisadas guanio ao teor de iodo em relag@o & legislacdo em vigor.

TIPO DE SAL  N®DEAMOSTRAS  APROVADO® CONDENADO**
35 24 (68.6%) 07 {20.0%;

Moido o g1 64 (790%) 17 £23,09%)

Total 116 92 (79.3%) 2402074

* Deniro dos parimetros exigidos®
¥4 Yora dos pardmetros exigidos®
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GRAFICO I

Distribuicdo das amostras analisadas quanto & granulometria em relagdo & legislagiic em vigor

| nt de amostras
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#  Dentro dos parfmetros exigidos®,
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GRAFICO 1T

Distribuzigdo das amostras analisadas quanto ao teor de iodo em relagfo i legislagdo em vigor
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*  Dentro dos pardmetros exigidos®.
#* Fora dos parfimetros exigidos®.
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as induistrias beneficiadoras de sal ¢ convalida os atos AGRADECIMENTOS
praticados com base na Medida Provisdria n® 834, de
19 de janeiro de 1995" & Medida Provisdria n® 893,

de 16 de fevereiro de 19952,

Aos Srs. Coordenadores Regionais da Fundagio
Nacional de Satde - TNS/Golds: Dr. Paulo Gongal-
ves de Castro e Dr. Oscar Soares de Azevedo Ir, pe-
fas amostras enviadas ao Laboratdric do Instituto
Adolio Lutz, em S50 Paulo.

Efetivamente. serd necessdrio uma intensa fiscali-
zaglo no local de beneficiamento do sal, para certeza
de um produto final adequado.

Ao colega José Inaldo Almeida Ribeire pela cola-
borago técnica no presente trabalho.
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SHVEIRA, NVV,; RODAS. M.AB. SARUWTARY, 1L.H.. SOUZA, A; RIBEIRO, A.- Iodine content
in salt in the goitrous arca in Goids and granulometric classification of samples. Rev, Inst. Adolfo
Lutz, 56{13:63-70, 1996,

ABSTRACT: The official food inspection agencies in Brazil are responsible for he indine conteng
control in the salt in order to protect the population against endemic goiter and its consequences, It was
mtenied to verify the actual iodine content in the salt commercialized in a specific area in the state of
CGioids, due 10 the results of field researches carried by public health agencies showing kigh occcurence
of goiter, { was determined the 1odine content in 116 samples of refined and ground sait of 24 different
brands taken from that high goiter incidence arca in (Goids during the period of March 1993 to June
1994, it was also determined the granulometric clagsification in the same samples 1o confirm whether
they complied with the legislation in effect. Physical chemical methods indicated in the “Normas Ana-
liticas do Instituto Adolfo Lutz” were utilized i this research. From the whele of samples analyzed, 24
(20,7%), showed an iodine content below 10mg/Kg, conflicting with the legisiation in force. From the
116 samples, 43 (38,8%:) were not in compliance with the legislation in effect ag 10 i1s granslometyy, of

wich 11 (31,4%) being refined salt and 34 (42,0%) ground salt.

DESCRIPTORS: Refined salt, ground salt, iodine content in salt, granulometric classification in salt.
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RELATO DE SURTO DE INTOXICACAO ALIMENTAR PROVOCADA POR CON-
SUMO DE BOLO CONTAMINADO POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS
IMPORTANCIA DA HIGIENE DOS MANIPULADORES E CONDICOES DE CON-
SERVACAO DO ALIMENTO NA PREVENCAOC DA DOENCA

Maria Helena CR.PASSOS*
Amaldo Y. KUAYFE**

RIALAG/TO8

PASSOS. MH.C.R. e KUJAYE, AY. - Relato de Surto de intexicagiio alimentar provocada por consu-
mo de bolo contaminado por Stapivioceccus aurens. Rev Inst, Adolfo Lutz, 536(8171-76, 1996.

RESUMO: Este trubatho relata vin surto de infoxicagho alimentar ocorrido em marco de 1994 na
cidade de Santa Bdrbara 13’ Oeste-SP (Brasil). O alimente envolvido {0i bolo recheado e confeitado,
contaminado por Staphviococrus auras a0 nivel de 2,9 x 10° UFC/g, Baseado no lnguérito
epidemiclogico realizado e na elevada comaminagfio, conclaiu-se que Stapiylococcus aurens foi o
microrganismo patogénice responsével pelo surto. Os fatores que, possivelmente, confribuiram para a
ocorréncia do surio, higiene inadequada dos manipuladores e manutenciio do alimenio & temperatura
ambiente por longo intervalo de tempo, slo discutidos,

DESCRITORES: Intoxicagio alimentar estafilocdeics, Bolo, Manipulagio higifnica de aiimen-

tos, Condigfes de conservagio de alimentos.

INTRODUCAQO

A intoxicagho alimentar provocada por Staphylococcus
areits & devida 3 ingestio de neurotoxinas produzi-
das ¢ liberadas pela bactéria durante sua muitiplica-
¢ho no alimento. A sindrome € caracterizada por né-
useas, vomitoes, dores abdominais e diarréia, ¢ por um
curto periodo de incubacio, de 1 a 6 horas apds a
ingestic do alimente contaminade, Embora seja
verificada prostraclo em casos severos, o doente re-
cupera-se completamente dentro de 1 a 3 dias e, rara-
mente, ccorrem mortes®,

O perindo de incubagio e a severidade dos sinto-
mas depende da gquantidade de enterotoxina ingerida
e da suscetibilidade do individuo. Niveis de entero-
toxina variando de 4,01 a 04 Ug por grama do alimen-
to j4 sBo suficlentes para provecar a Intoxicacio, en-

quanto gue a ingestdo de guantidades inferiores a 1ug
¢é capaz de afetar individuos mais sensiveis®, Para se
afingir tais nfveis de enterotoxina € necessdria, segon-
do ICMSF'", uma intensa proliferagiio do agente
patogénico no alimento, até que nimeros superiores
a 10%/g sefam alcancados.

Mesmo em paises desenvolvidos, onde siio realiza-
dos levantamentos epidemiclogicos sobre enfermida-
des transmitidas por alimentos, ndo se tem um real
conhecimento do grau de incid@neia de intoxicagio
estafilocdcica. Um grande ndmero de sortos ndo é
notificado, devido. provavelmente, b curta duracio e
a evolugio benigna da doenga; apenas aqueles en-
volvendo um nimero elevado de pessoas, por exem-
plo: em casamentos e aniversdrios, chegam 3o co-
phecimento e sfo investigados pelas avtoridades de
satide piblica™.

® Eng? de Alimentos, dovtoranda e Tecnologia de Alimentos - Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP -
Cidade Umversitdria “Zeferino Vaz" - Caixa Postal 6121 - 13.081-970 - Campinas, SP - Brasil.

=5 Prof, do Depto. de Teenologia de Alimentos - Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP - Cidade Univertéria

“Zeferino Vaz™ - Caixa Postal 6121 - 13.081-970 - Campinas, SP - Brasil. (Autor indicado para troca de correspondéncias)
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Apesar deste {ato, Staphviococous aureus tem sido
reportado como um dos principais agentes etiolgicos
de doencas de origem alimentar na Inglaterra e Pals
de Gales, Austrdlia ¢ Canadd®'35,

Nos Estados Unidos, segundo BEAN & GRIFFIN?,
este microrganismo fol responsdvel por 13% dos sur-
tos de enfermidade alimentar notificados entre 1973
e 1987. Nesse periodo, cbservou-se um decréscimo
na incidéneia dos surtos devidos a Swaphylococcus
aureus. Entretanto, baseados pa existéncia de um ele-
vado ntmero de surtos com etiologia desconhecida,
cujo perfodo de incubagio e sintomatologia eram ti-
picos de intoxicacBo estafilocdceica, os autores suge-
riram que Staphylococcns aurens continuava sendo um
importante agente causal de doengas de origem ali-
mentar naguele pafs.

No Brasil, wna vez que as doengas velenladas por
alimentos n3o sio de notificagBo compulséria, as in-
formag8es sobre a ocorréneia de surtos de intoxica-
¢io estafilocéeica limitam-se a escassos relatos na li-
te’raturag,g‘l3.Li.Ef;‘§‘).2fJ,22‘

Este trabalho relata a investigagio de um surto de
intoxicacio estafilocdeica causada pela ingestdo de
holo recheado e confeitado, abordando os fatores gue,
possivelmente, foram responsdveis pela sua ocorréncia.

MATERIAL E METODOS
Notificacdo do Surte

Em margo de 1994, a Vigilincia Sanitaria da DIR
Xi - Campinas - foi notificada pela Secretaria Muni-
cipal de Sadde de Santa Bérbara D'Oeste {SP} de um
provavel surto de enfermidade alimentar ocorrido
entre os convidados de uma festa de aniversdrio.

Segundo informagdes cothidas, cerca de 30 pessoas
estiveram presentes & festa, das quais, aproximada-
mente, 30 adoeceram. O bolo, preparado em uma pa-
daria da cidade, foi incriminado pelos préprios con-
vidados como alimento suspeito, baseado no fate de
que rés pessoas acometidas pela doenca haviam in-
gerido apenas este alimento. A amosira do bole foi
mantida sob refrigeracfo, agnardando encaminhamen-
to ao laboratéric para andlise.

Investigacdo do Surto

Apds a notificagio, a equipe de vigilincia sanitd-
ria deslocou-se para o local, a fim de proceder a in-
vestigagdo do surto.

Inquérito Epidemioldgico

Na pesquisa epidemioldgica foram entrevistados 23
corvidados (46,0% do total de expostos, considerado
como sendo 50), utilizando-se o formulério de ingué-

rito coletivo recomendado pela Secretaria de Estado
da Satide™.

Colheita e Encaminhomento da Amostra para Andlise

Procedeu-se a colheita da amostra do bolo, sendo a
mesma convenientemente fransportada para o Instita-
10 Adolfo Lutz - Laboratdrio Regional de Campinas,
para ser submetida 4 andlise microbiolégica. A pesquisa
de Staphylococcus aurens no alimento foi realizada
segundo a metodologia recomendada pela APHA'.

Inspecio Saniidria de Estabelecimento e Avaliagdéio
dos Manipuladores

Na inspecidc sanitdria da padaria, procurou-se avali-
a7 aspectos higi€énicos e de conservagio das instalagdes,
equipamentos e utensilios, estado de saide ¢ higiene
pessoal dos empregados, bem como as condiges de
manipulacic e manutencio dos alimenlos prontos para
consumo. Buscou-se também levanrar o histdrico do
alimento suspeite da enfermidade alimentar,

Os manipuladores foram encaminhados ao Institu-
to Adoifo Lutz - Laboratdrio Regional de Campinas,
a fim de ser coletado material para andlise clinica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliagdo do Inguérito Epidemioldgico

O inquérite epidemioldgice realizado permitia a
obtencio do nimero de expostos e 0 ndmero de do-
entes para cada alimento, possibilitando o célealo da
taxa de ataque. Na Tabela 1 pode ser observade que,
entre os alimentos servidos na festa de aniversdrio:
cachorre-quente, bolo recheado ¢ confeitado, sorve-
ie, brigadeire, bombom ¢ refrigerante, ¢ bolo apresen-
tou a malor taxa de ataque enlre os individuos que
ingeriram o alimento (88,9%) ¢ a menor taxa de ata-
gue entre os gue ndo ingerirtam (0%), o gue incrimina
este alirpento como suspeite pelo surto.

Os sintomas predominantes, levantados através de
entrevista com 16 doentes, foram: vdmitos (87,5%),
diarréia (62.5%), dores abdominais (37.5%) ¢ nduseas
(1B,8%). Quinze pessoas necessitaram de atendimen-
to médico, tendo sido ministrado Plasil e Buscopan.

Verificou-se que o perfodo de incubagfio mais cur-
to foi de 3 horas e o mais longo 7 horas, situandeo o
perfodo médic em torno de 4 horas ¢ & mediana em 3
horas e 45 minutos.

Anddlise Microbioldgica do Alimento

O resultado da andlise microbioldgica do bolo demons-
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TABELA 1

Taxa de ataque especifica segundo o alimento envolvido.

COMERAM NAO COMERAM
ALIMENTOS B -
DOENTES SAQS TOTAL TAXAATAQUE DOENTES SAQS TOTAL TAXAATAQUE

(%) (%)
Cachorro-guente 12 Q03 i7 76,6 04 02 [ 66,7
Bolo recheado e confeitado 16 02 18 88,9 0 03 05 &
Sorvete 13 04 17 76,5 03 03 (6 50,0
frigadeire 11 03 16 68,8 05 02 o7 714
Bombom 07 04 i1 63,6 0 03 12 75,0
Refrigerante 12 06 I8 66,7 04 01 03 84,0

Fonte: Inguériio Epidemioldgico.

rou a contaminacdo do alimente por Staphylococcus
aurens a um nivel de 2,9 x WPURC/e.

Assim, baseado no inquérito epidemioldgico e no
resuitado da andlise do alimento, pode-se concluir que
a intoxicacdo foi causada por bolo contaminado com
Staphylococcus aureus.

Os produtos de confeitaria, principalmente os re-
cheados, figuram entre os alimentos mais freqilen-
temente implicados em surtos de intoxicagio
estafiloceica?®1%1113162%

Avaliagdo das Condicdes Gerals de Higiene e Prd-
ticas de Processamento

Neste trabalho, a inspeciio sanitdria da padaria onde
o bolo foi preparado revelon que pisos, paredes, equi-
pamentes e utensilios encontravam-se em bhom esta-
do geral de comservacio e limpeza. Os dois
manipuladores, aparentemente, gozavam de boa
sadde, ndo tendo sido constatada a presenga de fe-
ridas em suas méos ou bracos. As condicdes de hi-
giene na manipulagBo nfo puderam ser avaliadas,
pois no momento da inspegio nenbum alimento
estava sendo preparado. As matérias-primas eram
mantidas de forma adequada, enquanto que produ-
tos cormo doces e bolos recheados, apesar de expos-
tos a venda em local limpeo, eram mantidos 4 tem-
peratura ambiente, pritica esta comum na comer-
cializacio deste tipo de alimento.

O bolo responsavel pela intoxicagfio alimentar, re-
cheadc com doce de leite ¢ ameixas e recoberto com
glacd e coeo, fol preparade no dia da festa, entre 6:30
¢ 7:30h da manhi, ¢ entregue por volta das 10:60h,
tendo permanecido exposto & temperatura ambiente

desde o preparo até o consumo, aproximadamente 4s
16:06h desse mesmo dia.

A andlise do material clirico coletado ne leito
subungiieal, fossa nasal ¢ regifio orofaringea dos 2
manipuladores reveleram a presenga de Staphylo-
coccus awrens nos 3 sitios sstudados,

Uma vez que nio foi realizada andlise para detecgiio
¢ identificaciio de enterotoxinas no alimento, e nédo foi
testada a enterotoxigenicidade das cepas isoladas dos
manipuladores, ndo foi possivel incriminar conclusi-
vamente o(s) manipulador(es} como fonte de conta-
minagdo do alimento. Entretanto, esta possibilidade
ndo pode ser descartada.

Outro fato relevante, refere-se ao fempo de manu-
tenglo do bolo & temperatura ambiente, cerca de 8
horas e meia, o que, provavelmente, permitiv wma
intensa proliferagiio do microrganismoe no alimento,
provocando assim a intoxicago estafilocécica.

Embora §. aureus possa ser isclado de carnes, aves
e leite crus, manipuladores portadores de cepas
enterotoxigénicas representam a principal fonte de
coptaminacho de alimentos envolvidos em surtos de
intoxicagdo estafilocdcica>h!e,

Segundo TRANTER*, 20 a 50% das pessoas em
pleno estado de sadde s&e portadoras de §. aureus,
sendo as fossas nasais 0 principal reservatéric do
microrganismo no homem. Os portadores nasais po-
dem, através do mecanismo de auto-infecgio, conta-
minar as mios.

Os hdbitos higignicos praticados pelos manipula-
dores desempenham, portanio, um papel de grande
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importincia para a sanidade dos produtos, principal-
mente para 0s alimentos sujeitos a uma intensa ma-
nipulagio durante o seu preparo.

Segundo BRYAN?, estiio, geralmente, implcados
em suries de intoxicagfio estafllocdcica os allmenios
cozidos ou assados que, em seguida, s80 cortados,
fatindos, recheados, ou de qualguer outro modo ma-
nipulado por pessoas portadoras de cepas entero-
toxigénicas de S. aureus.

Considerande os mudltiplos fatores que podem ¢s-
tay envolvides em um surto de intoxicacio estatilo-
cocica, BEAN & GRIFFIN? constataram que 2 higie-
ne pessoal inadequada dos manipuladores estava en-
volvida em 71% dos surtos relatados nos Tstados
Unidos no perfode de 1973 a 1987, Neste mesmo
perfodo, este fator foi implicado em 67% dos surtos
provocados por produtos de confeitaria.

Trabalhos realizados no Brasil 18m demonstrado a
existéncia de manipuladores portadores de §. aureus
e a contaminagio de alimentos por este microrganismo
durante a manipulagio™™!”. No rasireamento epide-
miolégico de um surto de intoxicaglio estafilocdcica
provocada por bolo recheado e confeitado, PEREIRA et
alii*® constataram gue a manipuladora havia sido 2 fon-
te de contaminacio do alimento.

Segundo EIROA’, a mio-de-obra captada no mer-
cado para desempenho do trabalho de claboracio de
alimente é, muitas vezes, proveniente da classe de
baixo nivel sdeioecondmico, gue enfrenta no seu dia-
a-dia privacdes das mais variadas, morando em sub-
habitages na periferia dos centros urbanos, em con-
digdes precdrias de higiene e satde, Q fator séeio-
econdmico, além de dificaliar 0 controle médico de
satide destes funciondrios, impde sérias Hmitacdes na
fransmissio de cophecimentos éenicos e de higiene.

Assimn sendo, no Brasil, apesar da falta de dados
epidemioldgicos, a higiene pessoal inadeguada dos
manipuladores pode ser um fator mais fraqlientermente
envolvido na contaminagdo de alimentos veiculadores
de intoxivacio estafilocdcica, do que o observado nos
paises desenvolvidos,

Nos Estados Unidos, entre 1973 e 1987, a manu-
tengio de alimentos a temperaturas inadequadas es-
teve envolvida em 98% dos surtos de intoxicaghio
estafilocteica. Com relaciio aos produtos de confei-
taria, oste fator Toi responsabilizado em 73% dos sur-
s de enfermidade alimentar relatados®.

No Brasil, onde normalmente sio registradas tem-
peraturas maximas e minimas bastante clevadas, princi-
palmente durante o verfio, 2 manuwiencio de alimen-
tos sem refrigeragio por um longo perfodo de tem-
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po representa um risco potfencial para a ocorséneia
de surtos de enfermidade alimentar. A combinagio
destes dois fatores {manutengio & temperatura am-
biente ¢ tempe prolongado entre o preparo e o con-
sumo do alimento) tem mostrado ser de grande -
portancia em surtos de intoxicacho estafilocdeica re-
fatados™'®, wna vez gue tals condigles propiciam
uma intensa multiplicagiio do microrganismo no ali-
mente, com conseqliente liberaglio de enterotoxinag
em niveis suficientes para desencadear o processo
patoldgico,

CONCLUSOES

O inquérito epidemioldgico efetuado e o resultado
da andlise microbioldgica do alimento permitem con-
clnir que 2 intoxicagio foi provocada por bolo, rechea-
do e confeitado, contaminado com Staphylococcis
dUFEUS.

A contaminachio do alimento, possivelmente, ocor-
reu afravés da manipulacio, enguanto que as condi-
¢hes de conservagio do bolo ¢ o fempo transcorrido
desde o preparo alé o consumo, provavelnente, pos-
sibilitaram uma intensa multiplicagfio do microrga-
nisme, tornando o alimento potencialmente capaz de
provocar intoxicagio.

(s hdbitos higiénicos praticados pelos mani-
puladores ¢ as condigdes de temperatura ¢ tempo a
gue o alimentos ficam expostos até sen consumo
desempenhbam, sem divida alguma, papel de des-
taque na epidemiclogia das intoxicaghes esta-
fitocdeicas.

Assim, o desenvalvimento de programas educativos
destinados a proprietdrios, manipuladores ¢ consumi-
dores, em que os preceitos de higiene pessoal e as
praticas adequadas de manipulaciio ¢ conservagio de
alimentos sejam tratados de forma acessivel e facil-
mente assimildavel, inevitavelmente contribuird para
a prevengéo desta doenga.
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ABSTRACT: This work report an outbreak of food poisening which cccured in March, 1994, in the
clty of Santa Barbara D Oeste, State of Sfio Panlo, Brazil. The food involved was an icing-
covered and custard-filled cake, contaniined by Staphvlococous aurens at a level of 2,9 x 107
UFC/g. Based on the cpidemiologic investigation and high contamination it was concluded
that Staphylococcus dureus was the pathogen responsible for the outbreak. The possible factors
which contributed to the occurrence of the outbreak, poor hygienic practices of foodhandlers
and holding of food at room temperature, will be discussed.

DESCRIPTORS: Staphylecoccal food-poisoning, cake, hygienic foodhandling, holding

conditions of feods.
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AVALIACAO DOS SURTOS DE ENFERMIDADES TRANSMITIDAS POR ALIMEN-
TOS COMPROVADOS LABORATORIALMENTE NO MUNICIPIO DE CAMPINAS -
SP - NO PERIODO DE 1987 A 1993

Predominio da Ocorréneis de Surtos em Servigos de Alimentagic e Agentes Etioldgicos Envolvidos

Maria Helena C.R.PASSOS*

Arnalde Y. KUAYH#*

RIALAG/TOY

PASSOS, M.H.C.R. e KUAYE, AY. - Avaliaclio dos surtes de enfermidades transmitidas por alimentos
comprovados laboratorialmente no municipic de Campinas - SP - no perfodo de 1987 a 1993,
Rev. Inst, Adoffo Lz, 56(11:77-82, 1996

RESUMO: No per{odo de 1987 a 1993, a Vigilincia Sanitdria Municipal investizou 533 surtos de
enfermidades transmitidas por alimentos na cidade de Campinas-SP (Brasil), sendo gue em 19 deles
houve comprovagéo laboratorial. Alimenios preparados em servigos de alimentacio foram implicados
ent 14 {73.6%) surtos, enquanio que alimentos preparados em residéncias ¢ padarias/confeitarias fo-
ram responsdvels, respectivamente, por 3(158.8%) e 2010,5%) surtos. O¢ resultados mostraram que
Baciltus cereus e Staphylococcus aurens foram os agentes etioldgicos responsdvels, respectivamente,
por 68.4 e 31.6% do total de surtos. Bacillus cerets foi incriminado em 78,6% ¢ 5. aurens em 21 4%
dos surtos relacionados commn servigos de alimentacfo, A relevincia destes microrganismmos como agen-
tes etioldgicos de surtos de enfermnidades transmitidas por alimentos e os principais fatores gue contri-
buem para a ocorréncia de tafs incidentes sio discutidos neste wabatho,

DESCRITORES: Surtos de enfermidades transmitidas por alimentos, Servigos de alimentagio,
Agentes etioldgicos.

INTRODUCAO as foram responsdveis por 66% dos surtos
e 87% dos casos de doengas de origem ali-
A despeito do profundo conhecimento adguirido  mentar®.

sobre a etiologia da maior parte das doengas de ori-

gem alimentar, elas continuam a ocorrer de maneira
significativa, mesmo em paises desenvolvidos. Nos
Estados Unides, segundo estimativas de SNYDER®,
os casos de doencas de origem alimentar alcangam
anunalmente um nimero de vinte e cinco milhdes,
ocorrendo dezesseis mil mortes.

Os alimentos s8o passiveis de contaminacio por di-
ferentes agentes etioldgicos, gue podem levar ao de-
senvolvimento de doengas. Entrotanto, séo os micror-
ganismos, principalmente as bactérias, os principais
promotores de doencas de origem alimentar. Nos Es-
tados Unidos, no perfodo de 1973 a 1987, as bactéri-

As enfermidades transmitidas por ali-
mentos de origem bacteriana sio caracte-
rizadas, na maioria das vezes, por manifes-
tacoes gasiroentéricas, podendo ser acom-
panhadas de febre, calafrios, cefaléia, en-
tre outros sintomas.

T4 ha algumas décadas, tém-se observa-
do uma tendéncia progressiva para o con-
sumo de refeicdes fora do lar, o gue pro-
moveu o crescimento dos servigos de ali-
mentagio®. Assim sendo, as enfermidades
alimentares, gue antigamente envolviam

* Eng® de Alimentog, doutoranda em 'Tecnologia de Alimentos - Faculdade de Engenhasia de Alimentos da UNICAMP -
Cidade Universitdria “Zeferine Vaz™ - Caixa Postal 6121 - 13.081-970 - Campinas, SP - Brasil.

#+ Prof. do Depto. de Tecnologia de Alimentos - Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMEP - Cidade Univertdria

“Zeferino Vaz” - Caixa Pogtal 6121 - 13.081.870 - Campinas, SP - Brasil. (Autor indicado para troca de correspondéncias)




PASSOS, MH.CR. e KUAYE, ALY, - Avaliacio dos surtos de enfermidades trangminidas por alimentos comprovados
laboratorialmente no municipio de Campinas - 3P - no perfodo de 1987 g 1993, Rev. Inst. Adelfo Luz, 56(1)77-82, 1996,

uin nimero reduzido de cases, geralmente limitados
ao drobito familiar, passaram a se manifestar de ma-
neira mais dramdtica, saindo dos lmites do lar para
atingir um ndmero maior de individuos?,

No Brasil, ndo existem dados epidemioldgicos so-
bre & ocorrdncia de enfermidades trapsmitidas por
alimentos. Além do fate destas doengas néo serem
ohrigatoriamente notificadas, concorrem negativa-
mente para esta sifnagio, entre outros, a falta de pes-
soal téenico preparado nos locais onde ocorrem sur-
os de enfermidade alimentar e a atitude bastante fre-
gilente dos responsdvels pelos locals onde tais inci-
dentes acontecerm, de tratar de minimizar a importan-
cia do faio. procurandoe sufocd-lo imediatamente para
evitar manifestactes incdmodas'!,

Apesar de ser amplamente reconhecido que locais
onde se prepara grande namero de refeigdes estio mais
sujeitos & ocorréncia de enformidades transmitidas por
alimentos, no Brasil, os relatos envolvendo servigos
de alimentagiio sfo escagsogh!B1F 0212820

Considerando a imporiincia da divalgagéo de tais
acontecimenios, este rabalho tem por objetivo avaliar
e informar sobre surtos de enfermidade alimentar in-
vestigados no municipio de Campinas-SP, no pericdo
de 1987 a 1993, enfatizando a ocorréncia em servicos
de alimentagiio ¢ os agentes etioldgicos envolvidos.

MATERIAL E METODOS

Na elaborago deste trabatho foram utilizados in-
guéritos epidemioldgicos realizados pela eguipe de
Vigilincia Sanitdria do municipio de Campinas-SP -
e laudos emitidos pelo Instinuto Adolfo Latz, Labo-
ratério Regional de Campinas. As andlises micro-
bioidgicas dos alimentos foram realizadas segundo a
metodologia recomendada pela APHA?

RESULTADOS E DISCUSSAO

No perfodo de 1987 a 1993, em Campinas-SP - fo-
ram investigados 33 surtos de enfermidade alimentar.
Entretanto, em apenas 19(35,8%) houve comprova-
¢do laboratorial, tende sido identificado o alimente
envolvido e o agente etioldgico em dose infectante.

Local de Preparo dos Alimentos Envolvidos nos
Surios

Segundo UNKLESBAY et alii, citado por CHIPLEY
& CREMER?®, estabelecimentos de servico de alimen-
taglio sdo instalagdes onde sdo fornecidas grandes quan-
tidades de alimentos prontos para o CoONsWMe.

Assim sendo, conforme pode ser observado na Ta-
bela 1, em Campinas, no perfodo de 1987 a 1993,
estabelecimentos de servigo de alimentacfo (restau-
rantes de coletividade, servigos de nulrigdo ¢ dictética
hospitalares e restaurantes comerciais) foram os lo-
cais de preparo de alimentos envolvidos em 73,6% dos
surtos efucidados.

Este resnitado concorda com levantamentos reali-
zados em diversos pafses. No Canadd, Inglaterra/Pafs
de Gales ¢ Austrdhia. o diferentes perfodos estuda-
dos, alimentos preparados em estabelecimentos de
servigo de alimentac8o foram responsdveds, respecti-
vamente, por 57, 67 e 68% dos surlos de enfermida-
de alimentar®®*, Nos Estados Unidos, os surtos de
enfermidade bacteriana eavolvendo alimentos prepa-
rados em estabelecimentos comerciais ou instit-
cionais asmentaram de 63%, entre 1973 ¢ 1975, para
80%, entre 1985 ¢ 1987%.

Segundo BRYAN®, nos Estados Unidos, no perfo-
do de 1973 a 1982, os principais fatores responsdveis
pela ocorrgneia de surtos em estabelecimentos de ser-
vige de alimentagfio foram: resfriamento inadequado
de alimentos, perfodo de tempo igual ou superior a
12 horas entre 0 preparo e 0 consumoe do alimento,

TABELA 1

Local de preparo dos alimentos envolvidos em surtos de enfermidade alimentar ocorridos em
Campinas-SP - ne perfodo de 1987 a 1993,

LOCAL DE PREPARO

SURTOS

NOMERO

Restaurantes de coletividade

Servicos de nutrico ¢ dietética hospitalares
Restaurantes comerciais

Residéncias

Padarias / confeltarias

10
G2
62
(33
G2
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manipulagio do alimento por pessoas infectadas, tem-
po e/ou temperatura inadequada de reaguecimento,
temperaturas insuficientemente altas durante & manu-
tengdo de alimentos quentes ¢ utilizagdo de alimen-
tos crus on ingredientes comaminados. Eatretanto, o
autor ressaita gue 4 maior ou menor importancia des-
tes fatores para a ovorréncia de swtos depende do
agente etioldgico envolvide.

Microrganismos e Alimentos Incriminados

Dos 19 surtes de enfermidade alimentar confirma-
dos laboratoriamente em Campinas enire 1987 ¢
1993, Bacillus cerens foi 0 agente etioldgico respon-
sdvel pela ocorréneia de 13 surtos (68,4%). Bsta
bactéria fol incriminada em 78,6% dos sugtos refa-
cionados com servigos de alimentagio, Observa-se

na Tabela 2 a variedade dos alimentos envolvidos
nestes incidentes.

A alta incidéncia de Bacilius cereus como agente
eticldgice de surtos de enfermidade alimentar parece
ser supreendente; entretanto, os dados disponiveis na
literatura mostram que, embora esta bactéria seja con-
siderads, ens alguns pafses, um agente de menor rele-
vincia na eticlogia de doengas de origem alimentar, em
outros, Bacillus cerens sparece enire os principais ny-
crorganismos responsdvels por estas doengas.

Nos Estados Unidos, no periodo de 1973 a 1987,
Bacillus cereuts foi responsdvel por 2% dos surtos ¢ 1%
dos casos de doencas de origem alimentar, estando
freglientemente envolvidos alimentos tipicos chineses,
principalmente arroz frito, e pratos tiplcos mexicanos®,

TABELA 2

Agentes etiolégicos. locals de preparo e alimentos envolvidos nos surtos de enfermidade alimentar
ocorridos em Campinas - SP - no periedo de 1987 a 1993,

ETIOLOGICC  LOCAL DE PREPARO

ALIMENTO ENVOLVIDO NUMERO DESURTOS

restaurantes de coletividade arroz cozido 32

canjica preparada 01

farafa 01

carne assada com molbo 03

alméndegas a0 molho 01

pangueca de carne com molho 01

Baciilus cereus serv. nuir. diel. hospitalares arroz cozido 01
restatrantes comercials maionese de legumes 01

padarias pio-doce 01

confeitarias toria de uva 01

13

restaurantes de coletividade maionese de legumes (31

sery, nuir. diet. hospitalzres macarrdo cozide i3]

Staphylococcus gureus restaurantes comercials lasanha & bolonhesa 31
regidéncias bolo recheado 32

matonese de leguines {53

06

79
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Na Australiz, entre 1977 e 1984, Bacillus cereus
esteve implicade em 39% dos incidentes de doengas
de erigem alimentar, envelvendo principalmente pra-
tos tipicos da culindria oriental, particularmente ar-
roz frite’. Este mesmo tipo de alimento esteve envol-
vido em 45 dos 52 surios de enfermidade alimentar
provocados por Bacillus cereus na Inglaterra/Pais de
Gales, entre 1970 ¢ 1979

Trabathos conduzidos na Hungria, no periodo de
1960 a 1968, segundo HOBBS “e GOEPFERT et alii®,
revelaram que, do total de surtos causados por Bacillus
cereus. 53,8% envolviam produtos cdrneos, principal-
mente pratos bem condimentados, 10,6% vegetais, 9.6%
leite & cacau e 17,7% envolviam outros alimentos.

Dexde a década de 60, a incidénein de surtos devi-
dos a Bacillus cereus tem sido parficularmente alta na
Holanda, Finlindia, Hungria ¢ Canadd. Na Inglater-
ra/Pafs de Gales, de 1986 a (988, o nimero de casos
de enfermidade alimentar provocados por Bacillus
spp. aumentou mais de seis vezes, sendo Bacillus
cereus Tesponsdvel pela maior parie deles'®,

Virics wabalhos realizades no Brasil ©m demons-
trado a presenca freqliente de Beacillus cereus em ali-
mentos come: produtos da merenda escolar, alimen-
tos desidratados, frutas e hortaligas, carnes e produ-
tos cdrneos, leite e derivados, cereals, condimentos,
mothos preparados, produtos de confeitaria/panifica-
¢io e macarres industrinfizadog? 121933 antretan-
0. ndc ha relates de surtos na liferatura envolvendo
esta bactéria.

Segundo BRYANY, nos Estados Unidos, 1,9% dos
surtos de enfermidade bacteriana ocorridos entre 1973
e 1976 em estabelecimentos de servico de alimen-
tagio foram provocados por Bacillus cereus. Nos
surtos relatados no Brasil envolvendo tais estabele-
cimentos, Salmonella sp. e Staphylococcus aureus sAo
08 agenles etiolégicos mais freglieatemente implica-
dos. PENNA et alii*®, analisando alimentos de 382
restaurantes indostrials, verificaram a ocorréneia de
contagens para Bacillus cereus de até 10PURC/g em 9%
das amostras, Neo estudo realizade por SALZBERG et
alii®®, esta bactéria foi considerada suspeita, juntamente
com Clostridium perfringens. pela enfermidade ali-
meantar ocorrida em dois restaurantes de uma mesma
instituigdo de Campinas.

Qs principais fatores que contribuem para a ocor
réncia de enfermidade alimentar por Bacilfus cerens
sio: utilizacho de alimentos cras ou ingredientes con-
taminados por esporos, cozimento e resfriamento ina-
dequado do alimento, equipamenio contaminado, in-
tervalo de fempo igual ou superior a 12 horas entie ©
preparo e o consumo, manutencio do alimento quen-
te a temperaturas improprias ¢ reaguecimento inade-
quade™®®,
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No periodo de 1987 & 1993, Staphylococcus aureus
fot responsdvel por 31,6% do total de surtos elucida-
dos em Campinas, tendo sido incriminado em 21,4%
dos surtos causados por alimentos preparados em ser-
vigos de alimentaclio. A Tabela 2 mostra os alimen-
tos envolvidos nestes incidentes.

Staphylococcus aurens foi um dos agentes etiol6-
gicos mais freqiientemente envolvide em surtos de
enfermidade alimentar ccorridos na Inglaterra/Pais de
Gales, Austrdliz e Estados Unidos, em diferentes pe-
rfodos estudados™™™.

A principal fonie de contaminacio de alimentos
envolvidos em surtos de intoxicagdo estafilocdcica é,
invarinvelmentle, manipuladores portadores de cepas
enterotoxigénicas. As priticas de higiene inadequadas
ou inexistentes no preparo de alimentos e a manutengio
dos mesmos por longo pericde de tempo a temperatu-
ras impréprias possiilitam uma intensa proliferagdo do
microrganismo com liberagfo de toxinas, até alcangar
niveis capazes de provocar intoxicacBo®S7 s

CONCLUSOES

Baseado nos dados epidemtoldgicos disponiveis,
que comprovam a alta incidéncia de sustos de enfer-
midade alimentar em servigos de alimentagio, ¢ de-
seiivel gue tais estabelecimentos priorizem o controle
higiénico-sanitario dos alimentos, de forma aresgoar-
dar a sadde dos consumidores. A aplicacio do siste-
ma Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
{APPCC) em servigos de alimentacio pode atender
plenamente & este proposito,

Os procedimentos rotineiros de manipulagio e pre-
paro dos alimentos, bem como a sua conservagio,
merecem atencio especial por parte de drgéos de Sad-
de Piblica, como tema de campanhas educativas des-
tinadas aos proprietdrios de servigo de alimentacio,
manipuladores e & comunidade.
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ABSTRACT: Between 1987 and 1993, the local Health Protection Department lnvestigated 53
feodborne disease outbreaks in the city of Campinas, State of 8&c Paulo, Brazil. Nineteen cutbreaks
were confirmed through laboraty testing. Foods prepared in foodservice establishments accounted for
14{73,6%} of the outbreaks, while foods mishandled in homes and in bakeries/confectioneries accounted
for 3(13,8%) and 2(10,5%), respectively, The results indicated that Bacilius cerens and Staphylococcus
aurens were accouniable, respectively, for 68,4 and 31,6% of the total outbreaks, Bacillus cerens
accounted for 78,6% and S, aurms for 21.4% of the outbreaks associared with foodservice
establishmesnts. This paper discusses the importance of these microorganisms as etiologic agents of
foodborne disease outbreaks and the main factors which contributed to the eccurrence of these incidents.

BESCRIPTORS: Foodbome disease outbreaks, foodservice establishments, etiologic agents,

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

{. ALMEIDA, R.C.C.&SCHNEIDER, LS. - Aspec-
tos microbiolGgicos e quimicos de produtos
alimenticios elaborados com carnes moidas,
vendidos ao vareje no municipio de Campi-
nas. Hig. Alim., 2{1/2):37-41,1983,

2. AMERICANPUBLIC HEALTHASSOCIATION.
- Technical Committee on Microbiclogical
Methods for Foods, Compendium of methods
for the microbiclogical examination of foods,
2 ed,, Washington , .C., M.L. Speck, ed.,
914p.. 1984,

3. BEAN, N.H. & GRIFFIN, PM. - Foodbore
disease outhreaks in the United States 1973-
1987: pathogens, vehicles, and trends. J. Frod
Prot., 53(9):804-817, 1990,

4, BRYAN, EL. - Factors that contribute to outbreaks
of foodhorne disease J. Food Prot. 41(10): 816-
827, 1978,

5. BRYAN, FL. - Hazard analysis critical control
peint approach: epidemiologic rationale and
application fto foodservice operations, J
Environ. Health 44(1): 7-14,1981.

6. BRYAN. EL. - Risks of practibes. procedures and
processes that lead to outbreaks of foodbome
diseases. J. Food Prot. , 81(8): 663-673, 1988,

7. CERQUEIRA. AM.F; MORFIRAS, M.LE; SIL-
VA, MH.O,; NOLETFO, A LS. - Surto de in-
toxicacfio alimentar por enterotoxina estafilo-

¢éeica. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
CTIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMEN-
TOS, 139, S&o0 Paulo, 1992, Reswmos. 3o Pau-
io, p.265, 1992,

8. CHIPLEY, I. R. & CREMER, M.L. - Microbio-
fogical problems in the food service industry.
Food Technol., 34(10):59-68, 84, 1880.

9. DAVEY, G.R. - Food poisoning in New South
Wales: 1977-84, Focd Technol Australia,
37(10):453-436, 1985,

10. DELAZARI 1: LEITAQ, M.EF: GERALDINI,
A M. UBOLDI EIRCA, MM. - Baeillus
cereus em alimentos desidratados. Bol. ITAL.,
60:31-40, 1978,

11. EIROA, M.NU. - Investigacdo de surtos de
toxinfeccio bacteriana causados por alimen-
tos processados. Col JTAL, 19(2):101-112,
1989,

[2. FURLANETTO, S M.P. - Dados sobre a presen-
¢a em alimentos ou multiplicacko em alimen-
tas, de baclérias responsdveis por toxinfecgbes
de origem alimentar no Brasil. In : SEMINA-
RIG LATINO-AMERICANO DE CIENCIAE
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS. Campi-
nas, p. 167-170, 1989,

13, GOEPFERT, 1.M.; SPIRA, WM KIM, H.U. -
Bacillus cereus: tood poisoning organisms.
A review. JMilkFpod Technol., 35(4):213-
217, 1972.

14. HOBBS, B.L. - Clostridium perfringens and
Baciflus cereus infections. In: REIMANN, H.,

81



PASSOS, MUH.CR. e KUAYE, ALY, - Avaliagiio dos surtos de enfermidades transmitidas por alimentos comprovados
laboratorialmente poe municipio de Campinas - SP - no perfodo de 1987 6 1993, Rev. fnsi. Adolfo Lz, 36(1377-82, 1996,

ed. Foodborne infections and intoxications.
Academic Press, New York, USA, p. 131-
173, 1969

13, JARIA, S.T., FURLANETTO, S.M.P.; CAMPOS,
M.L.C. - Pesquisa de Staplylococcus aurens
enterptoxigénico nas  fossas nasais  de
manipuladores de alimentos em hospitais, S0
Paulo, 1974, Rev, Saiide Publ., 14{1).93-100,
1980,

16, KOTAKA, PI; CAMARGO, N.J.; PAZELLO,
LE; VIEIRA, HR.A. - Surto de foxinfecgdo
alimentar, ocomideo em Curitiba-PR /1978,
Bol. Epidemiol. FSESP, 11(6), 1979

17. LANDGRAF, M.; GONCALVES, LA FALCAQ,
D.P. - Surto de toxinfecclio alimentar por
Salmonella bredengy. Rev. Satide Publ.,
19¢11:92-93, 1985,

18, LUND, B.M. - Foodborne illness. Foodborne
disease due o Baoidis  wd  Clostridium
species. Lancer, 336 (8721): 082-986,1990.

19. MC KNIGHT, LC.8 & LEFTAO, REE.; LEL-
TAQ, REF - Bacillus cereus em macarroes
industriatizados, 11 Qcorréncia em produtos
comerciais ¢ sua multiplicagéio no alimento
preparado para consumo. Rey Microbiol,
21(3)268-275,1990.

20, MOTA, C.CS:VIEIRA HR.A PUZYNA, 1P,
KALACHE.]; KONOLSAISEN IF;
CAMARGO, N1, - Toxi-infecgdo alimentar
por Saimonello enteritidis. Relato de um sur-
to ocorride em Curitiba-PR, Brasiifjulho de
1981, Hig. Alim., 2033:123-131, 1983,

21 PENNA, T.C.V: ABE, L.E; MACHOSHVILI,
1A COLOMBO, AL, BARUFFALDL R. -
Controle de gualidade no processamento de
alimentos em restaurante industrial. Bol Cen-
tro Pesg. Proces. Alimentos, 7(1):62-69,1989.

82

22. PENNA, T.CV.; COLOMBO, AJ.; MELLO,
Z.A MESQUITA, AL, - Levantamento de
microrganismos potenciaimente patogénicos
em alimentos servidos em restaurantes mduas-
triais, In: Congresso Brasileire de Ciéncia ¢
Tecnotogia de Alimenros, 1282, Rio de Janeiro,
1989, Resumos. Rio de Janeiro, p.131, 1989,

23, PICCOLO, R.C.; PIMENTEL, E,P.:FAVERO,
L.M.: RIZZO, M.A,; PASCHER, DM, - Sur-
to de salmonelose ocornido em caniing esco-
far no muicipic de S&o Paulo, em 1991, Hig.
Alim. | 6(23%:28-30, 1992,

24, RABINOVITCH, L. VICENTE, MMA,;
GUAICURUS, T.V,; FREITAS, ] PGV, MES-
QUITA, RF - Avaliacde da inckldncia e da
toxicidade de amostras de Bacilus cereus em
diferentes classes de abimentos comercializados
e consimidos no Estado do Rio de fanetro. Mem.
Inst. Osweddo Cruz, 88(111-9, 1985,

25. ROBERTS,D. - Factors contributing 1o outbreaks
of food peisoning i England and Wales 1970-
1979, J. Hyg., 89(3%491-498, 1982.

26. SALZBERG, 5.F; MASSAGUER, PR.; SERRA-
NO. A M. - Estudo epidemiolégico ¢ micro-
bioldgico de um surto de intoxicagfio alimen-
tar. Rev, Microbiol., 13(13:26-30,1982.

27. SANTOS, 1.G. VASCONCELOS, 1.C.; AQUINO,
1.5 SILVA, M.5.B. - Determinacgio quanti-
tativa de Bacillus cereus em curne moida
comercializada em Manaus-AM | In: CON-
GRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA K
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS, 132 Sio
Paulo, 1992, Resumos. S8o0 Paulo, p.277, 1992,

28, SNYDER, ORI HACCP - An industry food

safety self-control program-Part IV, Dairy,
Food Environ, Sanit,, 12(4%230-232, 1992,

Recebido para publicacio em 14/06/93



Rev. fnst. Adolfe Lutz,
S6{11:83-86, 14994,

COMPARACAO ENTRE 08§ CALDOS DE ENRIQUECIMENTO “TRYPTIC SOY™
COM 10% DE CLORETO DE SODIO E GIOLITTI - CANTONI USADOS NA DE-
TERMINACAO DE ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA EM ALIMENTOS

Tacqueline Tanury Macruz Perest™®
Mituca Kaku®

Diima Scala Gelli®*

Sonia Isaura de Lima®

Vera Lucia Silveira Duarte™

RIALAG/EO0

PERESL LTM. ¢ col. ~ Comparacio entre os caldos de eariquecimento Tryptic Soy com 10% de cloreto
de sédio e Giolitti - Cantoni usados na determinagio de estafilococos coagulose positiva em ali-
mentos. Rey, fast Adolfo Lurz, 56(1%83-86, 1996,

RESUMO: Foi comparada a efici€ncia entre dois meios de cultura: Tryptic Sov Broth com 1%

de cloreto de sédio {TSBS) e Giehitti - Cantoni Broth (GC) na detecghio de Staphylococons aurens em
alimentos ndo processados ¢ processados termicamente; portanio, passiveis de conter células injuria-
das pelo calor efou pequena quantidade de microrganismos. A téonica ntilizada foi a do Ndmero Mais
Provavel, favorecendo a recaperagio do Staphyvlococous aureus.

O meio GC, além de suas substfincias enriquecedoras, apresenta um sistema tibidrio mais scen-
tuado que 0 TSBS, sendo constituido por cloreto de Htio, telurito de potdssio combinado com glicina e
condiciio anaerdbica dada pela adicio de vaselina liguida sobre o meie ja inoculado. Com essas pro-
priedades o mesmo apresentou major capacidade de recuperagiio de S. aureus, como também obleve

menor nidmere de falsos positivos, guando comparado com o TSBS.

DESCRITORES: Estafilococes coagulase positiva; Tryptic Soy Broth com 16% de cloreto de sédio;

Giotiti-Cantoni Broth; Meios de enriquecimento.

INTRODUCAO

Hstafilococos coagulase positiva, devido & sua am-
pla distribuigiio, tem sido responsdvel por alta inci-
déncia de enfermidades transmitidas por alimentos®.
Adnda & pariimetro microbioldgico constante na legis-
lacdc em vigor,

O referido microrganismo pode estar presente em
grande nimero em alimentos, sendo isolado em mel-
0s de cuitura convencionais contendo ageates seleti-
vos, inibindo, assim, grande parte da microbiota exis-
tente no alimento®. BEmbora os meios seletivos sejam
aceitos para enumeragio de células ndo debilitadas,

eles fregiientemente intbem o crescimento de células
injuriadas®®. A deteccio dessas células, no entanto, &
importante, pois quande em condigGes favordveis de
crescimento produzem enterctoxina e, portanto, po-
dem ser causa potencial de doengas de origem alimen-
tar’. A enumeracio e isolamento desses microrganis-
mos dependem de meios de recuperagio’.

A mefodologia recomendada pela  Association of
Official Analytical Chemists (AOAC)? preconiza a uti-
lizagdo do meio de cultura Tryptic Soy Broth acrescido
de 10% de cloreto de sédio (TSBS) para a detecgio de
S. cureus. Trata-se de um meio de enriqueciniento reco-
mendado principalmente para andlise de alimentos onde
se espera encontrar células injuriadas ou baixa concen~
wacio destes microorganismos?, O cloreto de sédio

* Do Instituio Adodn Lotz - Lab de 880 José do Rio Preto-SP.

*#¥ T Instituio Adolfo Luiz - Lab. Cenwal - $30 Paulo - SP.
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na citada concentragfio exerce a funcio de inibir a
microbiota presente, facilitando o desenvolvimento do
S aurens®. Porém tem sido demonstrado que esse meio
inibe células injuriadas e no infuriadas de 5. aureus’.

O meio de cultura Giolisti - Cantoni Broth (GC) é
proposto ¢ foi comparado com TSBS. Além de subs-
tancias enriquecedoras para S, gureus como 4 manita,
piruvato de sddio e ghicina, o meio possui clorete de
fitio que inibe bacilos gram negativos fermentadores
da lactose e telurito de potdssio combinado com
glicina, inibindo bacilos gram positivos. A vaselina
liquida adicienada nos tubos apos a semeadura cria
condigBes para a inibigio de micrococos®

MATERIAIS E METODOS
A- Meios de cultura:

1)Tryptic Soy Broth (Difco 0370-17) preparado de
acordo com as especificacdes do fabricanie ao gual
foi adicionade cloreto de sddic na concentraciio de
10%, antes da autoclavacio do meio, Distribui-se o
meio em tubos de 16 x 160mm e 18 x 180 mm em
concentracio simples ¢ dupla respectivamente, num
volume de § e [3ml.

2)Gielitti Cantoni Broth Base {Difco 1809-17-2),
preparado de acordo com as especificagbes do fabri-
cante, ao qual fol adicionado 15.8 ml/ de telurito de
potdssio na concentragio de 3,5% apds & autoclavagio
do meio e no meomento do uso. O referido meio de
cuitura foi distribuido em concentragio simples em
tubos de ensaio de 16 x 160mm ¢ 18 x 180 mm num
volume de 9 e 18 ml respectivamente.

B - Amostras

Foram apalisadas 213 amostras de alimentos, sen-
do 167 de leite pasteurizado, 10 de condimentos e
temperos, 14 de produtos de confeitaria, 7 de pratos
prontos para ¢ consumo, 4 de carnes e derivados, 4
de gelados cosmestiveis, 2 de derivados de lelte ¢ 5
de amostras diversas, coletadas pelas Vigilancias Sa-
nitdrias dos ERSAS de abrangéncia do Lab. I de Sio
José do Rio Preto, Delegacias de Policias e pelo Ser-
vigo de Inspegio Federal (SIF}.

Alimentos sdlidos:

Apés homogeinizagio de 25g em 225 ml de dgua
pepronada 0,1%, aifquotas de 10, 1,0 e 0,1 ml foram
transferidas respectivamente para a 1%, 22 e 32 séries de
tubos de TSBS, correspondendo assim a 10g; 0,1ge
(,01g do alimento sob andlise. A éenica foi a de mubos
muiltiplos, série de 3, Nimero Mais Provivel - NMP7.

Amostras liguidas foram semeadas diretamente:
aliquotas de ! mi foram transferidas para a 1? série

B4

de 3 tubos; 2 28 e 32 séries receberam, respectivamen-
te, 1,0 ml das diluicdes 10-1, 10-* correspondendo,
assim, a2 0,1 ml e 6,01 m! do alimento analisado.

Foram considerados suspeitos para estafilococos
coagulase positiva, os tubos de TSBS que apresenta-
ram turvagio apos 24-48h de incubagio a 35°C. Ma-
terial dos mesmos foi plagueado em agar chocolate
para o isolamento deste microrganisme, caso presen-
te. Colbnias suspeitas foram semeadas em agar Baird-
Parker para verificagfo de comportamento da bacté-
ria ne referido meio de caltura. Apds esta avaliacio,
a colbnia fol repicada em agar nulriente para posterior
prova de coagulase em lmina e em tubo. Conside-
rou-se tubo positivo aquele que apresenton cepas
coagulase positiva em lamina e em fubo (4+}). O re-
sultado foi expresso ern NMP.

Os materiais semeados em caldo GC foram trata-
dos conforme descrito para o TSBS, ebservando, po-
rém, gue os tubos considerados suspeitos foram os que
apresentaram enegrecimento do meio apds 24-48h de
incubagiio a 35°C, sendo posteriormente semeados em
agar Baird-Parker.

RESULTADOS

Os resultados de amostras suspeitas, ou seja, com
turvagho no caldo TSBS ¢ enegrecimento em: GC ¢
confirmadas, com isolamento a partir do agar Baird-
Parker de colonias coagulase positivas, estdo expres-
so0s na Tabela 1.

DISCUSSAO E CONCLUSAQ

Os dados expressos na Tabela 1 indicam que a
presenca de estafilococos coagujase positiva é sig-
nificativa em produtos de confeitaria, leite fluido
e prafos prontos para o consumo, independente do
meio de enriquecimento utilizado. Entretanto, os
dados indicam que a positividade € proporcicnal-
mente maior ho GC. Os resultados ebtidos pelo GC
indicaram a presenca desta bactéria em gelados co-
mestiveis (sorvetes), enguanto que no TSBS nio
houve positividade. Esta observagdo permite con-
ciuir que o sistema inibitdrio presente no GC ndo
inferfere na recuperacio de células injuriadas fisi-
ologicamente.

A anglisc da Tabela 1 também revela que o niimero
de tubos suspeitos em TSBS apresentarm tsma posi-
tividade para estafilococos coagulase positiva proporci-
onalments menor que a encontrada com o caldo GC.

Pela Tabela 2, observa-se diferengas quanto ao
NMP. Os niveis encontrados pelo uso do GC sfio
maiores do que os respectivos, encontrados no TSBS.
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TABELA !

Amostras suspeitas e confirmadas para estafilococos coagulase positiva em TSBS! e GC*

N2 DE TSBES!
AMOSTRAS AMOSTRAS  COMTURVACAD® CONFIRMACAQ' ENEGRECIMENTO? CONEIRMACAO®
™N© % N “h N % N° G
Leite 167 165 98.8 7 4,2 84 50,3 23 13,8
Condimentos e i 5 50,6 0 0 1 10,0 H 0
temperos
Produtos de id 14 1800 8 57,1 12 85,7 10 71,4
confeitaria
Pratos prontes 7 G 85,7 1 14,3 4] 857 2 28,6
bara ¢ Consumo
Carnes e derivados 4 2 50,0 0 o] 1 25,0 i 4]
Gelados comestiveis 4 4 100,06 0 0 3 75,0 H 23,6
Derivades do 2 2 100,06 0 0 2 100.0 tH 0
leite
Outros 5 3 a0, 0 0 G 0 { 0
Taral 213 201 94,3 16 7.5 109 51,2 36 16,9
Y- Tryptic Soy Broth com 10% de cloreto de sddie
- Giohtti-Cantoni Broth
* - Leitura direta apds incubacio do Tryptic Soy Broth com 10% de cloreto de sédio e tubos de Giolotti-Cantoni com
enegrecimento (suspeitos}
4 - Colbnias coagulase positivas isoladas do agar Baird-Parker
Os niveis de estafilccocos coagulase positiva, obtidos por NMP, estio expressos na Tabela 2%
TABELA 2%
NMP minimo ¢ mdximo de estafilococos coagulase positiva em TSBS! ¢ GC?
NMP TSBS: GC*
AMOSTRAS ~ MINTMO MAXIMO MINIMO MAXIMO
Leite 0,3 2.1 0.3 93
Condimentos € temperos g & 0 0
Produtos de confeitaria 1,2 1140 0,01 >240
Pralos prontos para O consumo 3.6 3.6 .91 24,0
Carnes e derivados 0 iH 0 0
Gelados comestiveis ¢ { 4] 0,36
Derivados de leite 4] { 4] 4]
Qutros 0 i 0 0

Ve Tryptic Soy Broth com 10% de cloreto de sédio

. Giolotti - Cantoni Broth
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Durante a realizacio deste trabalho, observou-se
que o pimero de suspeitos € maior guando do uso do
TSBS (Tabela 1} e que o NMP confirmado € relativa-
mente diferente, mais baixo, qguando comparado com o
caldo GC, cujo NMP dos suspeitos € mais préximo dos
confirmados, indicando maior especificidade de meio.

Pelo exposto, conclui-se que o uso do caldo GC
permite melhor recuperaco e quantificacic de
estafilococos coagulase positiva em alimentos. Este
meio, por estas caracteristicas, pode ser considerado
mais adequado, apresentando ainda menor incidéncia de
tubos falsos positivos, guando comparade com o TSBS,

Novas metodologias como da APHAS indica o uso
do meio Tryptic Soy Broth adicionado de 10% de
cloreto de s6dio e de 1% de piruvato de sodio. Por-
tanto, considerande o presente levantamento, suge-
re-se a complementagio dos dados deste wrabalho
comparando o meic GC com o melo citade acima
{APHA).

Sugere-se ainda que a avaliacde dos méiodos de
recuperaciio seja considerada, guando do estabeleci-
mento de normas ¢ padirdes de qualidade de produtos
aliment{cios.

RIALAG/B00

PERESY, L'T.M. e col. - Comparison of Tryptce Soy Broth with 10% salt and Gioliti-Cantom Broth used in
determination of coagulase positive staphylococcl in foods. Rev Inst. Adolfo Luiz , 56{11.83-86, 1996,

ABSTRACT: The eficience among {wo media was compared: Tryptic Soy Broth with 10% salt

(TSBS) and Giotitti Cantoni Broth {GC) 1o deteet and enumesate Staphylococcus aurens in non processed
and thermically processed food supposed to contain inired cells by high temperature treatment and/
or to contain small nnmbers of this microorganisms. The technique used was the Most Probable Number
(MPN}, supporting the recovering of Staphylococeus aureus.

The GC broth medium, with its enrichment substances and lithium chloride, potassium tellurite
with glycine used under anacrobic condition due o the addiction of liguid vaseline immediately hefore
inoculation shows stvonger inhibitory etfect to the non 8 awrens microorganisms, when compared with
TSBS. Despite this, the medium showed a hetter capacity on recovering S, aurcus, showed also s smaller
number of false positives when compared 10 the TSBS.

KEY-WORDS: Coagulase-positive staphylocenci; Triptic Soy Broth with 0% salt; Giolitti-Cantoni

Broth; enrichment medium.
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RESUMO: Virias tentativas foramn realizadas para escolher o solvente extratanie mals eficiente ¢
a melhor técaica para remover os interferentes de amostras de leite para a deferminagao de aflatoxina
M, em camada delgada. Na extraciio foram utilizados acetona, metanol e clorofdrmio individualmen-
te. misturados entre $i o4 com dgua Precipitaglo com sais de metais pesados, partie3o entre solvertes
imisciveis e colunas cromatogrificas foram avaliados para promover a limpeza do exirate. A utilizagio
de metals pesados ndo foi eficiente para eliminar os interferentes. £ uso conjunto de clorofonmio ¢
uma coluna cromatografica demonstrou ser a maneira mais eficiente de extrair a aflatoxina M, e remo-
ver substincias interferentes. Colunas cromatogrdficas de sflica e sftica-C, apresentaram melhores
resultados que a coluna de celulose, A cromatografia Hauida de alta eficiénela com extracio em fase
sdlida. lmpeza em coluna de silica gel e derivagio da afiatoxina M por dcido hifluoroacético ¢ detecglio
por fluorescéncia apresentoy sensibilidade e especificidade bem maiores que 0 méfodo por cromatografia
em camada delgada com guantificagfio visual baseada na intensidade de fluorescéncia.

DESCRITORES: Aflatoxina M, lsite. Cromatografia em camada delgada, Cromatografia Hguida
de alta eficidéneia, Andlize

INTRODUCAO cla, poessuindo, inclusive, propriedades carcinogé-

nicas, mutagénicas e teratogénicas. As aflatoxinas B,

B,. G, e G, sdo as mais estudadas, j& existindo

metodologia definida para uma série de produtos agri-

As investigacfes sobre a ocorréneia de micotoxinas  colas. Numercsos levanfamentos sobre sua ocorrérl-

em alimentos e raghes ¢ de suma importincia paraque  cia em alimentos e ragdes também jd foram realiza-

esforgos possam ser concentrados na prevenclio, no  dosihh

controle on na destoxificagiio dos produtos suscepti-

veis a determinadas micotoxinas. Neste sentido e com Quande o gado leiteiro é alimentado com raglo

vistas a garantir a confiabilidade dos resultados rela-  contaminada com aflatoxina B, parte desta pode ser

{ivos & incidéncia de micotoxings em alimentos, es-  convertida em um derivado 4-monocidroxilado, a

tudos visando escolher e aprimorar a metodologiapara aflatoxina M, (AFM,), a qual € excretada no leite®'”.
sua detecclio e quantificacio sfio, sem ddvida, neces-

sdrios e urgentes. Alicroft & Carnaghan', Purchase’® ¢ Bullerman®

verificaram que a toxidez da AFM' em patinhos ¢ ra-

Dentre as micotoxinas existentes, as aflatoxinas s&c  tos aproximava-se da de aflatoxina B'. O seu efeito

as gue podem causar matores danos a0s seres huma-  carcinogénico ainda é controvertido, Sinnhuber et

nos ¢ animais, pela sua alta toxidez e ampla ocorrén-  alii™ observaram o crescimento de tumores similares

* Departamento de Alimentos & Nutriglo - Faculdade de Ciéncias Farmacuaticas - UNESP - CP 502 - 14801-902 - Araraguara - SP.
** Departamento de Cigneia de Alimentos - Facuidade de Engenharia de Alimentos - UNICAMP - CP 6121 - 13081-870 -
Campinag - SP.
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aqueles produzidos peia aflatoxina B, em trutas ali-
mentadas com aflatoxina M, Por outro lado, Barges®
néo observou & formagao de tumores no figado de ratos
que foram alimentados com AFM,. Em experimentos
corn ratos machos, a AFME mostrot menor potencial
carcinogénico gue AFB,

Estudos realizados para determinar a refagéo
entre a ingestdo de aflaioxipnas e a excregio de
AFM, no leite demonstraram uma conversio
média de 1,592 131413,

O conhecimento da incidéncia e dos niveis de afla-
toxina M, em leite e seus derivados, produtos consu-
midos pela populagfo infantil, € imprescindivel, uma
vez gue estndos de toxicidade com animals t8m mos-
trado que a sensibilidade s aflatoxinas é maior em
jovens. No Brasi}, existe ainda vma lacuna de infor-
maghes sobre esta foxina, tanto em relacdo a
metodologia quante & sua incidéncia.

O presente trabatho tem por objetivo avallar as
metodologias, por cromatografia em camada delga-
da (CCD) e cromatografia liguida de aita eficiéneia
(CLAE), para aflatoxina M em leite.

MATERIAL E METODOS
Preparo de Amostras Artificialmente Contaminadas

Para a avaliagio dos métodos de deferminacio da
AFM,, foram utilizadas amostras de leite pasteuriza-
do, artificialmente contaminado com 200 a 400 ng/L.
de APM e amostras de leite em pd, acrescidas com 300
a 500 ng/l. de AFM,. Estas amostras foram preparadas
conforme descrito a seguir:

a) leite em pd: as quantidades necessarias de pa-
drfo, dissolvidas na mistura benzenoacetonitrila
(9:13, foram gotejadas sobre Sg da amostra de for-
ma a evitar gue a scluglio atingisse as paredes e
deixando-se gne o solvente se evaporasse de um
dia para o outro.

b} leite pasteurizado: nesse caso, a guantidade ne-
cessdria de padro, dissolvido em acetonitrila, foi
adicionada a 50 mi de amostra, seguida de homo-
geneizagdo por agitagfo,

A pureza do padrio de AFM, (Sigma, EUA), foi
verificada através de CCD (Cromatografia em cama-
da delgada) e espectrometria de absorcio®

Avaliagdo da Etapa de Extracido
Foram avaliados vérios métodos existentes na lite-
ratura, assim como tentativas de novos procedimen-

tos. Na Tabela 1 estio relacionadas todas as tentativas
que foram feitas com relagiio 3 escolba do solvente
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extrator e sobre a methor maneira de se remover 0s in-
terferentes. Cada teste foi realizado em triphicata.

No caso do leite pasteurizado usou-se 530 mi de
amostra ¢ para leite em pé, 5g de amostra dilaida em
50 mi de dgua destilada.

O procedimento para extragio com metanol puro
foi o proposto por Sabino et alit'®, Na tentativa de eli-
minar-se o problema de emulsde, também foi utiliza-
do metanol-KC1 4%%, seguindo o mesmo procedi-
mento para metanol pure. A exiragfio com a mistura
metanol-acetona {5:2) foi realizada de acordo com
Dominguez ¢t alli’.

O esguema 974.17 da AQACH (Figura 1) descreve
a extragfo de 100 ml de amostra de leite pasteuriza-
do {ou 10g de leite em pd dissolvido em 100mi de
dgua) com acetong pura. Tentativas de se usar 50 ml
de amostra, em vez dos 100 mi originais foram fei-
tas, assim como & extragio com a mistura acetona-
dgua'” e acetona salina.

No caso do uso de cloroférmio puro como solvente
exirator, os métodos utilizados foram o procedimen-
to 980.1 dz AQACH (Figura 2} ¢ o proposto por Ser-
ratheire & Quinta®™.

Avaliacdo da Etapa de Limpeza

Com relagdo so uso de agenies clarificantes para
remocio de substincias indesejiveis, foram testados
os seguintes sais: (1) suifato de cobre 10%%; (2) sul-
fato de amdnia 30%%; (3) sulfato de zincoe 15%%; (4)
acetate de zineo 20% (5) acetate de chumbo 20%
(AQAC, esquema 974.173% (6) cloreto férrico (2g/
30ml de dgua + 170 ml de 0,2N NaOH)/1g de carbo-
nato de cobre hisico®; (7) acetate de zinco 15%/
cloreto de sédio 15% (1:1)°,

Para remogdo dos lipideos, foi efetuado desen-
gorduramento com hexano ou éter de petrdleo antes
da ctapa de particiio com clorofdrmio.

Foram avaliadas também as colunas cromatogra-
ficas de celulose (MERCK, Alemanha) (AQAC,
proc, 974,17 (Figora 17 e de silica gel (MERCK,
Alemanha) (AQAC, proc. 980.213% (Figura 2) para
limpeza.

Considerando gue alguns pesquisadores emprega-
TRl com sucesso o cartucho descartdvel de Sep-Pack
C,, para extragiio de AFM, e limpeza de amostras de
leite a serem utilizadas em CLAE, foi realizada uma
tentativa de proceder & limpeza da amostra em colu-
na empacotada de C,,. Nesse caso a AFM , apds ex-
trago com clorofdrmio, foi transferida para acetona
e 0 exirato colocado numa coluna de vidro (8x300
mm} contendo silica C, (0.5g) (50ium, SEPARATION
TECHNQLOGY, EUA) como fase estaciondria, ¢ a
AFM, eluida com acetona.
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100 ml de lfeite

adicionar 300 ml de acetona, 1G ml de 4gua
e 10g de celite

agitar por 3 min em liquidificador

filtrar

aliquota de 275 ml do filtrado

adicionar 25 ml de Ph (AcO), 20 % e 200 mi
de dgua :

deixar em repouso por 3 min

adictonar 10 ml de Na, SO, 20% ¢ 10 g de
celite

v agitar e filmar

aliquota de 300 ml do filtrado

colocar em fanil de separacio

adicionar de 100 ml de hexano

agitar por 1 min e descartar a fase de hexano

fase aquosa
adicionar 10C ml de CHCL,
agitar por ! min
drenar g fase cloroférmica
repetir com 50 ml de CHCI,
i combinar os extratos de CHCl,
extrato de CHCI,
lavar com 100 ml de NaCl 5%
passar por coluna de Na,50, anidro
evaporar em banho-maria até a secura
redissolver em cloroférmio

k3
coluna de celuiose
lavar a coluna com: 130 ml de hexano-
beazene {3:1) e 1530 ml de hexano-éter-
etilico (2:1}
chir AFPM| com 200 mi de hexaro-
cloroférmio (1:1)
secar 0 eluato em banho-maria sob fluxo de N,
dissolver em benzeno - acetonitrila (9:1)

A 4

CChD
fase estaciondria silica
{ase movel CHCI,-acetona-isopropanol
{85:10:3)

FIGURA 1

Esquema para determinacBo de AFMI1 pelo
procedimento 974.17 da AQACH,

Foi realizada fambém uma lentativa de se
reaproveilar a coluna de C,,, material importado e
caro. Nesse sentido apds a eluicfio da toxina, a colu-
na foi lavada com cloroférmio e a seguir com hexano
para renover as substincias interferentes na mesma,
retidas, sendo o C, recondicionade com acetona, an-
tes de se aplicar uma nova amosira,

50 mi de leite
adicionar 120 ml de cloroférmio ¢ 10 ml de
sclugfio saturada de NaCl
agitar vigorosamente por i min
recolher a fase CHCL

fase CHCP
adicionar [0g de Na,50,
agitar ocasionalmente por 3 min
filtrar & medir o volume

cohuna de silica
lavar a coluna com: 23 mi de tolueno 4cido
aeético (9:1), 25 mi de hexano e 25 ml de
hexano-éter-etilico-acetonitrila (5:3:2)
eluir AFM; com 40 mi de cloroférmio-
acetona {4:1)
evaporar ¢ solvente em banho-maria sob fluxo
de N,
dissolver em benzeno-acetonitrila {9:1)

CCD
fase estacionéria silica
fase mével cloroférmio-acetona-isopropanol
(87:10:3)

FIGURA 2

Esquema para determinagio de AFM,, de acordo
com o procedimento 980.21 da AOCACH.

Separagde e Quantificacdo
Cromatografia em camada delgada
A cromatografia em camada delgada (CCD) de

cromatofolhas de silica gel G60 (MERK, Alemanha)
foi inicialmente realizada, testando-se as seguinies
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fases méveis: (1) clorofdrmio-acetona-isopropansl
(87:10:3)7, {2) clorofdrmic-acetona ($: 137 (3) clo-
rofdrmic-acetona-metano (90:10:2)%, (4) éter etilico~
metanol-dgua (93:4: 13 (5) wohienc-acetato de ctila-
dcido formico (6:3:15°.

O extrato seco da amostra foi dissolvido em 100ul
de benzeno-acetonitrila (9:1), sendo uma alfquota aphi-
cada na camada juntamente com volumes conhecidos
de padrio de AFM, (0,5ug/mi). Apds o desenvolvi-
mento cromatografico. a guantificagdo foi feita por
comparacio visual da intensidade de fluorescéneia da
mancha da amostra com as dos padrdes, sob ilumina-
¢do alravioleta longa (365nm).

Também foi realizado CCD bi«dimensional, usan-
do-se inicialmente o solvente éter etilico-metanol-
dgua (95:4:1} ¢ posteriormente cloroférmic-acetona-
isopropanol (87:10:3).

A confirmacio da AFM, foi feita por reagio com
acido trifluoroacético (THFA) diretamente na camada,
de acordo com a ADACH.

20 ml de leite

adicionar 20 mi de dgua quente

passar pelo Sep-Pak de C

lavar com 10 mi de H O-CH,CN (95:5;

transterir AFM do cartucho para coluna de silica

gel com 7 ml de éter etflico

descartar a fase etérea

lavar a coluna com 2 mi de éter

¥y eluir a AFM; com 7 mi de CH,CL -etanol
{(95:5}

elizato
evaporar ai€ secura sob N,
adicionar 200 pl de hexano ¢ 200 ul de TFA,
agitar em vartex por 10 seg.
deixar a 40°C / 10 min
evaporar até secura sob N,
dissolver em CH CN-H O (25:75}

derivado

CLAE
colung C,, (ODS, 5 m, 250%x4 mm)
fase mdvel H,O-isopropanol-CHLOCN (80:12:8)
detector de fluorescénceia {excitagiio 365 nim /
emissdo 410 nm}

FIGURA 3

Esquema para extragio de AFM; com Sep-paK
de C,_, proc. 986.16 da AOACH
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Cromatografia liquida de alta eficiéacia

A AFM, foi extraida da amostra de leite em cartu-
¢ho Sep-Pak de C (WATERS), transferida com éter
para uma coluna de sflica, elulda com diclorometano-
etanol (95:5) e finalmente derivada om acido tri-
fluoroacético, de acordo com o método da AQACY
{proc. 986.16) (Figara 3}

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realt-
zada utilizando-se 0s equipamentos ¢ condigdes des-
critos a seguir: Cromatégrafo Hquido marca VARIAN,
modelo 8500. com sistema de bombeamento de
solvente adaptado com alga de amostra de I0ul;
detector por fluorescBncla VARIAN, modelo 2070,
excitagio a 365nmm ¢ com emissio a 410nm; e
integrador VARIAN modelo 4290; coluna LiChrospher
100 RP-18, Spm (100x4.6mm, Merck). precedida de
coluna de guarda: fase modvel; dgna-isopropanol-
acetonitrila (80:12:8) e vaziic de 0,5 mimin.

A guantificagio fol feita por padronizagBo externa.
Foi construfda wma curva padrfo com solugbes con-
tendo 4, 8, 16 ¢ 32 ng de AFM, por ml de acetonilriia,
que reagiram também dom TFA e injetadas nas mes-
mas condicdes das amosiras, A curva padrac apresen-
tou linearidade ¢ passon pela origem, englobando as
concentragdes de AFM, encontradas nas amosiras,

Os solventes empregados, marca LICHROSOLY,
foram previamente filtrados em sisterma Millipore de
filtracdo a vécuo, empregando-se membrana de 0,45
pi e a seguir desgaseificado por ultrassom. A dgua
utilizada foi purificada por sistema de ultrafiltracio
Milli @ Plus (WATERS) e também degaseificada. As
amostras ¢ os padres foram também filirados em
membrana {Millipore} de 0,451m.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os limites estipulados para aflztoxina M| em ali-
mentes sdo da ordem de ag/l ou ngfkg (ppt), afveis
exiremamente baixos que exigem dos métodos o
maximo de sensibilidade e especificidade. Embora a
amosiragem nio sgja problema devido 4 distribuicio
uniforme dessa toxina pos alimentos, as etapas de
extragiio ¢ de remogio dos interferentes requerem
muito cuidado. Tais problemas nfo sdo tdo criticos nas
metodologias de aflatoxinas B ¢ G cojos limites per-
mitidos estio na faixa de pp/kg {ppb). seado nesses
casos & amostragem o principal desafio,

Extracdo e Limpeza

As caracterfsticas dos extratos finais de aflatoxing
M, obtidos nas virias tentativas com Vvistas & csco-
tha do solvente extrator e da maneira de remover os
interferentes, estio apresentados na Tabela 1.
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Os procedimentos gue utilizam metanol para extra-
¢do proporcionaram certa dificuldade na filtracio, pro-
fongando-z e s vezes demandando centrifugacio. Além
disso, os varios clanficantes festados nfo se mostraram
totalmente eficientes, resultando em extratos ainda su-
jos que. quando aplicados em camada delgada, apresen-
tavam manchas com caudas e imterferentes, merecendo
destagues nma substiineia amarela fluorescente e outra
verde azulada com Rfs muite proximos, ¢ que em mui-
los casos sobrepunham-se & toxina,

A tentativa de fazer a extragio utilizando a mistura
metanol-acetona {5:2), de acordo com o procedimento

de Dominguez et alii’, nfo fol bem sucedida, pois mes-
mo apés a centrifugacio, as fases voltavam a misturar-
se com Tacilidade na hora de recolher a fase desejada

Os procedimentos que utilizam acetona como
solvente extrator ¢ sais como agentes clarificantes néo
mostraram-se eficientes na remogio dos interferen-
tes, O extrato final permaneceu sajo, a substincia que
apresentava fluorescéneia azul esverdeada e compor-
tamento cromatografico muito semelhante & AFM,
nio fol eliminada e as manchas apresentaram cauda
{Tabela 1. O uso coniunto de acetato de chumbo,
hexano e colunas cromatrograficas de celulose ¢ de

TABELA 1
Caracteristicas dos extratos finais de amostras de leite e de lette em pé obtidos das etapas de extraglio e
limpeza para AFM, para CCI.

 APARENCIA NA CD?

) APARENCIA DO
EXTRACAC LIMPEZA EXTRATOFINAL  apa INTERFERENTES
FLUORESCENTES"
partigo com hexano S0 sim presente
CuB0 5H,0 10% suin §im presente
FeC13 / CuCO, 800 $Hn presente
metanol puso / o metanol: {NHa}, S0, 30% suje / oleoso sim presente
NaCt 5% (9:1) (200 m Pb(Acb) 2% sujo sim presente
ZnSO, 15% sujo/ oleoso gim presente
TnAc 15% / NaCl 153% suje sHN presenie
CuS04.5H,0 10% sujo / oleoso sim presente
FeCl, / CuCO, sujo sim presenie
) Pb{AcO) 20%: sujo sim presente
acetona pura / ou acetona: dgua Ph{AcO) 209 hexano / coluna de
(83:13) ou acetona: NaCl 5% celalose fimpo nfic  presenie [ ausente
(3:1) (200mh Ph(ACO} 20% hexane / coluna de
sitica gel limpo pao  presente / ausente
Za(Ac) 15% sujo / oleoso 35! presente
SO, 15% sujo / oleoso sim presenie
acewona pura {3001} PhiAc(Q) 20% / hexano / coluna de
celulose limpo 40 presente / ausenie
coluna de silica gel {impo nio ausente
coluna de C, limpo nfio ausente
parti¢io com metanol / partigio
com CCl, Hmpo wA0 ausenie f presente
cloreférmio(120mh) partigo com metanol / particiio
com éter de petréleo sujo sim presente
partigiio com metanol / particio
com hexano sujo sim presente
particio com metanol / particho
com éter butilico sujo sim presente

*CI - Camada Delgada

b Sob ituminacfo nliravioleta a 3635 nm
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sitica produziram extratos limpos, que ndo apresen-
taram, na maloria das vezes, caudas & interferentes
fluorescentes na camada delgada,

A extraciio com cloroformio com limpeza em co-
luna de sflica gel resultaram ura extrato final nio ole-
050, Hyre de subst@ncias interferentes, apresentando
manchas simétricas na camada delgada.

O método desenvolvido por Serratheiro & Quinta™,
que consiste na extragao com clorofommio, transferén-
cia para metanol, ¢ limpeza por parti¢io com fetra-
cloreto de carbone revelon-se eficiente. As tentativas
de sabstituir-se o tetracloreto de carbono, solvente ndo
recomendado pelo “Montreal Protocol on Substances
that Deplete the Ozone Layer”™ por éter butilico, éler
de petrdlec ou hexano ndo se revelaram satisfaidrias.

Nz coluna empacotada com C, (30um) (fase
reversa), a AFM eluia antes dos interferentes, a0 con-
trdric do que ocorre na celuna de sflica gel {fase nog-
mal}. A limpeza foi eficiente, apresentando a2 mancha
de AFM  na camada delgada, simétrica e separada dos
interferentes.

O adsorvente C,; foi reutilizado oito vezes com
amostras de leite pasteurizado (Tabela 2), mas a co-
funa foi acumulando residuos, tornando desse maodo
o fluxo cada vez mais lento e conseqiientemente difi-
cultando o seu aproveitamento, Tal problema pode ser
confornado diminuindo-se as dimensdes da coluna,
tornando-as mais proximas das do cartucho Sep-pak,
porém, sua cficiéncia deverd ainda ser submetida &
avaliacdo,

Para a coluna de sflica gel o eluente que apresen-
tou melhor recuperagic fol o gue utifizon 60 ml de
cloroférmio-acetona (3:2) {em lugar de 40mi de clo-
roférmio-acetena (4:13). No caso da celulose, fot ne-
cessario substituir o clreférmio-hexano {131} por clo-
roférmio-hexano-acetona (5:4:1).

A limpeza por cromatografia em coluna (geralmen-
te silica gel), apesar de ser utilizado em numerosos
métodes para micotoxinas, ¢ uma técnica frabalhosa
e demorada, que requer grandes volumes de solventes
para eluir separadamente os interferenies © as toxinas,
Além disso, como a separacio efetiva dos interferen-
tes das toxinas depende diretamente da capacidade de
adsorgio da fase estaciondria e do poder de eluigio
dos solventes utilizados, a reconhecida variagdo das
propriedades dos adsorventes e da pureza dos sol-
ventes de diferentes marcas, ou até de diferentes lo-
tes da mesma marca, torna necesséria a realizagio de
testes prefiminares para cada remessa recebida, sob
pena de obter-se resultados totalmente errBneos. No
presente trabalko, por exemnplo, para se garantir a eluicfo
tolal de AFM, o volune de solvente cloroftemio-aceto-
na {1:4} teve que ser avmentado de 40 para 60ml.

Uhilizande-se os trés tipos de adsorventes, foram
testados a recuperagiio nas colunas, adicionando-se
quantidades conhecidas de padrio s mesmas. A colu-
na de C, revelou-se melhor enquanto a de celulose foi
a gue mostrou menor recuperacio (Tabela 3).

Na Tabela 4 estio expressos os valores de reen-
peragiio da AFM, adicionada ao leite pasteurizado
e ao [eite em pd, comparando-se trés métodos gue

TABELA 2

Recuperagio de AFM, da coluna de C revtilizada para amostras de leite pastewsizade.

TEOR DE)-AFMI TEOR DE AFMI RﬁCU?ERACAO
REUTILIZACAO ADICIONADO RECUPERADO .
(ng/i} o ey
1 500 415 83,0
2 400 350 87,7
3 200 179 89.8
4 200 153 76,6
5 250 226 90.4
6 250 219 87,6
4 200 155 77,6
8 300 245 81.7
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TABELA 3

Recuperagiio de AFM, adicicnada na coluna.

RECUPERAC A MEDIA (74

QUANTIDADE
ADICIONADA n? de repetigdes Coluna de sitica gel Coluna de celulose” Coluna de € °
(gl ] _
200 3 §1.2 i 793 ) 82,3
300 3 83,1 78,5 852
400 3 84.2 79,5 85,3
* - Bluida por acetona cloreférmio (3:2)
- Eiuida por hexano - clorofdrmio (1:1)
°- Eluida por acetona pura
TABELA 4

Recuperaciio de AFM1 em amostra de leite pasteurizado e em leite em pé no método completo

QUANTIDADEADICIONADA

RECUPERACAO MEDIA (%)

{ng/h) {N°DE REPETICOES ENTRE PARENTESES)
COLUNA DE SILICA GEL? COLUNA DE CELULOSE® COLUNADEC s  CClf
iem pasteurizado
200 1443 74,4 (3) 82.9(3) 77,6 {2)
250 782 (%) 61,1 (33 79,6 (2) 67.7(2)
300 80,4 (3) 72,0 (33 §4.7 () -
ieite em pé
300 78,7 (3 73.5(3) 834 (2 -
500 81,1 (%) TE0(3) 84.5 (2) -

. Proc, 980,71 da AQACH
5. Proc, 974.17 da ACACY
- Proc. 980,21 da AQACH
4. Método de Serrathetro & Quinta®

atifizam coluna cromatogrifica para limpeza e o mé-
todo gue emprega tetracloreto de carhono™,

O método que utiliza coluna de €, foi 0 que apre-
sentou a melhoy recuperacio da toxina, seguido de
perto pelo que utiliza coluna de sflica gel. As porcen-
tagens de recuperacio situam-se dentro da faixa con-
siderada aceitdvel para aflatoxina M,”, especialmen-
te considerando-se gque os niveis testados estio bai-
X0s, ¢ proximos do limite de deteccio do método.

Tendo em vista os resultados obtidos, néio recomen-
damos o uso da coluna de celulose que, além de utili-
zar grandes guantidades de adsorvente e de eluentes,
revelou-se menos eficiente do que a coluna de silica
gel. A coluna C, € uma boa alternativa, mas frata-se
de material carc e de dificil aguisicBo. Apés o #rmi-
no deste estudo, tomamos conhecimento gque o comi-
t& da AQAC para toxinas naturais recomendot a reti-
rada do método 974.17%, o que coincide com a nossa
conclusio,
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Chiemitficagdo por Cromatografia em Camade Delgade

Dentre as misturas de solventes utilizadas para
CCD, as gue promoveram as melhores separagdes
entre AFM, e as outras substncias foram cloroférmio-
acetona-isopropanol (87:10:3) e éter etilico-metanol-
dgua (95:4:1}). O desempenho do éier etilico, no en-
tanto, variou de uma marca parg outra.

Devido ao fato de a sensibilidade requerida ser
muito alta (ng/L). ndo fol possivel utilizar-se placas
cromatogrificas preparadas em laboratdrio. O limite
de detecefo obtido utilizandeo-se placas preparadas fol
de 2.5 ng de APM |, chegando no caso das placas com-
pradas, 5 (,3ng.

Na tentativa de se melhorar a separagio entre AFM|
@ s interferentes, utilizon-se a téenica do muitidesen-
volvimento, empregando-se primeiramente a fase
mdvel clorofdrmio-acetona-isopropanol (87:10:3) e a
seguir éter etflico-metanol-dgua (95:4:1). Observa-se
gue ne caso das amostras de leite obleve-se boa sepa-
racho, mas nde melhor que a obtida com o desenvol-
vimente unidimensional utilizando-se apenas um dos
sofventes,

Para amostras de queijo, a utilizagfo da CCD uni-
dimensional e o multidesenvolvimento, nio revelon-
se eficiente na separaciio da AFM, dos interferentes,
sendo necessdrio empregar a CCD bi-dimensional.
Nesse caso usou-se primeiramente &ter etilico-
metanol-dgua (95:4:1), seguido por cloroférmio-ace-
tona-isopropanot (87:10:3). Esse & um procedimento

muito dispendiose, pois s6 permite a guantificagiio de
uma amostra cada vez.

Ouantificacio por Cromatografia Liguida de Alta
Eficiéncia

Os cromatogramas obtidos por CLAE (Figura 4}
demonstraram a alta seletividade desse méiodo, de-
vido, principalmente, & derivagiio com TFA, a efici-
ente remogdo dos inferferentes e ao use do detector
por fluorescéneia. Este método fol o que apresesntou
malores taxas de recuperacio, como mostra 3 Tabela
5, mostrando que a exiragio em fase solida foi efici-
ente (cartucho Sep-pak) e ndo houve perdas na bm-
peza em coluna de silica gel e na derjvagio com TFA.
Esta téeanica revelou também maior sensibilidade,
apresentande um limite de determinag3o bastante
menor (23ng/L} que o obfido com CCD (150ng/L)
para leite.

Os resultados obtidos nos levam a concluir que o
método por CLAE € o mais adeguado para determi-
nacio de AFM, e recomendar que a monitoragio des-
sa foxina seja realizada preferencialmente por CLAE,
apesar do alto custo, cabendo ressaltar, a titulo de
comparago, que no caso das aflatexinas Be Ga CCD
tem se mostrado perfeitamente adequada.

CONCLUSOES

Dentre os solventes testados, o clorofdrmio provou
ser mais eficiente para a extragio de AI'M. em leite.

TABELA 5

Porcentagens de recuperagio de AFM, em leite pasteurizado pelo método por CLAE.

QUANTIDADE
ADICIONADA RECUPERACAQ MEDIA (%) DESVIOPADRAC
L) o
100 90,5 4.6
150 81,2 4.3
Para a remocio efetivg dos interferentes € neces- AGRADECIMENTOS

sdrio o uso de coluna cromatogrdfica. Ao contrdsio das
aflatoxinas B e G, para as quais a limpeza vdpida com
metais pesados tem sido bem sucedida, no caso da
AFM, nenhum dos sals testados mostrou-se capaz de
eliminar os interferentes presentes.

A CLAFE apresentou taxas de recuperagiio, sen-
sibilidade e especificidade maiores que a CCD.
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FIGURA 4

Cromatogramas caracteristicos de um padriio de AFM, derivado com TFA (A); de uma amostra de leite
pasteurizado contaminada, derivada com TFA (B) ¢ de uma amostra nio contaminads, derivada com TFA
(C). Condigdes cromatogrificas: coluna LiChrospher 100 RP-18. 5 pra, (100 x 4,6 mm); fase mdvel dgua-iso-
propanol-acetoniirila (80:12:8); vaziio 0.5 ml / min; detector por flnorescéncia,exitacio a 363 nm ¢ emissdo
a 410 nm.
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SYLOS, C. M. de & col. - Comparative study of methods to aflatoxin M| determination - Rev. Inst. Adolfo
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SUMMARY: Various wials were catried out to choose the extracting solvent and the best technique
for removing interfering substances from samples of milk for the TLC determination of afiatoxin M,
For extraction acetone, methanol and chloroform were utiized either singly, in combination with each
other or with water, Precipifation with heavy metal salts, partition between iminiscible solvents and
conventional column chromatography were evaluwated for clean-up. Heavy metals by themselves were
not effective in eliminating interfering substances. The combined use of chioreform and a
chromatographic column proved to be the most efficient procedure for extraction and clean-up. Columms
packed with sitica or silica-C,; gave better results thun that of cellulose. HPLC with solid phase extraction,
clean-up in silica gel column and frifluoroacetic acid derivatization and fluorescence detection presented
much higher sensitivity and specificity than TLC with visual quantification based on fluorescence

intensity.

DESCRIPTORS: Affstoxin M, milk, thin layer chromatography. high performance liquid

chromatography, analysis,
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JORGE, 1L.LE; SILVA, £.C A LEE, M. & NOGUEIRA. M.D. - Diagnose microscdpica da farinha
miltipla constituida de folhas de Manihol wilissima Pobl (mandioca), Cucurbita pepo L. {abdbo-
ra), Secchivm edale Swartz (Chuclnty, fpomoea batatas Lo, (hamta-doce), Vs sp (wea) e Hibicuy
escutenus L. {guiabo). Rew fnst. Adolfo Lutz, 56{1399-104, 1996,

RESUMO: Vegetais ou partes de vegetais ourora desprezados vénm sendo empregados ao prepa-

ro de “farinhas mdltiplas” destinadas a complementar & parca alimentaglo da populagdo carente. O
presente trabalho tem por objetivo subsidiar a identificagdo dos componentes folhosos dessa farinha,
fornecendo descrigfes ¢ ihastracdes dos elementos histoldgicos caracteristicos das folhas de scis espé-
cies vegetais: Manithot wrilissima Pohl (mandioea), Crcarbita pepo L. (abdbora), Secchium edide Swartz

{chuchu), Ipomoea batatas Lam. (batata-doce), Vitis sp (ava) ¢ Hibiscus escnlentus 1. {yniabo).

DESCRITORES: Manihor uiilivsinma Pohl, Mandioca, Cucurbita pepo 1., AbSbora, Secchivpt ediile
Swartz, Chuchu, fpomoea batatas Lam.. Batata-doce, Viris sp, Uva, Alimentagio alternativa, Farinha

myiltipla, Multimistura,

INTRODUGAO

¥olhas outrora desprezadas ou destinadas 4 alimen-
tagko dos porces, sdo atualmente aproveitadas com
sucesso na recuperacio de criangas desnutridas através
das chamadas “multimisturas” descritas por Brandio
& Brandio®. Fregiientemente mals ricas em nutrientes
do que as hortalicas tradicionais, as chamadss “folhas
verde-escaras” constituem alimentaco alternativa de
baixo custo, extremamente oportuna nos dias de hoje,
ante o desafio do combate & fome que se impde em

diversas partes do mundo, ¢ inclusive em nosso pafs,
Embora isoladamente, diversos autores tém se dedi-
cado 2 pesguisa da rigqueza nutricional dessas folhas:
ARIMA & RODRIGUEZ! FRANCO', HENSARLING
ET ALIF E PETERSS.

No presente frabalbo, selecionamos folhas de seis
espéeies vegetais, procedendo ac estudo das caracte-
ifsticas histoldgicas das mesmas. Com isso possibili-
tamos seu reconhecimento quando pulverizadas ou
fortemente fragmentadas, processamentos tecpold-
gicos empregados na elaboragio das “farinhas milti-
plas” on “muliimisturas”™.

* Realizado na Seco de Microscopia Alimentar do Instituto Adolo Lutz, $3o Paulo, SP.

= Do Instituro Adolfo Lutz.
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MATERIAL & METODOS

Folhas das espéeies M. utilissima Pohl {mandioca),
C. pepo L. (abébora), S. edule Swartz {chuchu),
Lbatais Lam. (batata-doce), Vitis sp {uva) e H.
esculentus L. (quiabo}, foram coletadas em chicaras
do municipic de Tabofo da Serra, SP.

Os cortes histolégicos foram eferuados a mio 1i-
vre, com empregoe de medula de sabugueiro como
suporte. Os desenhos foram executados sob proje-
¢io de camara clara, A escala fol determinada com
lamina micrométrica. Florogluciana cloridrica, azul
de metileno e lugol foram os corantes empregados
para reconhecimento da constituigio de paredes ¢
inclusdes celulares.

RESULTADOS
1~ Hibiscus esculentus 1. - (Quiabo}
Famila: Malvaceae
-Epiderme superior - seccfio paradérmica (Fig. 1 - a}

Células de paredes ligeiramente ondulosas recobertas
de gotfculas oleaginosas que se despreendem de célu-
las mucilaginosas subepidérmicas. EstGmatos do tipo
apomocitico, relativamente ¢sparsos.

-Epiderme inferior - secglio paradérmica (Fig. 1-b)

Mesma descricdo anterior, porém, a freqiiéncia re-
lativa dos estOmatos & maior.

-Anexos epidérmicos e inclusdes celulares (Figs. i-¢,
1-d teel-f)

Pélo tector simples, unicelular, dpice afunilado e
base abaulada, 500G wm de comprimento em média.
Pelo glandular pluricelular com pedicelo curto (ape-
nas uma célula). Presenga de células mucilaginosas e
de drusas no parénguima mesofflico.

-l.4mina follar em secco transversal

Nervuras proeminentes em ambas as faces, sendo
mais proeminentes na face inferior. Presenca de
colénquima abundante (cerca de 15 camadas celula-
res} ac nivel de nervura central, de ambos os jados da
folka. Células epidérmicas periclinalmente alongadas,
de dimensGes variadas. Mesofilo dorsiventral com
duas camadas de parénquima paligddico e vdrias ca-
madas de parBagquima lacumoso,
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~Vasos (Fig. 1-g}

Calibrosos, dos tipos pontuado, espiro-reticulado
e espiralado.

FGURA L
Hibiscus esculenius 1. {QUIABQO} - Elementos histoldgicos
caracteristicos da folha.
a-Epiderme superior; b~ Epiderme inferior (célula mucilaginosa
chservada por transparéncia); ¢ - Tricoma tector; d - Tricoma
glandular; e - Tricoma glandular; £ - Drusas; g- Vasos.

2~ Secchium edule Swartz - (chuchu)}
Familia: Cucurbirtacece
-Epiderme superior - Secgéio paradérmica (Fig. 2-a)

Céludas de contorno sinuoso. Células mucilaginosas
observadas por transparéncia.

-Epiderme inferior - Secgdo paradérmica (Fig. 2-b)

Mesma descrigdo anterior. Presenga de estdmatos
do tipe anomocitico.

-Anexos epidérmicos e inclusdes celulares (Figs. 2-¢,
2-d, e 2-e)

Tricoma tector ricelular, de ocorréncia predomi-
nante sobre as nervuras. Sua constituigio € despropor-
cionalt & céiula basal € a maior, & apical € a menor ¢
a mediana tem dimenstes intermedidsias em relagio
a ambas. Tricoma glandular com pedicele constitui-
do de duas células achatadas e cabeca constituida de
oito células distribuidas em pares. Sua ocorréacia &
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predominante na regifo do limbo foliar. Drusas mal-
formadas e cristais prismdticos sfio escassos.

-Limina foliar em secgio transversal

As nervuras sdo salienfes emn ambas as faces, sen-
do mais salientes na face inferior. Hd colénguima dis-
creto de ambos os lados da pervura central, gue apre-
senta trés feixes vasculares individualizados em fun-
cio da auséncia de estrutura secunddria, caracteristi-
ca da familia. Presenca de estrutura “Kranz”. O mesd-
filo € dorsi-veniral, com uma camada de parénguima
palicddico, uma camada de células coletoras ¢ varias
camadas de pardaquima palicadico.  As células
epidérmicas sio periclinaimente alongadas, sendo que
as superiores sfo maieres do gue as inferiores, o gue
ndo se observa no corte paradérmico,

- Vasos (Fig. 2-f)

Hspiralados, de diversos calibres.

FiGURA 2

Secchiwm edule Swartz (CHUCHU) - Elementos histologicos

caracteristicos da folha,

a - Epiderme superior {céluia mucilaginosa observada por
transparéncial; b ~ Epiderme inferior; ¢ - Tricoma tector;

d ~Tricoma glandular; e - Cristeis prismdticos; { - Vasos
espiralados,

3 - Cucurbita pepo L. (abdbora)
Familia: Cucurbitaceae

-Epiderme superior - Secgiio paradérmica (Fig, 3-a)

Células de contorno angulose, maiores que as da
epiderme inferior, que tém contorno sinuoso.
Estdmatos escassos.

-Epiderme inferior - Secglio paradérmica (Fig. 3-b)

Células de contorno sinnoso; guarnecida de
estdmatos anisociticos (ou ranunculiceos). A presenca
de estdmatos na epiderme superior € esporddica. Cé-
lulas secretoras sob os tricomas glandulares.

-Anexos epidérmicos e inchusdes celulares (Fig. 3-¢)

Pélo glandular séssil pluricelular (Fig. 3-b) e pélo
tector constituido de 3 a § células, com base reta e
ipice afunilado, recoberto por cuticula estriada, cer-
ca de 400 pm de comprimento.

-1.Amina foliar em corte transversal

O mesdfito € dorsiventral, com duas camadas de
parénguima paligddico e tés ou quatro camadas de
parénquima lacunoso. As células ¢pidérmicas siio
tengencialmente alongadas.

-Vasos (Fig. 3-d)

Espiralados, de diversos calibres,

FIGURA 3
Cucurbita pepo 1. IABOBORA) - Elementos histolégicos
caracierfsticos da folha.
a - Epiderme superior (célula mucilaginosa observada por
gansparéncia); b - Epiderme inferior {pélo grandular séssil);
¢ - Tricoma tector; d - Vasos espiralados.
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4 - Viris sp (uva)
Familia: Vifaceae
-Epiderme superior - Secclio paradérmica (Fig. 4-a)

Célulag poligonais, de paredes retas, um pouco
maiores do que as da epiderme inferior.

-Epiderme inferior - Secghio paradérmica (Fig. 4-b)

Mesmos formatos gue as da epiderme superior,
porém, um pouco mencres. Estdmatos do tipo
anomocitico, restritos a epiderme inferior,

- Anexos epidérmicos e inclustes celulares (Figs.
4., 4-d ¢ 4-e}

Abundantes rafideos, drusas esporddicas (Fig. 4-¢).
Tricoma tector tricelular de base arredondada e dpice
afunilado, cerca de 100 um de comprimento. Tricoma
vermiforme unicelular, paredes paralelas, base ¢ dpi-
ce arredondados, 1.5mm de comprimento, em média.

- Lamina foliar em secclo transversal

Mesofilo dorsiventral, com wma camada de parén-
quima paligddice ¢ vdrias camades de parénguima
lacunoso. Células epidérmicas tangencialmente alon-
gadas. As nervaras siio proeminentes de ambos os la-
dos, comt estrutura “Kranz” em torno do feixe vascular,
e colénguima bi-facial sbundante.

~Vasos (Fig. 4-)

Espiralados, espiro-reficidados e pontoados.

I

FIGURA 4
Vitis sp - (UVA) - Elementos histologicos caracteristicos da
folha,
a - Epiderme superior {rafidecs observados por tangparénciay b
- Epiderme inferior; ¢ - Tricomns tector fricelular; d-Tricoma tector
vermiforme: ¢ - Idioblasto contendo rafideos e drusa; - Vasos.
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5 - Ipomoea baratas Lam. (hatata-doce)
Familia: Comvolvulaceae
-Epiderme superior - Secclio paradérmica (Fig. 5-a)

Células de paredes angulosas. EstGmatos do tipo
paracitico (ou rubidcecs). Cuticula estriada.

-Epiderme inferior - Secgfo paradérmica (Fig. 5-b)
Mesma descricio anterior. Caticula lisa.

-Anexos epidérmicos ¢ nclusdes celulares (Figs, 5-b
e 5-¢)

Tricoma glandular pluricelular de pedicelo curto.
Ductos secretores calibrosos, de conteddo pardacento,
relacionados acs vasos. Cuticula espessa e detathada
reveste a epiderme superior. Drusas.

- LAmina foliar em corte transversal

Nervuras duplamente proeminentes, sendo mals
proeminentes na face inferior. Meséfilo dorsiventral,
com duas camadas de parénquima palicddice e vér-
as camadas de paréngnima  lacunosce, Células
epidérmicas tangencialmente alongadas, sendo as
superiores malores do que as inferiores, Ao nivel de
nervura central observa-se colénguima desenvolvido
abaixo das epidermes e estrutura “Kranz” em torno
de feixe vascular,

- Yasos (Fig. 5-¢)

Espiratados calibrosos.

FIGURA 3
{pomoea batatas Larn. (BATATA-DOCE} - Elemen{os histolégioos
caracteristicos da folha
a- Epiderme superior (fragmenio contendo estdmatos, péio grandular
e ponte: de insergio do pélo grandular); b - Epiderme inferior
{fragmentocontendoestdmatos ¢ pélo grandular); ¢ -Vasos e drusas,
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6 - Manihot wrilissima Pohl {(mandioca)
Familia: Fuphorbiaceae
~Epiderme superior - Seccfo paradérmica (Fig. 6-a)

Células de paredes ligeiramente curvas ¢ dimensdes
discretas.

-Epiderme inferior - Secgiio paradérmica (Fig, 6-b)

Células pequenas de paredes ligeiramente curvas,
recobertas por Ycorrentes” constituidas de papilas,
discernivels no corte transversal. Presencga de estdma-

tos de diversos fipos.

-Anexos epidérmicos e inclusdes celulares (Figs, 6-
¢ e b-d)

Pélo tector uniceluniar de base reta e dpice afunilado.
comprimento de 80 a 250 wm. Drusas.

-Lémina folisr em secglio fransversal

Mesafilo dorsiveniral, com uma ou duas camadas
de parénguima palicddico e vérias camadas de
parénguima lacunoso. Estomatos restritos & epiderme
inferior; epiderme inferior papilesa.

-Vasos

Espiralados, espire-reticulados ¢ pontoados.

FIGURA 6

Muanifor witlissima Pohl (MANIDHOCA) - Elementos
histologicos caracteristicos da folha.

a - Epiderme superior; b - Epiderme inferior (fragmento
destacando esidmatos, pélo tector, drusas e papilas em
“correntes": ¢ - Tricoma tector: d - Vasos e drsas.

DISCUSSAO

E peculiar a coloragio acastanhada resistente apre-
sentads pelo tricoma de H. escidentus L. A presenga
de estrutura “Kranz” em S.edule Swartz ainda nlo
tinha sido descrita para & familia Cucurbitaceae, se-
gundo Metcalfe & Chalk®, bem como a ocorréneia de
céluias mucilaginosas.

As dimens@es relativas dos ostfolos parecern ser
caracteristicas com marcacdo genética. de importan-
cia diagndstica (vide ostiolos grandes em 1 batatas
Lam. ¢ peguenos em S.edule Swartz).

E muito intensa a pilosidade de Viris sp. que se re-
flete macroscopicamente no aspecio aveludado ao tato
que suas folhas apresentam. Ao nivel microscdpico,
a presenga de grande guantidade de pélos vermiformes
longos € notavel.

CONCLUSOES

Pelas suas peculiaridades, formatos, coloragio e
detathes, sfo caracteristicos os seguintes elementos
histoidgicos das “folhas verdes-escuras”, empregadas
na elaboragiio das “farinhas nviitipias™

Hibiscus esculentus L. (quiabo)

- Estdmatos ranunculiceos; fricoma  tector
unicelular de base abaulada, limen extenso e colora-
cio acastashada: tricoma glandular de pedicelo curto
e cabeca pluricelular; drusas ¢ vasos calibrosos.

Secchinm edule Swartz (chuchuw)

-Células  epidérmicas de  contomo  sipuoso,
estdmatos ranuncuidceos, tricoma tector tri-cehular de
formato peculiar, tricoma glandular, céiuias mucila-
ginosas, vasos espiralados,

Cugurbita pepo L. (abébhora)

-Célilas epidérmicas curvas {superiores), células
epidérmicas sinuosas (inferiores), estdmatos ranun-
culdeeos, pélo glandular séssil, pélo tector pluriceinlar
com cuticula mgosa.

Viris sp {uva)

-Células epidérmicas de paredes retas, estdmatos
ranunculiceos, iricoma tector curto constituido de trés
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células, tricoma tector vermiforme longo, rafideos em
abundincia, algumas drusas.

Ipomoea batatas Lam. (batata-doce}
Convelvulaceae

-Células epidérmicas de contorno ligeiramente cur-
vo, estdmatos rubidceos, cuticnla estriada, fricoma
glandular com cabeca constituida de oito células,
ductos secretores e vasos espiralados calibrosos, pre-
senga de drusas.

Marnihot utifissima Pohl {(mandioca)
Euphorbiaceae

- Células epidérmicas de paredes ligeiramente cur-
vas. estdmatos de diversos tipos, epiderme inferior
papiiosa (aspecto de “pequenas correntes” em vista
facial), drusas, tricoma tector uniceluniar.

RIALAG/BO2

JORGE, 1.LE; B1LVA, 1.C. A LEE, LM, & NOGUEIRA, M.I>. - Microscopic diagnosis of the muliiple
flour constituted of leaves of Manihor wiilissima Pohl (cassava}, Cucurbita pepo L. (pumpkim),
Secchivum edule Swartz (chayote), Ipomoea batatas Lam. (sweet potato), Vifis sp {grape) and
Hibiscus esculentus 1. (oksa), Rev. fnst. Adolfo Lutz, 5601%.99-104, 1996.

ABSTRACT: Vegetables or parts of vegetables formerly displaced, are nowadays employved 10
make the muitiple flour to complete the alimentation of the poor popuiation. This paper intends to give
data to identify the leafy componds of this flour, giving descriptions and drawings of the characteristics
histologycal elements of of the feaves of six vegetable species: Manihot utilissima Pohl {cassava),
Cucurbiia pepo L. (pumpkins}, Secchinnm edule Swartz (chayote), Ipomoea batatas Lam, {sweet potato),

Vitis sp (grape) and Hibiscus esculentus L., (okra).

DESCRIPTORS: Manihot utifissima Phol, cassava, Cucurbita pepo L., pumpkim, Secchium edule
Swatz, chayote, Ipomoeea batatas, Lam., sweet potato, Vifis sp, grape, Hibiscus esculentus L., okra,
alternative alimentation, muitiple flour, multiple mixture.
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RESUMO: Com ¢ objetivo de averiguar 0 cumprimento da legislagio vigente no Brasil, com re-

laglio &s caracterfsticas fisico-quimicas, foram analisadas 42 amostras de coco ralado, de sete difercn-
tes marcas, assim distribuidas quanto a designago c classificag@o: 6 de "coco ralado com baixo teor de
gordora”™; 12 “com médie teor de gorduza™ 18 “com alfo teor de gordura™ e 6 “agucarado”, Todas ag
amosizas apresentaram data de fabricaco, prazo de validade efou ndmero de lote diferentes entre si,
tendo sido obtidas no comércio das cidades de Sio Paulo, Santos e Sdo Vicente/SP, As determinagles
realizadas inchuiram umidade, acidez, lipideos, sacarose ¢ pesquisa de rango, seguado métodos descri-
tos nas “Norrmas Analfticas do Instituto Adolfo Lutz™, 3% ed,, v. 1, 1985, Observou-se que 100% das
amostras de coco ralado nio atenderam s normas téenicas oficiais em, pelo menes, um dos parfimetros
analisados. Das 42 amostras, 40(95%) estavam em desacordo quanto ao teor de sacarose, 29(69%) com
relaglio & acidez. 19(45%) quanto aos lipideos, 7(17%) com referénela & umidade, sendo gue nenhuma
delas apresenfou prova de rapge positiva. Foram também realizadas as mesmas determinages em 11
vatiedades de coco i natarg, com o intoite de se obter dados que refratassem os valores naturalmente
encontrados no fruto. Com base nos resultados obtidos, sugere-se uma agho fiscalizadora mais intensa
sohre aquele tipo de produto, assim como revisio dos patfimetros legais em vigor, particularmente guanio

a0 teor mdximo de sacarose estabelecido.

DESCRITORES: Coce, coco ralado, andlise f{sico-quimica, legislagho.

INTRODUCAO

Um dos mais importantes produtos comerciais fa-
bricados a partir do coco é o coco ralado®®. Este é
obtido apds a desintegracio e desidratacio do en-
dosperma do fruto do cogquenre (Cocus nuciferd), atra-
vés de ama tecnologia adeguada, podendo ser parci-
almente desengordurado ¢, opcionalmente, ser adici-
onado de outros ingredientes, coadjuvantes e aditivos
permitidos para este produto e, finalmente, acondicio-
nado de forma a assegurar sua perfeita conservacio®,

No Brasil, a industrializacio do coco ralado é ba-
seada na remoglo parcial do 6leo ou do leite de coco,

sendo considerade wn derivado on residuo da extra-
cio destes™

A prodagio mundial de coco ralado, em 1989, foi
de 150.000 toneladas’, sendo que o Brasil respondeu
por apenas 4,000 toneladas, Os maiores produtores
mundiais sfo as Filipinas e o Sri Lanka, seguidos pela
Indonésia, Tailindia & India®™,

O coco ralado ¢ um dos ingredientes mais utiliza-
dos para manufaturados de sorveterias, panificacso,
confeitaria e produtos derivados do leite, apresentan-
do ainda grandes perspectivas futuras®®.

* Realizado na Seglo de (leos, Gorduas ¢ Condimentos do fnstituto Adoifo Lutz, Sio Paio, SP. Trabatho parcialmente
apresentado no Encontro Nacional de Analistas de Alimentos, 87, Pordo Alegre, RS, 1993,

=% Do Institute Adolfo Lutz.

¥+ Bolsista de Iniciagdo Cientifica do Instituto Adolfo Lutz,
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No sentido de controlar a qualidade do citado pro-
duto, foram estabelecidas normas téenicas ne Estado
de S@o Paulo, em 1978'%, e em todo o terzitdrio brasi-
leiro, em 1979 Entrentanto, cssas normas #m sido
criticadas pelos produtores, especialmente guanto &s
caracteristicas fisicas ¢ quimicas fixadas. por nio re-
tratarem a realidade da composigiio do produto e da
tecnologia empregada na sua industrializacio. Por sua
vez, as andlises do produte em questdio, cfetuadas no
Instituto Adolfo Lutz, da Secretaria da Sadde do Hs-
tado de Sdo Paulo, (ém revelado nfo $6 os problemas
apontados pelos fabricantes, como também uma cor-
ta discordincia entre os vajores encontrados ¢ a de-
nomina¢io do produto declarada na rotulagem, levan-
do o consumidor & adquirir, possivelmente, uma mer-
cadoria ndo condizente com o nome apresentado no
rotulo, em flagrante desrespeito ac Codigo de Defesa
do Consumidor”,

Assim, o presente frabalho tem por objetive averi-
guar o comprimento da legislagiio vigente no Brasil,
com relacBo ds caracteristicas fisicas e guimicas de
coco ralado, bem come avaliar os parfmetros estabe-
lecidos face aos resultados encontrados para as amos-
tras comercializadas e para coco in naturd.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 42 amostras de coco ralado, de
sete diferentes marcas, codificadas pelas letras A, B,
C. D, B, F G, assim distribuidas guanto a designacio
e classificacio previstas na legislagfio: 6 de “coco
ralado com baixo teor de gordura”. 12 “com médio
teor de gordura”, 18 “com alro teor de gordura” e 6
“agucarado”. Todas as amostras apresentaram data de
fabsicacBo, prazo de validade efou niimero de lote
diferentes entre si, tendo sido obtidas no comércio das
cidades de S#o Paulo, Santos ¢ Sao Vicente/SP no
perfodo de outubro de 1991 a abril de 1993,

Para o estudo do coco in narura, foram analisa-
das 11 variedades (dois frutos de cada), todas co-
ikidas com 12 meses de maturacio. As variedades

estudadas eram provenientes do Banco Ativoe de
Germoplasma do Campo Experimental do Betume,
mantido peta EMBRAPA - Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria, no municipic de Nedpolis,
Estado de Sergipe, ¢ foram as seguintes: Gigante do
Brasil Itaporanga D’ Ajuda {GBRI); Gigante do Bra-
sil da Praia do Forte-BA (GBRPF), Gigante da Maldsia
(GML): Gigante de Novas Hébridas (GNH); Gigante
do Oeste Africano {GOA); Gigante da Polinésia (GPY);
Gigante de Rennel (GRL); Gigante de Rotuma (GRT);
Gigante de Tonga (GTGY; Hibridoe PB-111 (Ando Ver
melho da Maldsia, AVM x GOA); Hibrido PB-121
(Ando Amazclo da Maldsia, AAM x GOA).

Foram ainda realizados estudos guanto & variagdo
ne (eor de sacarose nas variedades PB-111 e PB-121,
envolvendo dois estigios de mawragio do fruto (10 e
12 meses), provenientes de um plantio localizado no
mupicipio de Ananindena, Estado do Pard, cuja produ-
¢io se destina a fins industriais. O mesmo estudo com
relagio 4 variaglio no teor de sacarose fol também
aplicado, em amostras obtidas de duas linhas de pro-
cessamento, sendo uma de coco integral desideatado
e outra de coco desidratado apés 2 extragio do leite.

As determinagdes realizadas no coco ralado foram;
umidade, acidez, lipideos, sacarose ¢ pesquisa de ran-
co {reagio de Kreis), No coco in natura. as andlises
foram efetuadas no endosperma. desprovide do
tegumento, e inciuiram as seguintes determinagdes:
umidade, sacarose, lipideos e acidez. Todos os méto-
dos estdo descritos nas “Normas Analfticas do Insti-
tuto Adolfo Eatz™,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na andlise das 42 amostras
de coco ralade encontram-se disiribuidos nas tabelas
1, 2.3, 4, a seguir, de acordo com a designaciio e a clas-
sificagdo do produto apresentada na sua rotulagen,
assim como o8 parimetros estabelecidos pela legisia-
¢ao brasileira.

TABELA 1
Caracteristicas fisico-quimicas de coco ralade com baixo teor de gordura,

Marca Umidade Lipideos Sacarose Acidez Reagho de
_teddigo) % {pip) e {p/p) G {pip) % (vip) Kreis

Al 1.24 38,69 6,61 4,18 neg.
A2 1,24 60,46 6,62 3,82 neg.
A3 1,76 57.82 7.21 3.9 neg.
A4 2,81 56,22 6,98 381 neg.
A-5 2,97 59.89 6,87 4,95 neg.
A-G 1,54 61,40 0,44 3.92 neg.

Média {A) 1,93 59,10 6,79 4,10 e

Legislagio™ g 4i)= G Eh o

* Ref n®2

5 Valores maximos
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TABELA 2
Caracteristicas fisico-gufmicas de coco ralado com médio teor de gordura.

Marca Uiidade Lipideos Sacarose Acidez Reagdo de
o (Cedige)  Wfpip) %fpp) G {pip) % {v/p) Kreis
B-1 135 5805 8,46 3,78 neg.
B-2 1,69 62,80 9,56 3,63 neg.
B-3 1,61 61,64 4.50 3,16 neg.
B-4 0,92 62,24 8,79 3,30 neg.
B-3 1,66 56,27 476 3,23 neg.
B-6 1.27 61,20 802 4.00 neg.
Média (B) 1,42 60,40 9,08 3,52 R
C-1 1,25 63,80 8,49 3.67 neg.
2 1,19 59,87 4,34 3,66 neg.
C-3 1,24 65,90 6,78 3,85 Beg.
C-4 147 55,72 6,04 3,86 neg.
C-5 0.92 63,78 6,82 3,75 BEg,
C-6 167 61,20 683 340 neg.
Média (3 1,29 62,04 7.3% 7
Legislagio® 4it* 40-60 S ik

*Ref. n2

# Valores méximos

TABELA 3
Caracteristicas fisico-quimicas de coco ralado com alio teor de gordura,

Marca Umidade Lipideos Sacarose Acidez Reagiio de
(cadigo) G (phpy % (vip) Kreis
-1 1,72 62,40 13,35 243 neg.
-2 2,21 57.81 1642 2.79 neg.
-3 342 37,40 18,72 238 neg.
B4 2,95 5645 i8.30 1,90 neg.
D5 2,68 67,02 8,95 3,00 neg.
[3-6 3,86 61,32 12,92 2,48 neg.
Média (1} 297 60,48 14,78 2,50 s
E-1 3,21 56,58 4,098 3,88 neg.
E-2 2,62 58,33 7.5z 3,00 neg.
E-3 309 60,29 872 3,03 neg.
E-4 2,08 61,79 7,75 4,43 neg.
E-S 3.le 66,65 5,20 476 neg.
E-H 2,65 69,44 6,18 3,80 neg.
Media (5 297 62,18 7,73 381 e
1 2,80 76,13 3,56 340 neg.
P2 2,25 68.65 6,08 3,95 neg.
F-3! 2,65 60.41 6,04 4,78 neg.
4’ 3,19 66,79 6,33 4,09 neg.
F-5 4,23 67.83 819 580 neg.
F-6! 331 67,47 8,82 4335 neg.
Média (F) 304 66,83 6,94 4,40 e
Legislagio * A apest [ Khde
# Ref. 0% 2

= Yalores maximos
**% Valor minimeo
"“extra branco” (expressfo declarada na rotulagem em vez de alto teor de gordura™)
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TABELA 4

Caracter{sticas fisico-quimicas de coco ralado agucarado,

Marca Umidade Lipfdeos Sacarose Acidez Reacio de
{cadigoy % {pip) o (pip} % {p/p) o (vip} Kreds
G-l 5,88 37.07 4092 2,33 ey,
G-2 7,66 30,94 40,84 2,49 neg.
G-3 4,66 36,33 43,92 2,60 neg.
G-4 6,15 33,29 43,84 2,40 neg.
G-5 8,25 24,68 45,73 243 neg.
G-6 8,38 30,00 43,88 243 neg.
Média (G 6,91 32,05 43,19 2,45 o
Legistagio® 4 *F - 3G 3w e
*Ref. %2
#% Valores miximos
Todas as amoslras analisadas apresentavam caracte-  tras da marca ¥, apenas uma (F-3) era comercializada

risticas organoléticas normais, isto é, aspeclo, cor. chei-
o ¢ sabor proprio, ndo apresentando rango, confirma-
do pela reacio de Kreis negativa, demonstrando que o
processamento da matéria-prima vem sendo conduzi-
do de mansira satisfatéria, guanto i influéncia sobre
estas caracteristicas. A propdsito, a literatura’ refere que
o coce, o dleo de coco e até o coco ralado podem se
tornar facilmiente rangosos devide ao actimulo de metil
cetonas alifdticas (rancidez cetdnica), devendo ser con-
trolada, particularmente, a umidade do coco ralado
durante a estocagem.

Das 6 amostras da marca A {Tabela 1), comer-
cializadas sob a denominagio de “coco ralado com
baixo teor de gordura”, todas se encontravam em de-
sacorde com os parfimetros legais vigentes quante
a0 teor de lipideos, sacarose e acidez, chamando aten-
¢lo a acentuada diferenga entre o teor médio de lipideos
obtido e o respectivo Hmite mixime estabelecido pela
legistagho; na verdade, niio se enguadram na classifi-
caglio declarada na sua rotulagem.

Para as 12 amostras das marcas B e C {Tabela 2),
comercializadas como “coco ralado com médio teor de
gordura”, verificon-se gue 67% do total apresentaram
teor de lipideos acima do limdte mdximo estabelecido
para os produtos sob esta classificagio; todas, neste caso
tambéin, apresentaram contetido de sacarose ¢ acidez,
superior 205 valores mdximos estabelecidos.

Das 3 marcas {0, E, F3, vendidas no comércio com
a denominacic “coco ralado com alto teor de gor-
dura”, apenas 28% nio possufam o teor minimo de
lipfdeos exigidoe; quanto ao percentual de sacarose,
neste caso novamente a maior parte das amostras
(89%) estava acima do valor mdximoe exigido. No
caso da marca D, inclusive, a maioria dos valores
obtidos para este parfmetro era mais gue o dobro do
valor mdximo fixado. Ressalta-se gue, das 6 amos-
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sob a dencminacfio prevista nas normas Lécnicas,
visto que as demais apresentavam a expressio “ex-
{ra branco” em vez de “alio teor de gordura”. Toda-
via, consfatou-se que, por ocasido do registro no
Ministério da Sadde, todas as cinco foram classifi-
cadas como “alio or de gordurs™, conforme prevé
a legislagio.

Para as amostras de coco ralado agucarade, verifi-
cou-se que todas estavam em desacordo com a legis-
lagio quanto ao teor de umidade e sacarose, (O con-
tetido médio de lipideos encontrado para estas amos-
tras {(marca ) foi 32,05%, embora as normas legais
i estabelecam Hmite para este parmetro.

Assim sendo, observon-sc¢ gue a totalidade das
amostras ndo atendeu 4 legislacio em, pelo menos, um
dos parimetros analisados.

A despeito das pormas {8cnicas fixarem o valor
méximo de umidade em 4%, a literatura® ressalta que,
acima de 3% de umidade, fica comprometida a vida-
de-prateleira do coco ralado.

Das 42 amostras, 40(95%) estavam em desacordo
guante ao teor de sacarese, 29-(69%} com relagfo &
acidez, 19 {45%) quanto ao0s lipideos e 7(17%) com
referéncia 4 umidade.

Relativamente ao coco in natura, 0§ valores obti-
dos para as determinacdes efetnadas em cada uma das
11 varicdades encontram-se na Tabela 5.

(O teor de umidade dos frutos varion de 39,21%
{Gigante do OQeste Afvicanc - GOA) a 53,44 % (Gigante
de Novas Hébridas - GNH).

O conteddo de lipideos, na base seca, oscilou de
42,22 8 72,66%, sendo que das 11 variedades estuda-
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TABELA $
Caracteristicas fisico-quimicas de 11 variedades de coco "in nanga”.

Amostra Umidade® Lipideos™®® Sacarose*® Acidez®
{Vartedade) % {plp} % (plp) % (pfp} % (vip}
GBRI
(Gigante de Brasil-Itaporanga 42,02 63,33 6,48 ——--
D'Ajuda)
GBRPF
(Gigante do Brasil-Praia do 45,36 66,03 5,04 e
Forle}
GML
(Gigante da Maldsia) 41,33 70,63 6,32 307
GNH
(Gigante Novas Hébridas) 53,44 42,22 517 2,32
GOA
(Gigane Oeste Africano} 36,21 67,30 6,11 2,52
GPY
{Gigante da Polinésia} 44,77 68,83 G112 2,51
GRIL.
(Gigante de Rennel) 30,06 63,05 8,935 2.67
GRT
{(igante de Rotuma) 45,70 85,97 G447 e
G16
((Gigante de Tonga} 46,56 72,66 5,26 2,59
PB 111 (hibridoe)
{AVMx GOA) 43,20 H6,78 6,91 .42
PB {21 {hibrido)
{AAM x GCA) 45,17 65,24 9,56 3,18

* Valores calculados na base seca.

® Resultade da andlise de 2 frutos de cada variedade.

das, 10 apresentaram teor de gordura acima de 60%,
revelando-se apropriadas para a produgio de coco
ralade de alto teor de gordura. Se fossem destina-
das & producic de coco ralade de baixo ou médio
teor de gordura, as mesmas teriam de ser submeti-
das a2 uma extracdo méxima do leite, para gue o
residun (coco ralado) viesse a atingir wm conteiddo
de lipideos conforme a classificacfo desgiada.

Das 8 variedades analisadas quanto & acidez, obser-
vou-se que 2 apresentaram valores médios ligeiramen-
te superiores &s demais, on seja, GML e PB-121
Amnbas mereceriam atenclo especial se fossem utili-
zadas para o processamento de coco ralado, visto que
uma acidez elevada pode contribuir para o desenvol-

vimento de aroma caracteristico de sabio, conhecido
como “soapy flavour™,

O teor de sacarose, calcutado na base seca para fins
comparatives, variou de 5,04% {Gigante do Brasil da
Praia do Forte - BA, GBRPF) a 9,95% (Gigante de
Rennel - GRL). Considerando que o coco ralado com
aito teor de gordura desidratado, normalmente
comercializado, contém em média 3% de amidade
{Tabela 3}, estas amostras estudadas, se industriali-
zadas, apresentariam teor de sacarose variando de 4,89
a 9.63%.

A0 estabelecer um Hmite miximo de sacarose de
6%, presume-se que a legistacio em vigor tenta evi-
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tar 2 adigio frandulenta de xarope de agficar ac pro-
duto, para sumentar o sen peso. Entretanto, com base
no estudo realizado, verificou-se gue nem todas as
variedades apresentam teor de sacazose dentro do li-
mite miaxime. Nesses casos, tals amostras também
astariam em desacordo com a norma fécnica.

Os resuliados obtidos nas determinagdes realizadas
deniro de wma mesma variedade (PB-111 e PB-121},
envelvende dois estigios de maturagio {10 ¢ 12 me-
ses), assim coms do estudo sobre a influéncia do
processamento (extragio do leite) na composigio do
cooo, gnconiram-se nas Tabelas 6 e T.

De acordo com o Centro de Pesquisa Agropecudria
dos Tabuleiros Costeiros - CPATC. da EMBRAPA, ag
rarviedades PB-111 ¢ PB-121 destacam-se por forne-

rendimentos para o fabrico de coco ralado. Na prética,
porém, apenas a variedade PB-1171 confimmou esse fato,
viste que, com a variedade PB-121, ocorreu o inver-
50, ressalvando-se que somente uma amostra de cada
variedade foi analisada.

Com relagio aos resultados obtides, verificou-se
que os feores de sacarose ndo variaram significativa-
mente entre os dois estigios de maturacio estudados
e nem entre 0s cocos integral ¢ extraido.

CONCLUSAO

Considerando o fato de que a totalidade das amos-
tras analisadas apresentava pelo menos um dos
parimeiros em desacordo com a legislacdo vigente,
sugere-se uma acfo fiscalizadora mais intensa sobre
este tipo de produto,

TABELA 6
Caracteristicas fisico-guirnicas de 2 variedades de coco in natra com diferentes estidgios de maturacio,
4 &

Variedade Urnidade Lipideos® Sacarose® Acidez
(Estdgio de materagio} % {pip) % (p/p) Y (p/p) % {vip}

PRI

{10 smeses) 46,64 61,71 6.00 3,62

B i3

{12 meses) 49,14 62,80 8.63 3,91

PB 121

{ 1{lmeses) 48,87 03,52 8,94 3,50

PB 121

{12 meses) 46,62 38,02 9.4 4.17
* Walores calculados na base seca.

TABELA 7

Caracterfsticas fisico-quimicas de coco desidratado integral e extrafdo, provenientes de um mesmo lote,

Tipo Umidade Lipideos™ Sacarpse™ Acidez
% (p/p) % (p/p) % {pfp) G {vip)
Integral 223 67,29 8,28 3,04
Extraido 1,95 56,47 8,65 2,86

* Valores calculados na base seca.

cerem maior rendimento, além de serem mais preco-
ces que as variedades gigantes com relagio a produ-
cdo de fratos.

Fustifica-se ¢ estudo com variedades de 10 e 12
meses de maturacio por serem 05 estdgios normalmente
utilizados pela inddstria, jd gue. segundo a literatura’,
a partir do 10% més a améndoa do coce apresenta um
aumento gradual no seu conteddo de gordura alcancan-
do o valor méaximo no 122 més, perfodo em que o frato
atinge o pico de maturacio, fornecendo os methores

Com base nos resultados oblidos guanto ao teor
de sacarose, propoe-se uma revisiio do limite méxi-
mo estabelecido e que deva existir uma tolerdncia
legal de até 10% para os cocos ralados classificados
como baixo, médio ou alto teor de gordura, em subs-
tituicdo ao Hmite atual de 6%. Jd para o coco ralade
agucarado, a sngestfo ¢ de que seja mantido o limite
mdximo de 30%, salientando gue os fabricantes ob-
servem o conteddo de sacarese naturalmente presente
no fruto, adequando, assim, a quantidade de agiicar
a ser adicionada.
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Tendo em vista a possibilidade de novas varieda-

des de hidridos virem a ser produzidas, sugere-se um
levantamento periddico de dados relativos & compo-
siglio dos frutos, normalmente utilizados para indus-
trializagdo, com fins de atvalizacho dos parfimetros
ora estudados.
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Evatuation of physicochemicat characteristics of desiceated coconut i refation (o Brazilian current
legistation. Rev Inst. Adolfe Lz, 56(1%105-112, 1996

ABSTRACT: Forty two samples of desiceated coconut were analysed for their acidity, moisture.
fat and sucrose contents and rancidity reaction, in order to verify if they were in accordance with Brazihian
legislation. The samples were acquired in the market of S8o Paulo, Santos and SAo Vicente cities, Brazil,
and were taken cut from 7 different marks, including “low”, “medium”™ and “high fat content” and
“sugary” desiceated coconut. Resalts showed that 95% of the samples were in disagreement with the
sucrose pattern, 69% with the acidity, 45% respect to the Hipid content and 1 7% in relation to the meistare.
None of the samples presented positive reaction tor rancidity. [t was also snalysed, for the same itens,
11 varieties of fresh coconut, in order (o get data about values naturally found m the fruits, The resnlts
mdicate the necessity of a more Intense fiscalization on thas kind of product as well as a revision of

Brazilian legal parameters, particuiarly with respect o the sucrose maximus limit,

DESCRIPTORS: Coconut, desiceated coconut, physicochemical analysis, kegislation.
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PEDRO, N.A R BADOLATO, M.LC,; FREITAS, V.P.8. & CHIARINL PET. - Avaliacdo da qualidade
do café torrado e mofdo processado na regifio de Campinas, Estado de S#o Paulo. Rev. Inst. Adolfe

Luiz, 36{1%113-117, 1996.

RESUMO: Foram analisadas 49 amostras de café torrado e moddo, processados na regifio de Campi-
nas, Estado de S8o Paulo, sendoe deterrninados os teores de cafeina, extrato aquoso, resfduo mineral fixe,
residuo mineral fixo insoklivel em doido clorddiico e impurezas (cascas e paus). Todas as amostras (100%:)
estavam de acerdo com a legislagdo em vigor quanto ac exame quimico ¢ apenas 2 amostras (4% apresen-
taram feores de cascas e paus acima de 19, portanto, em desacorde com a legislagio em vigor,

DESCRITORES: Café torrade ¢ mo{do; Exame quimico; Teor de cascas ¢ paus; Legisiagio.

INTRODUCAQ

O café pertence 3 familia das Rubiaceae, género
coffea, sendo que as espécies cultivadas no Brasii sio
Coffea arabica e Caffea canephora que sio comit-
mente denominadas de “café ardbico” e “café robus-
to”. O café ardbico representa mais de 73% da comer-
cializagio internacional do café’,

Caté ¢ um dos alimentos naturais mais complexos
do ponto de vista de composigio quimica. Nio ape-
nas pelo fato de o griio de calé conter grande varieda-
de de constituintes quimicos mas, principalmente, de-
vido a interagfio gue ocorre entre esses couslituintes
durante os estigios de processamento.

No grio de café encontram-se os cinco grupos de
constituintes fundamentais: dgua, substincias minerais,
glicidios, lipidios e protidios®. Ao lade dessas substén-
cias cuja presenga € comum a todas as plantas, outras
foram caracterizadas, como os dcidos orghnicos {prin-
cipalmente deido clorogénico), os alcaldides cafefna e
trigonelina, diversas vitaminas, etc.

Ao chegar na inddstria, o café passa por processo
de higienizacio, classificagio e armazenamento®. A
matéria-prima a ser processada serd o resultado da
mistura de diferentes cafés armazenados.

Durante o processo de torraglo, os cafés sofrem
transformaces fisicas & quimicas®>®, Ag transforma-
¢des fisicas sfo: escurecimento do grio decorrente;
principalmente da reagio de Maillard e carame-
lizagio, perda de peso por evaporagio e pirdlise,
diminuicfio da densidade aparente e aumento do vo-
lume devido & liberagao de CO, pela pirdlise,

As transformagdes qufiicas s&o; diminuigdo de
pH de 6,0 para 5,1 em funclo da transformagio de
carboidratos a dcidos orgnicos, transformagio de
praticamente todos 0s agiicares (caramelizagdo), re-
dugdo do 4cide clorogénico, formagio de compos-
tos aromdticos importantes como o dimetilsuifeto,
decorrente das desnaturagbes e decomposicio par-
cial de proteinas, degradagio parcial de amido ¢
dextrinas, formacic de furfural a partir de pentosa-
nas contribuindo para o odor caracter{stico do café

* Realizagio na Se¢dc de Bromaiologia e Quimica do Instituto Adolfo Lutz - Laboratério § de Campinas.

** Do lnstingto Adolfe Lutz - Laboratério | de Campinas.
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torrado, A cafeina e o dleo praticamente ndo sio
afetados.

Atualmente 34 foram identificados mais de 1000
compostos voldtels em café torrado, responsdveis pelo
aroma, gue sfo compostos alifdticos, aromdticos,
furanos, aliefclicos, tofenos, pirazina, Hozois, oxazdis
e pirrdis®,

A cafeina tem propriedade diurética, excita ©
sistema nervoso central, age sobre o sistemsa mus-
cular e circulatério, prineipalmente sobre o mis-
culo cardfaco. Tem pouco efeito sobre o tubo di-
gestivo™®,

As impurezas mais comuns no calé torrado & moi-
do sio as oriundas do mau beneficiamento do frute
do cafeeise para livrar a semente de seus envoltérios®,
sendo mais [regliente a presenca de cascas e paus, que
pode ser determinada pelo método microscdpico e
cujo limite permitido pela legislacio € de até 1% (um
por cento).

Sendo ¢ Brasil vm dos maiores produtores de café
do mundo, e ainda considerando a wiilizagio do mes-
mo pars fins de exportagio e o alto consumo da bebi-
da pela populagfio, € essencial o estudo das caracte-
risticas fisico-quimicas, assim como determinagio de
impurezas (cascas ¢ paus) no café torrado ¢ moido
processadoe na regido de Campinas, onde se localiza
um grande niimero de torrefagdes de caflé, cujos re-
sultados sdo fundamentais para subsidiar autoridades
governamentais a concentrar esforgos no controle de
gualidade deste tipo de produto.

MATERIAL B METODOS

@} Material; Foram analisadas 49 amostras de café,
torrado e mofdo, de marcas diferentes, processados na
regifo de Campinas, Estado de Sdo Paulo, coletadas
diretamente nas torrelagdes, ne pericdo de abril a se-
tembro de 1994, sendo: 2 amostras de Amparo. 5 de
Araras, 4 de Campinas, 2 de Divinoléndia, 6 de Espi-
rito Santo do Pinhal, 5 de Tapira, | de Limeira, 3 de
Piracicaba, 1 de Plrassununga, 3 de Rio Clarg, 2 de
Santo Antdnio do Jardim, 2 de S30 josé do Rio Par-
do, 5 de 580 Sebastifio da Grama, 2 de Serra Negra, 3
de Socorro ¢ 1 de Vargem Grande do Sul. Sete (7)
dessas amostras ndo continham selo de pareza ABIC
{Associagfio Brasileira da Industria de Torrefagfo de
Moagem de Cafg),

b) Mérades: Foram determinados os teores der cafed-
na, pelo método 1AL, modificados segundo a referdn-
cia 7, extrato aguoso, resfduo mineral fixo, resfduc mi-
neral fixo insolivel em acido cloridrico a 10% viv e
exame microscopico segundo a mefodologia descrita nas
“Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lute™\
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RESULTADOS

Na Tabela I estdo apresentados os valores encon-
trados para as determinagbes fisico-quimicas realiza-
das e para o exame microscdpico.

Na Tabela i1 estdo apresentados os valores da mé-
dia, desvie padrio e amplitude de variaciio para as de-
terminagfes Hsico-quimicas.

DISCUSSAO B CONCLUSOES

Todos og cafés tiveram os valores de cafeina, ex-
frato aguoso, residuo mineral fixo e resfduo mineral
fixe insolavel em dcido cloridrico a 10% v/v, dentro
dos valores estabelecidos pela legislag@io cm vigor™
que sdc; teores minimos de 0,70% p/p para cafeina
e de 0,20% p/p para extrato aguoso e teores mixi-
mos de 5% pfp para residuo mineral fixo e de 1%
para resfdoo mineral fixo nscldvel em dcido clori-
drico a 10% v/v.

Duas amostras (4%} apresentaram teores de cascas
¢ paus acima de 1%, om desacordo com a legislacio
em vigor? que estabelece limite maximo de 1% para
substéncias estranhas. Essas amostras ndo continham
selo de pureza ABIC. Outras substdncias estranhas nao
foram encontradas.

De acordo com Menezes Jr.¥, o teor de cafelna no
café torrado deve estar na proporedo de 0,70 a
1,50%. pressupondo café esgotado ou coatendo
substincias estranhas nfo cafeinadas, aquele com
valores abaixo de 0,70%. O café ardbico possui teor
de cateina entre 0,90 e 1,20% e o calé robusto en-
tre 1,60 e 2,40%. Os valores encontrados em nos-
sas determinactes estio de acorde com o citado,
tendo amplitude de variagio de 0,94 a 1.91. De
acordo com Alves e coll’, o extrato aquoso deve
estar entre 20,72 ¢ 35,88%. Quando a amostra apre-
senta valores inferiores, pressupde-se estar parci-
almente esgotada ou conter substincias minerais;
e para valores superiores denuncia presenca de
substincias estranhas®. Os valores encontrados pos-
suen: amplitude de variacio de 25,00 a 38,98%, sen-
do que apenas duas amostras possuem valores aci-
ma de 35,88%; uma delas apresentando também
teores de cascas e paus elevados.

E natural esperar uma oscilagiio nos teores de ca-
fefnia e exirato aguoso, uma vez que o produto em pd
oferecido ao consumidor & constituide de misturas de
diferenies variedades ¢ possui diferentes graus de tor-
ragdo, com a preocupagfo comercial de padronizar as
qualidades rdpidas e aromaticas que devem ser per-
inanentes para cada marca comercial.
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TABELA 1
Resultados obtidos nos exames guimico e microscdpico das amostras de café orrado e moido.

N® da Extrate {afeina Residuc R.M.E Exame
Amostra Agnoso {g/100g) Minesal Insclivel Microsco-
{g/180g} Fixo cm HCE pico
{g/100) (g/100g) )

1 31,53 122 4,26 0,08 A
2 31,07 1,19 4,62 0,15 A
3 33,68 1,28 4,64 6,04 A
4 34,56 1.i4 5,00 0,04 A
5 31.80 141 4,71 0,01 A
6 3175 1,29 4,98 0,12 A
7 33,82 1,30 4,58 0,02 A
% 29,98 1,24 4,96 0,03 A
ki 2500 1,13 4,9% 0.01 A
16 31,60 0,95 4,03 0,05 A
il 2650 1,08 3,56 (.06 A
12 32,75 0,94 3,35 0,02 A
13 31,80 0,91 3,97 0,62 A
14 38,98 1,31 4,75 0,05 C
15 31,20 0,94 487 0,03 A
16 31,85 0,98 5,00 0,14 A
17 28,20 17 4,76 0,03 A
18 31,83 1,28 4,83 0,64 A
19 31,86 1,32 4,69 003 A
26 31.33 1,43 4,71 0.06 A
21 3105 1,06 5.00 0,11 A
2 306.80 1,30 4,72 0.61 A
23 31,09 1,13 4,23 0,08 C
24 3424 1,24 4,65 3,08 A
25 2755 1,51 4,63 0,09 A
2 34,48 1,24 4,593 0,09 A
27 33,49 1,27 4,98 0,01 A
28 32,33 135 4,62 (3,02 A
29 31,20 1,22 4,59 6.7 A
360 29,69 1,26 4,59 3,01 A
31 30,24 1,23 4,25 3,00 A
3z 33,43 1,36 4,40 .04 A
33 3043 1,36 4,64 002 A
34 31,50 1,23 4,69 3,01 A
35 31,10 1,27 4,46 012 A
36 32,95 1,24 5,00 0,12 A
37 33,05 1.08 4,77 0,02 A
38 33,358 1.38 4,46 0,15 A
35 31.20 1,91 4,79 6,02 A
40 32,25 1,81 4,98 0,09 A
41 35,60 1,66 4,32 0,04 A
42 36,60 160 4,65 0,16 A
43 28.55 1.02 4,53 0,02 A
44 32.35 1,36 493 0,02 A
45 31,75 1,28 4,55 0,03 A
46 31,63 1,48 4,22 0,01 A
47 32,20 1,48 4.71 0,02 A
48 34,05 1,35 4,67 0,01 A
4G 28,64 0,95 4,758 0,14 A

A = aprovado
C = condenado
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TABELA I
Valores médios, desvio padrde e amplitude de variagio com relacio aos resultados fisico-guimicos

DETERMINACOES MEDIA DESVIOPADRAC AMPLITUDE DEVARIACAD
cafeina

1,27 0,22 0,94 - 1,91
extrato agquoso

31.87 2,30 25,00 - 3898
res. mizn. fixo

4,61 0,34 3,55 - 506
res. min, fixo insol.
em ac. cloridrico 10% 0,08 (3,04 001 - 6,15

De acordo com Menezes Jz.5, o residuo mineral fixo
no café torrado deve variar entre 3,74 ¢ 4,38% ¢ € com-
posto por uma parte soliivel e outra insoliivel em dcido
cloridrico 10% vAv, tendo como valor médio de §,75%
para ¢ insohivel e 3,31% para o soliivel, sendo que valo-
res acima de 1% para a parte insolivel em dcide clorf-
drico a 10% denuncia, principaimente, presenca de areia.
Os valores encontrados foram de 3,55 a 5,00%, com valor
médio de 4,61% para o resfduo mineral fixo e de 0,01 4
(,15%, com valor médio de 0,04% para o residuo fixo
insolivel em dcido cloridrico a 10%.

Podemos concluir que os cafés processados na re-
gifo de Campinas sd3o de boa gualidade, com refacio
aos pardmetros analisados.
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ABSTRACT: Forty-nine samples of roasted and ground coffee, processed in Campinas’s region,
S#o Paulo, Brazil, were analysed to verify the concentration of caffeine, water extract, ash, insofuble-
ash in HCL and sticks and peels. it was conclnded that 100% of the samples agreed with the chemical
patters. From the 49 sampies, 2 {4%} had percentage of sticks and peels higher than that tolerated by

perfinent Brazilian legislation (1%).

DESCRIPTORS: Roasted and ground coffee; chemical examination; microscopical examination;

lfegisiation.
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