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JOSÉ PEDRO DE CARVALHO LIMA

t 26 - outubro - 1973

A 26 de outubro de 1940, ao proferir a oração com que inaugurava o recém-
criado Instituto Aâoljo Lutz, dizia o Professor José Pedra de Carvalho Lima
que então estava realizando o maior sonho de sua vida.

Volvidos trinta e três anos, por amarga coincidência nessa mesma data,
desaparecia aquele que foi incontestavelmente o idealizador dos Laboratórios de
Saúde Pública no Brasil.

Para cumprir este grande ideal profissional, teve de trilhar longa e exaustiva
caminhada em que as alegrias muitas veZl9S se seguiam a grandes decepções.

Principiando sua carreira em 1919 como assistente efetivo do Instituto Bacte-
riológico de São Paulo, já em 1923 era guindado à sua direção e tiesiçnaâo logo
a seguir para empreender uma longa viagem de estudos aos Estados Unidos da
América do Norte e à Europa.

Ironicamente, por ocasião de seu regresso ao Brasil, quando - segundo suas
palavras - já trazia em seu cérebro funcionando "um movimentado laboratório
de Saúde Pública", é obrigado a assistir impotente à extinção da instituição que
dirigia e que precisamente w9veria constituir o embasamento para a construção
do seu ideal criativo.
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Confessa ter sido esse dia o mais amargo de sua vida profissional, que
suplanta com tenaz espírito de luta até 1931, data em que consegue reorganizar
o Instituto Bacteriológico e iniciar a construção do laboratório de seus sonhos,
para isso recolhendo pacientemente todo o aparelhamento que [ora disperso e
chegando até a vasculhar as velhas livrarias de São Paulo para reconstruir o
acervo de uma biblioteca preciosa, iniciada nos fins do século.

Em 1937 novamente se encontra diante de um dilema: forçado pela lei das
acumulações, deve optar entre a cátedra de Microbiologia na Universidade de
São Paulo ou o cargo de Diretor do Instituto Bacteriológico que, graças ao seu
esforço, voltava a produzir frutos. A opção foi a favor deste laboratório, declarando
na ocasião que tinha um dever a cumprir e um programa a realizar, que o guiavam
para o caminho mais espinhoso: o encargo de Diretor do Instituto Bacteriológico.

Certamente nessa ocasião já tinha consigo mestre Carvalho Lima o germe
do futuro Laboratório de Saúde Pública do Estado de São Paulo, esquematizado
nos seus menores detalhes.

Foi nessa ocasião que tivemos a satisfação de conhecê-lo, quando nos convidou
para seu assistente na Faculdade de Odontologia da Universidade' de São Paulo e,
logo a sequir, para assistente do Instituto Bacteriológico. Nas muitas vezes com
que nos honrou em confiar os seus planos quando da criação do Laboratório de
Saúde Pública de São Paulo - o Instituto Adolfo Lutz - proveniente da fusão
do Instituto Bacteriológico e do Laboratório Bromatológico, sempre pudemos
sentir o carinho com que lesse laboratório vinha sendo meditado e estruturado
por seu privilegiado criador.

Já no decreto de criação do Instituto Adolfo Lutz se prevê a necessidade de
uma carreira para os seus técnicos de nitel superior, tendo Carvalho Lima
proposto a carreira de Biologista e de Químico para os portadores de títulos
universitários, e a exigência do curso secundário, para os técnicos de nível médio.

Por sua inspiração, partindo do Laboratório Central da Capital, a célula-mater
começa a expandir-se pelo Interior do Estado com a instalação dos Laboratórios
Regionais, sendo logo postos a funcionar os de Campinas, Ribeirão Preto e Santos,
este em prédio adrede construído.

Instalados e aparelhados os novos laboratórios, não se descuidou Carvalho
Lima de criar para os novos colaboradores que arregimentou um ambiente de
trabalho agradável, onde se sentia sempre presente a sua influência benéfica.
Entrevistava pessoalmente todos os novos auxiliares, âeterminaoa com exatidão
o que de cada um se esperava e incentivava a todos no campo do trabalho que
vinham realizando.

Seu interesse pertinaz nem sempre era bem compreendido e, à primeira vista,
Carvalho Lima granjeava a fama de homem distante e de difícil comunicação.
No entanto, não demorava muito para que todos se dessem conta de que a sua
aparente aspereza escondia uma criatura dotada dos mais nobres sentimentos,
amigo de seus amigos, dos seus auxiliares, e cuja grande meta era defender o
seu Instituto e jazê-lo progredir, o que conseguiu pienarnenie quando se considera
o renome que logo conquistou para a nova instituição e o sem número de tra-
balhos científicos que foram publicados quando era o redator responsável pela
"Revista do Instituto Adolfo Lutz", esta também criada por sua inspiração.
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Estimulando sezzs colaboradores a se dedicarem à pesquisa nos mais variados
campos da Saúde Pública, dava ele próprio o exemplo pois, apesar dos seus
inúmeros encargos, não se descuidava de também pesquisar, como bem o demons-
tra a respeitável bagagem científica que legou e seu importante livro de texto,
o "Tratado de Bacteriologia".

Esse estaianie trabalho não demorou a produzir frutos: em curto período,
foram aperfeiçoados as técnicas e os métodos de exame para diagnóstico das
moléstias transmissíveis, enquanto no campo da Bromatologia principiou-se a
padronizar as técnicas de exame e a promover uma campanha eâucatioa com a
finalidade de facilitar aos produtores de alimentos e medicamentos o controle
õe sua produção com evidentes benefícios para a saúde pública.

Por decreto de 27 de abril de 1948, ainda na plenitude de sua capacidade
física, aposentou-se, a pedido, do alto cargo de Diretor do Instituto Adoljo Lutz
aquele que pela força de sua fé e abnegação à causa pública criou no Brasil
um órgão inédito para nós - o Laboratório de Saúde Pública.

Ao se aposentar pôde o mestre cumprir ainda um segundo ideal, o de retomar
à sua cátedra na Universidade de São Paulo, onde professou ainda por vários
anos e teve a ventura a poucos concedida de ver sua obra ali continuada por
seu filho Lúcio Penna de Carvalho Lima.

Sejam estas palavras nossa homenaçem póstuma ao criador do Instituto
Adolio Luiz e esperemos que o seu exemplo sempre vivo nesta Casa mostre a
todos o que poâe realizar a fé e a tenacidade de um homem de caráter que
luta por uma idéia generosa.

Poruentura melhor que nós, os pósteros reconhecerão quanto todos devemos
a esse homem raro que, ao realizar o seu ideal criativo, contribuiu enormemente
para a saúde e a educação dos brasileiros.

Auçusto de Escragnolle Taunay

CURRICULUMVITAE

Nasceu José Pedro de Carvalho Lima em Mococa, São Paulo, a 14 de
fevereiro de 1894. Era filho de Firmino de Oliveira Lima e de Laudelina de
Carvalho Lima e foi casado com D. Hilda Penna de Carvalho Lima.

Fez os cursos primário e secundário no Colégio Arquidiocesano de São Paulo,
de 1905 a 1911, quando recebeu o diploma de Bacharel em Ciências e Letras.

Ingressou na Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro em 1912, doutoran-
do-se em Medicina a 29 de dezembro de 1917,após ser aprovado com distinção
em defesa da tese: Contribuição ao estudo da Vacinoterapia da Coqueluche.

Durante o curso médico ocupou os seguintes cargos: monitor (auxiliar aca-
dêmico) da cadeira de Microbiologia, sendo catedrático o Professor Bruno Lobo;
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interno da Maternidade do Rio de Janeiro (Laranjeiras), da qual era diretor o
Professor Fernando de Magalhães, e interno da cadeira de Pediatria, da qual era
catedrático o Professor Simões Correia.

Fez vários estágios e cursos de especialização:

Em 1918, estágios de especialização em Bacteriologia nos Institutos: Man-
guinhos, no serviço do Professor Henrique Aragão; Butantan, serviço a cargo
do Dr. João Florêncio Gomes, e Bacteriológico, sob a direção de Theodoro Bayma,
com quem iniciou os primeiros trabalhos, em 1917,para a tese de doutoramento;

De maio a setembro de 1923 (Bolsa de Estudos da Rockefeller Foundation)
fez, em Albany, na "Division of Laboratories and Research" do Departamento de
Saúde do Estado de New York, um curso de especialização em laboratórios de
Saúde Pública;

De setembro de 1923 a janeiro de 1924 (Bolsa Rockefeller) fez, na Harvard
University, em Boston, cursos regulares de Bacteriologia e Anatomia Patológica.
Durante esse período, realizou trabalhos especiais de Bacteriologia com o Pro-
fessor Hanz Zinsser e de Anatomia Patológica com o Professor Burt Wolbach;

Em 1924, fez estágios em várias instituições: Laboratório Higiênico de
Washington, onde estudou o assunto dos Pneumococos e das Brucelas com Alice
Evans; Universidade de Pensilvânia, onde estudou com o Professor Kolmer a
sua técnica da reação de Wassermann; Instituto Pasteur de Paris, estudo, com
o Professor Besredka, das questões da imunidade local e da vacinação com
antivírus, e também da fixação do complemento na tuberculose; no Hôpital
Saint-Louis, de Paris, acompanhou o serviço do Professor Sabouraud, sobre os
cogumelos da tinhas.

Ainda, em junho de 1924, visitou em Hamburgo o Hospital de Moléstias
Tropicais, onde trabalhava o cientista patrício Professor Rocha. Lima; foi a
Berlim, tendo visitado o Professor Wassermann no Instituto que tem o seu
nome, e o Professor Neufeld, no Instituto Roberto Koch, de quem obteve pre-
ciosos ensinamentos.

Fez parte de várias Comissões Examinadoras de Concurso da Universidade
de São Paulo, da Bahia, do Paraná.

Participou de numerosas Comissões, desempenhando funções de destaque:

Presidente da Comissão do Departamento de Saúde, encarregada do estudo
da Febre Ondulante;

Representante do Departamento de Saúde na "Comissão de Investigações da
Poluição das Aguas de São Paulo";

Representante da Faculdade de Farmácia e Odontologia no Congresso In-
ternacional de Microbiologia, realizado no Rio de Janeiro, de 17 a 24 de agosto
de 1950 e do qual foi více-Presídente da 2.a sub-secção, Bacteriologia;

Membro da "Comissão encarregada de proceder à revisão do Regulamento
do Policiamento Sanitário da Alimentação Pública";

Presidente da Comissão encarregada de coordenar os serviços contra eventual
surto epidêmico de gripe no Estado, em 1944;
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Representante do Departamento de Saúde na I Semana de Previdência e
Assistência Social, realizada em São Paulo a 5-11-1944,sob os auspícios do Ins-
tituto de Direito Social;

Chefe da Comissão que representou o Departamento de Saúde no Congresso
Brasileiro dos Problemas Médico-Sociais de Após Guerra, realizado na Cidade
de Salvador, Bahia, em 1945;

Representante do Diretor Geral do Departamento de Saúde, junto à Primeira
Jornada Brasileira de Bromatologia, realizado de 3 a 13 de abril de 1946, em
São Paulo;

Presidente da Comissão do Ministério do Exterior para a fiscalização de
entorpecentes no' Estado, em 1944e 1945;

Secretário da Sociedade de Medicina e Cirurgia de São Paulo (Presidência
de Adolfo Lindemberg e de Pinheiro Cintra) ;

Membro de honra das Jornadas comemorativas do Cinqüentenário da Fun-
dação da "Liga Paulista contra a tuberculose", realizada de 17a 24de julho de 1949;

Membro do Segundo Congresso Médico Paulista, comemorativo do cínqüente-
nário da Sociedade de iMedicina e Cirurgia de São Paulo;

Presidente da Comissão dos Arquivos de Higiene e Saúde Pública, publicação
do Departamento de Saúde, em 1944e 1945;

Primeiro Representante da Faculdade de Farmácia e Odontologia, no Conselho
Universitário, de 1934a 1938 (Diretorias Benedito iMontenegro, Raul Vargas Cava-
lheiro e Linneu Prestes);

Presidente da Comissão encarregada de dar parecer sobre os serviços do
Instituto Pasteur de São Paulo, em São Paulo, em 1954;

Fundador da Revista do Instituto Adolfo Lutz.

Os principais cargos exercidos, ao longo de sua carreira, foram: monitor
(auxiliar acadêmico) da cadeira de Microbiologia da Faculdade de Medicina do
Rio de Janeiro; médico sanitarista (por concurso) do Departamento de Saúde
de São Paulo; médico (por concurso) da Santa Casa de Misericórdia de São
Paulo; assistente do Instituto Bacteriológico do Departamento de Saúde de São
Paulo; diretor do Instituto Bacteriológico do Departamento de Saúde de São Paulo;
"Research fellow", em Bacteriologia, da Harvard University, Boston, E. U.A.; diretor
do Serviço de Laboratórios de Saúde Pública, do Departamento de Saúde de
São Paulo; diretor superintendente do Instituto Butantan, São Paulo; diretor do
Instituto Pasteur de São Paulo; diretor do Instituto Adolfo Lutz, do Departa-
mento de Saúde de São Paulo e professor catedrático de Microbiologia da Fa-
culdade de Farmácia e Bioquímica da Universidade de São Paulo.

Em março de 1968,a Congregação da Faculdade de Farmácia e Bioquímica
da Universidade de São Paulo, considerando os serviços relevantes prestados ao
ensino universitário, concedeu-lhe o título de "Professor Emérito".

Grande parte de sua atividade profissional se desenvolveu dentro dos labo-
ratórios de Saúde Pública do Departamento de Saúde de São Paulo - Instituto
Bacteriológico, Pasteur, Butantan e Adolfo Lutz.

Fruto de sua experiência, publicou, de 1917 a 1956, os seguintes trabalhos:
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Trabalhos publicados

1917

LIMA, J.P.C. - Contribuição ao estudo da vaci-
noterapia da coqueluche. Rio de Janeiro,
1917. [Tese - Fac. Med. Rio de Janeiro] 1

1918

LIMA, J .P .C. et al. Campanha contra
a ancilostomose. São Paulo, Serviço Sani-
tário, 1918. 2

1920

LIMA, J .P .C. Notas sobre a infestação
humana pelos "Hymenolepis" e sua prophy-
laxia. Bolm. Soco Med. Cirurg. (São Paulo),
3: 256-60, 1920. 3

1921

LIMA, J. P. C. - A reação do ouro colloidal.
Bolm. Soco Med. Cirurg. (São Paulo), 4 (9):
236-40, 1921. 4

LIMA, J.P.C. - Tratamento da syphilis pelo
bismuto. Bolm. Soco Med. Cirurg. (São Pau-
10), 4 (9): 240-1, 1921. 5

1924

LIMA, J.P.C. - Dosagem de antitoxina "in
vitro". Anais paul. Med. Cirurg., 12: 25-30,
1924. 6

1925

LIMA, J. P. C. - A vaccina antityphica. Anais
paul. Med. Cirurg., 13: 25-30, 1925. 7

1926

LIMA, J.P .C. - Hemocultura nas endocardites.
Anais paul. Med. Cirurg., 14: 41-5, 1926.

1929

LIMA, J. P .C. - Bacteriologia das endocardites.
Anais paul. Med. Cirurg., 20: 217-222, 1929.

9

1930

LIMA, J. P .C. - Bacillos dysen tericos Shiga e
Schmitz. Differenciação pela rhamnose. Anais
paul. Med. Cirurg., 21: 133-5, 1930. 10

1932

LIMA, J.P.C. - Bacteriologia. Bras. Méd., 46:
643-5, 1932. [Aula inaugural na Escola de
Pharmacia e Odontologia de São Paulo]

6

LIMA, J. P. C. - Diagnóstico e vaccinoterapia da
coqueluche. Anais paul. Meâ, cirurç.. 24:
195-8, 1932. 12

LIMA, J.P.C. Endocardite rheumatica e
Streptococcus cardio-arthritidis. Anais paul.
Med. Cirurg., 24: 15-7, 1932. 13

LIMA, J .P .C. - Espermocul tura. Bras.
46: 500-1, 1932.

Méd.,
14

LIMA, J. P .C. - Meningites bacterianas em São
Paulo. Anais paul. Med. Cirurg., 24: 145-9,
1932. 15

1933

LIMA, J .P. C. - Bacillo Proteus XI e typho
exanthematico de São Paulo. Bras. Méd., 47:
64-6, 1933. 16

LIMA, J.P.C. - Bacteriologia. São Paulo, Im-
pressora paulista, 1933. [2.a ed., 1934; 3.a ed.,
1939; 4." ed., 1945] 17

1934

LIMA, J. P .C. - Laboratório Clínico e Odonto-
logia. Rev. Farm. Odont. (Rio de Janeiro),
1 (1): 35, 1934. 18

LIMA, J. P. C. - Vacinas contra a coqueluche.
Hipocratea, 1 (1): 99, 1934. 19

1936

8
LIMA, J.P.C. - Sôro-diagnostico da febre ty-

phoid. Publções méà., 8 (5): 6-10, 1936.
20

1938

LIMA, J. P. C. - Hemocultura em "liquoid". Bras.
méâ., 52: 1184-6, 1938 21

GOMES, L.S.; BARRETTO NETTO, L.P. &
LIMA, J.P.C. - Sobre dois casos de empye-
ma de origem eberthiana observados em São
Paulo: Bras. méâ.; 52: 203-5, 1938. 22

1939

11

LIMA, J.P.C. & ARANTES, M. - Cultura do
bacilo da Lepra. Rev. bras. Leprol, (São
Paulo), 7: 391-403, 1939. 23
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1940

LIMA, J. P. C. - Adolfo Lutz. Rev. Soe. Med.
Cirurg., 1940, [Necrológio] 24

LIMA, J. P. C. Virus da paralisia infantil.
Pedriatr. prát., 11: 317-28, 1940. [Palestra I

25

LIMA, J.P.C. & ARANTES, M. - Hemocultura
em liquoid, n. Anais paul. Med. cirurç.,
39: 87-92, 1940. 26

LIMA, J.P.C. & TELES, L.Q. - Bacilos disen-
téricos intermediários. Anais paul. Med.
Cirurg., 40: 179-90, 1940. 27

LIMA, J. P. C. & TELES, L.Q. - Produção de
hidrogênio suirurado pela Shigella ambigua
(Andrewes) Weldin. Anais paul. Med. Cirurg.,
39: 9-17, 1940. 28

1941

LIMA, J.P.C. - Instituto Adolfo Lutz. Rev.
Inst. Adoljo Lutz, 1 (1): 5-20, 1941. 29

1942

LIMA, J.P.C. & TELES, L.Q. - Demonstração
de cápsulas bacterianas. Rev. Inst. Adoljo
Lut:z, 2: 191-211, 1942. 30

1943

LIMA, J.P.C. - Artur Neiva. Rev. Inst. Adoljo
Lu.te, 3: 225-31, 1943. [Necrológio] 31

LIMA, J .P. C. & ARANTES, M. - Vacinação
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3: 9-19, 1943. 32
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:SIMA, J.P.C. - Os Laboratórios de Saúde PÚ-
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MALACHOWSKA,M.I. & ROTH, A. - Ação do corante laranja de acri-
dina sobre os vírus herpético e vacínico em culturas celulares. Rev.
Inst. Adolfo Lutz, 34: 9-17, 1974.

RESUMO: Estudou-se a ação inibidora do corante foto-sensibilizan-
te laranja de acridina (LA) sobre os vírus herpético e vacíníco. A ação
conjunta do corante e luz resultou em 100% de inibição do crescimen-
to dos vírus, quando o LA esteve em contacto durante 1 hora com os
vírus. Não se observou qualquer partícula víral nas micrografias ele-
trônicas, enquanto que nas células inoculadas com vírus expostos à
luz, mas sem LA, observaram-se numerosas partículas de vírus. A
microscopia fluorescente demonstrou diminuição de ADN em células
inoculadas com mistura de LA e vírus (VLA) em comparação com os
controles de células normais.

DESCRITORES: laranja de acridina, ação sobre o vírus; vírus, her-
pético e vacínico.

INTRODUÇÃO

Numerosos investigadores descreveram a
ação inibidora dos metais pesadosrv e dos
corantes foto-sensibilizantes sobre o cres-
cimento de alguns vírus, destacando que a
exposição à luz é relevante nestas inibições.
O mecanismo intrínseco da inibição dos
vírus não está bem esclarecido. Uma das
teorias sugere que os corantes fotodinâ-
micos inibem a síntese das proteínas
cítoplasmátícase: outra teoria, mais fre-
qüentemente citada, admite que estes coran-

tes ligam-se aos ácidos nuclêicos virais,
transferindo a eles a energia da luz **" cau-
sando, desta maneira, o rompimento da sua
estrutura 7, 8, 9, 13, ie, 21. Diversos trabalhos
usando métodos bioquímicos sugerem a de-
gradação ou destruição da guanina do ADN
para. explicarem este mecanismo 3,6,12,14, Há
aproximadamente 40 anos vêm se realizando
estudos da ação fotodinâmica dos corantes
procurando, como resultado prático, a ini-
bição de crescimento dos agentes infeccio-
sos que poderia ser utilizada em terapêutica.
Recentemente, apareceram trabalhos onde

* Realizado na Seção de Vírus Produtores de Exantemas do Instituto Adolfo Lutz,
São Paulo, S.P.

* * Do Instituto Adolfo Lutz.
ROTH, A. & MALACHOWSKA,M.I. - Ação dos corantes foto-sensíveis sobre Herpesvírus no-
minis. São Paulo, 1973. [Trabalho não publicado]
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se relatam êxitos clínicos, utilizando o fo-
todinamismo do vermelho neutro e da pro-
flavina em lesões herpéticas de pele 4 e de
queratite herpética 12.

Em vista destes resultados, resolveu-se es-
tudar a ação fotodinâmica do corante la-
ranja de acridina, in vitro, o qual tem sido
utilizado por numerosos autores para o
estudo da inibição do crescimento de agen-
tes, como poliovirus 11, 17, vírus de mosáico
das plantas, herpesvírus e colífago 7. Na
literatura, não foi encontrada qualquer re-
ferência ao efeito da laranja de acrídína "
sobre os vírus herpético e vacínico nos sis-
temas celulares usados neste trabalho.
Ainda, foi escolhido este corante pela sua

notável propriedade de corar diferencial-
mente o ADN do ARN e de poder corar
células vivas. Pelo fato de não encontrar-
mos qualquer citação na literatura referente
às alterações morfológicas dos vírus após
o tratamento com corante e luz, neste tra-
balho procurou-se investigar este assunto
através da microscópia eletrônica.

MATERIAIS E MÉTODOS

Vírus

Foram utilizados:

a) Herpesvírus hominis (HVH) tipo I,
cepa Mc Intire, com passagens em cultu-
ras celulares SIRC e titulado nas mesmas
células. Título do vírus 106 por 0,1 mI.

b) Poxvírus ojiioinal», cepa denominada
Bt pela Seção de Vírus Produtores de Exan-
temas do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo,
S. P. (vírus contido na vacina anti-variólica
produzida pelo Instituto Butantan, São
Paulo, S. P.), cultivado e titulado em células
Vero-Maru; título do vírus 10i; por O,lmI.

Culturas celulares

Foram utilizadas:

a) Células SIRC** - linhagem contínua
de córnea de coelho, com 53 passagens neste
laboratório.

b) Células Vero-Maru=s= -linhagem con-
tínua de rim de macaco, com 50 passagens
neste laboratório.

Meios de cultura

Como meios de manutenção foram usa-
dos: o meio 199 com 1% de soro de vitelo
para células SIRC, e meio de Eagle com
2% de soro de vitelo para as células Vero-
Maru.

Corante jotodinâmico

O corante laranja de acridina (LA) foi
dissolvido a 1% em salina tamponada com
pH ajustado a 7,2 e mantido em geladeira a
4°C em frasco escuro.

Exposição à luz

Os sistemas celulares foram expostos
durante 1 hora à luz da lâmpada de 60 W,
de vidro transparente, a 60 cm de distância
das células. A temperatura externa dos tu-
bos durante a exposição não excedeu
a 22°C.

Inoculações

Inicialmente várias quantidades de LA
com TCD 50% de vírus foram experimenta-
das. Foi escolhida a dose de 4 microgra-
mas que não alterou as células, mas inibiu
a ação do vírus.

As inoculações foram feitas de três
modos:

a) mistura de 0,1 ml de vírus (contendo
100 TCD 50%) com 4 microgramas de LA
(VLA) no volume de 0,1 mI. Destas mistu-
ras foram inoculados 0,2 ml por tubo;

b) inoculações de 4 microgramas de LA
e em seguida o vírus na mesma quantidade
e volume como no ítem a;

c) inoculações de LA e, 24 horas depois,
o vírus nas mesmas quantidades e volumes
citados.

Merck.
• * Recebidas do Dr. Yorgen Leerhoy de Statens Seruminstitut, oopennagen, Dinamarca.

Recebidas da American Type Culture Collection.
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As inoculações foram executadas em
duas séries: a [a exposta uma hora à luz
e a 2." feita em câmara escura com lâmpa-
da vermelha de tipo usado em fotografia.
Nesta série, os tubos foram protegidos com
papel de alumínio. Para cada alternativa,
usaram-se 4-6 tubos de células. Os sistemas
foram observados ao microscópio diaria-
mente e a leitura final foi feita no 7.° dia
após a inoculação.

Teste de vírus com LA

Células inoculadas com VLA e que não
mostraram efeito citopático eram congela-
das e descongeladas três vezes, centrífuga-
das, e o sobrenadante era inoculado em
novas células.

Microscópia fluorescente

Para observação direta em microscopia
fluorescente, foram preparadas lâminas
com células normais, células inoculadas ape-
nas com vírus e células inoculadas com
VLA. Todas as amostras desta experiência
foram expostas à ação da luz. Foram ex-
perimentadas três variações de prepara-
ções destas lâminas:

1. Fixação com acetona, tratamento com
tampão fosfato pH 6,4, coloração com LA
a 0,01% e montagem em tampão fosfato
pH 6,4.

2 Fixação com acetona, tratamento
com tampão Mc Ilvain pH 4,0; coloração
com LA a 0,01% e montagem em tampão
Mc Ilvain pH 4,0.

3. Fixação com acetona, tratamento com
tampão fosfato pH 8,0; coloração com LA
a 0,01% e montagem em glicerinal, pH 9,0.

Microscopia eletrônica

As células inoculadas com vírus e as
inoculadas com VLA foram observadas ao
microscópio eletrônico. Estas amostras fo-
ram coradas pelo acetato de uranila a 2%,
embebidas em resina Polylite T-208e corta-
das no ultramicrótomo Porter-Blum. As se-
ções coradas pelo método de Reynolds fo-
ram examinadas ao microscópio eletrônico
Philips EM-200 operando a 60 KV.

RESULTADOS

Nas experiências constantes da figura 1,
verificou-se que, quando os vírus foram
inoculados isoladamente (controle dos ví-
rus), na presença ou na ausência de luz,
houve crescimento representado por 100%
de efeito citopático (letra A da figura 1).

Quando a mistura vírus e corante (VLA)
foi exposta à luz por 1 hora e inoculada no
sistema celular, verificou-se após 7 dias de
observação, que houve inibição do cresci-
mento do vírus, fato demonstrado por pas-
sagens posteriores. Por outro lado, houve
crescimento do vírus representado por 100%
de efeito cítopátíco quando as inoculações
foram feitas na ausência da luz (letra B da
figura 1).

Quando o corante LA foi adicionado 24
horas antes do vírus, verificou-se que nos
tubos expostos à ação da luz houve discreto
crescimento do vírus representado por apro-
ximadamente 20-30% de efeito citopático.
Nos tubos não expostos à ação da luz houve
crescimento do vírus igual aos dos contro-
les, isto é, 100% de efeito citopático (letra
C da figura 1).

Quando a adição do corante LA foi feita
imediatamente após a inoculação do vírus,
verificou-se que, nos tubos expostos ou não
à ação da luz, houve crescimento igual ao
dos controles dos vírus (letra D da figura 1).

Dois experimentos visaram verificar, nas
culturas celulares inoculadas com VLA e
nas quais não houve efeito citopático, se os
vírus ainda estavam presentes, mas inativa-
dos, ou se estavam presentes em forma in-
completa. Destes experimentos resultou o
seguinte:

a) células inoculadas com o resultante
da inoculação anterior de VLA expostas à
luz foram observadas durante 7 dias, sem
apresentarem indício de efeito citopático,
permanecendo com a morfologia usual.

b) micrografias eletrônicas demons-
traram numerosas partículas virais nas
amostras inoculadas somente com vírus,
enquanto que em vários cortes de células
inoculadas com VLA não se observou ne-
nhuma partícula viral (fig. 2 a e b).
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Fig. 1 - Resultados das inoculações com os vírus e corante em
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Fig. 2 a) Mícrografia eletrônica da célula inoculada somente com
vírus, onde se observam várias partículas virais .

Fig. 2b) Micrografia eletrônica da célula inoculada com vírus e
corante, onde não se observa nenhuma partícula viral.
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Para o exame pela microscopia fluores-
cente, foram preparadas lâminas das células
normais e das células submetidas ao trata-
mento com vírus e corante LA.

Ao exame, as células normais não apre-
sentavam alterações visíveis e os núcleos
demonstravam cor amarelo-esverdeada com
pontos avermelhados correspondendo aos
nucléolos, e o citoplasma detinha cor ver-
melha intensa (fig. 3a).

Nas lâminas com células inoculadas so-
mente com vírus observaram-se alterações
morfológicas das células caracterizadas por
aumento e granulação do núcleo que se
corava de amarelo-esverdeado intenso cor-
respondendo ao ADN, e pouco restava do
citoplasma corado em vermelho, correspon-
dendo ao ARN (fig. 3bL

As lâminas com as células inoculadas
com VLAexpostas à luz mostraram, na sua
grande maioria, células coradas em seu ci-
toplasma de cor vermelha intensa (ARN) e
discreta diminuição de cor amarela corres-
pondente ao ADN no núcleo. Em geral
estas células são comparáveis às células-
controle normais (fig. 3c).

DISCUSSÃOE CONCLUSÃO

Constatou-se que a ação conjunta de
laranja de acridina e da luz inibe o cresci-
mento dos vírus herpético e vacínico nas
culturas celulares usadas. Estes vírus, iso-
ladamente, expostos à luz sem a presença
do corante, não demonstraram qualquer
sensibilidade à luz. A ação do corante LA
sobre os vírus não foi instantânea. Com
efeito, quando o LA foi adicionado às célu-
las simultaneamente com os vírus não hou-
ve inibição do crescimento dos vírus, isto
é, houve crescimento evidenciado por efeito
citopático em todas as células. A inibição
do crescimento dos vírus foi obtida quando
o sistema VLA foi exposto por 1 hora à luz.
O mesmo fenômeno foi observado por
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BOOTH 2, com o vírus da rubéola tratado
com proflavina, e por WALLIS 19, que tra-
tou o poliovírus com vários corantes como
o vermelho neutro, azul de to1uidina ou
proflavina.

Como o vírus inoculado após 24 horas
da adição do corante foi parcialmente ini-
bido, supõe-se que restos do corante foram
suficientes, quando expostos à luz, para ini-
bir, em parte, o crescimento do vírus.

Nas experiências com culturas celulares
cultivadas conjuntamente com o corante e
posteriormente inoculadas com vírus her-
pético ou vacínico na ausência e presença da
luz não se obteve inibição do vírus. Entre-
tanto, WILSON 22, constatou inibição do
políovírus, realizando este tipo de experi-
mentos com o corante vermelho neutro. No
presente estudo, jamais se observou qual-
quer inibição do crescimento dos vírus na
ausência de luz. A única menção de inibição
de crescimento na ausência de luz encon-
trada na literatura foi no trabalho de WAL-
LIS 20, que inativou adenovírus com azul
de toluidina.

A teoria sobre as alterações causadas
no DNA viral pela transferência da energia
da luz pelos corantes foto-sensibilizantes pa-
rece concordar com os achados na micros-
copia eletrônica que revelaram nas células
com VLA ausência completa dos vírus. Isto
sugere que a luz e o corante destroem não
somente os ácidos nuclêicos, mas também,
as proteínas cítoplasmátícas, em outras pa-
lavras, o vírus completo.
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Fig. 3 a) Células SIRC normais.

b) Células SIRC inoculadas
com vírus

c) Células SIRC inoculadas
com vírus e com corante.
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RIAL-A/393

MALACHOWSKA,M. I. & ROTH, A. - Effect of the acridine orange
dye on herpetic and vaccinic virus in cell cultures. Rev. Inst. Adol-
10 Lutz, 34: 9-17, 1974.

SUMMARY: The inhibiting actíon of the photosensitizing acridine
orange dye (AO) on herpetic and vaccíníc víruses was studied.

The combined effect of both the dye and the light on these viruses
caused a 100% inhibition of growth after an one hour period of
contact with the dye; no virus partícle could be observed on the elec-
tron micrographs of these cells, In those cells whích were inocu-
lated wíth the virus under ligth but without having been put in contact
with AO, several vírus particles were observed. Fluorescent microscopy
evidenced a decrease of DNA in those cells inoculated with AO and vi-
rus, as compared with the amount of DNA in normal cells.

DESCRlPTORS: acridine orange, effect on the virus; vírus, herpetic
and vaccinic.
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MÉTODO PARA A IDENTIFICAÇÃO DOS ELEMENTOS HISTOLÓGICOS
E PESQUISA DE FUNGOS EM SUCOS E NÉCTARES DE FRUTAS

Maria Virgínia DECÂNIO ;,;,

RIAL-A/394

DECÃNIO, M.V. - Método para a identificação dos elementos histoló-
gicos e pesquisa de fungos em sucos e néctares de frutas. Reo. Inst.
Adolto Lutz, 34: 18-22, 1974.

RESUMO: O' método foi introduzido visando a retenção total e
identificação dos elementos histológicos constituintes dos sucos e nécta-
res de frutas, pois muitos destes elementos se perdem durante a ope-
ração de decantação do líquido sobrenadante, nos métodos usuais de
sedimentação e centrifugação.

Foram examinadas 162 amostras, apresentando os seguintes resul-
tados: 146 amostras (97%) continham os elementos histológicos carac-
terísticos da polpa da fruta declarada pelo fabricante; destas últimas,
9,9% foram condenadas pela presença de fungos e 90,1% foram apro-
vadas, demonstrando a boa qualidade dos produtos nacionais.

DESCRITORES: sucos e néctares de fruta, características histo-
lógicas e identificação microscópica.

------- - ----

INTRODUÇÃO

Os métodos usuais de exame micros-
cópico para sucos e néctares de frutas são
os de sedimentação em copo côníco e os de
centrifugação 1, 2. Verificamos que, em
ambos, determinadas células da polpa dos
frutos, que são muito leves e têm a mem-
brana celular delgada, não sedimentam, fi-
cando em suspensão e se perdendo durante
a operação de decantação do líquido sobre-
nadante. O método que descrevemos a se-
guir é simples e permite a retenção total

dos elementos histológicos constituintes dos
sucos e néctares de frutas e dos fungos con-
tamínantss.

MATERIAL E MÉTODOS

Material e reaçentes

Copo de 1.000 ml
Vareta de vidro de 30 em de comprimento
Vidro de relógio de 8 em de diâmetro
Papel-filtro Whatman n.? 42 (8-12,5 em de
diâmetro)

Realizado na Seção de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P.

Do Instituto Adolfo Lutz.
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Funil de Büchner (8-12em de diâmetro)
Placas de Petri
Espátulas
Lâminas
Lamínulas
Microscópio estereoscópico
Microscópio
Glicerina a 10%

Solução de cloral hidratado

Cloral hidratado
Água destilada
Glicerina

Dissolva e filtre.

20 g

15 ml
5 mI

Solução de iôdo (lugol)

Iôdo cristal
Iodeto de potássio
Água destilada

Dissolva e filtre.

0,1 g

0,4 g
30 ml

Método

Homogeneize a amostra no próprio re-
cipiente de origem e transfira 200 ml para
um copo de 1.000mI.

Adicione 300 ml de glicerina a 10% e
agite com o auxílio de uma vareta de vidro.

Adicione 20 gotas da solução de cloral
hidratado, agite e deixe em repouso por
uma hora.

Filtre através de papel-filtro Whatman
n:O42, em funil de Büchner e utilize o vácuo
com a sucção muito lenta. Procure orientar
a filtração no centro do papel-filtro e lave
com 100ml de glicerina a 10%. Retire cui-
dadosamente o papel-filtro do funil e trans-
fira-o para uma placaa de Petri contendo
uma camada delgada de glicerina a 10%.

Com o auxílio de uma espátula, retire
todo o sedimento do papel-filtro e transfi-
ra-o para um vidro de relógio. Adicione
uma gota de glicerina a 10% e homogeneize

bem. Transfira este material para uma lâ-
mina de vidro e adicione uma gota de glíce-
rina a 10%. Cubra com uma lamínula e
examine ao microscópio.

Identifique os elementos característicos
da espécie (baseando-se nas figuras da pá-
gina seguinte).

Pesquise os elementos estranhos e os
fungos contaminantes, adicionando uma
gota de lugol à preparação e examinando
novamente ao microscópio (As células ami-
líferas coram em azul, as de tanino, em
amarelo ouro, os fungos, em amarelo escuro
e as células do arilo, em amarelo).

RESULTADOSE CONCLUSõES

Empregando-se o método descrito, exa-
minamos 162 amostras de sucos e néctares
de frutas (entre os que entraram para aná-
lise de rotina no Instituto Adolfo Lutz, du-
rante o período de janeiro de 1967a dezem-
bro de 1971,e os que foram adquiridos no
comércio). Estas amostras eram constituí-
das por sucos e néctares de laranja, mara-
cujá, uva, limão,
marmelo, damasco,
jabuticaba, tangerina,

caju, abacaxi, maçã,
pêssego, grape-jruit,
banana, pera, Iram-

boesa e manga.

Em 5 amostras (3%), não encontramos
elementos histológicos característicos das
espécies vegetais que deram origem aos
produtos, pois estes estavam ausentes em
conseqüência da filtração durante o proces-
so da fabricação.

Foram condenadas 16 amostras (9,9%)
por conterem fungos e esporos em grande
quantidade e foram aprovadas 146amostras
(90,1%), pois continham realmente os sucos
ou néctares de frutas declarados nos ró-
tulos.

Estes resultados permitem concluir que
a produção de sucos e néctares nacionais
já atingiu um razoável grau de qualidade em
relação à higiene e constituição.
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Características microscópicas dos sucos e néctares de frutas

1 - Anacardium occidentale (caju) - células amilíferas da polpa (am).

2 - Ananas sativus (abacaxi) - células da polpa, contendo ráfides de oxalato
de cálcio.

3 - Ciirus sp . (laranja, limão) - células das vesículas: epiderme (e) e sube-
piderme (s) , células da polpa (r).

4 - Mangifera indica (manga) - células da polpa contendo cromatóforos e
amido (p), fibras (f).

5 - Musa sp. (banana) - células amilíferas da polpa (am), células de tanino
(t), vasos (v).

6 - Myrcia jaboticaba (jabuticaba) - células da polpa (p).

7 - Passiilorá sp. (maracujá) - células do arilo (ar), células amilíferas (am) ,
vasos espiralados (v).

8 - Prunus armeniaca (damasco) - tricomas do epicarpo (t), células da pol-
pa (p) ,

9 - Prunus persica (pêssego) - trícomas do epicarpo (t), células da polpa (p).

10 - Pyrus communis (pera) - células amilíferas (arn), blocos de células pé-
treas (pr) .

11 - pyrus cydonia (marmelo) - tricomas do endocarpo (t), células amilíferas
(am), blocos de células pétreas (pr) .

12 - pyrus malus (maçã) - células amilíferas da polpa (am) .

13 - Rubus idaeus (framboesa) - tricomas da epídermejttj .célutas da polpa (p).

14 - Vitis sp , (uva) - células da polpa contendo cristais (p).

15 - Fungos e esporos.
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RIAL-Aj394

DECÂNIO, M.V. - Method for microscopic identification of the hís-
tological componentes and search for fungi in fruit juices. Rev. Inst.
Aâolio Lutz, 34: 18-22,1974.

SUMMARY: The method is intended to provide for total retention
and identification of the histological components or fruit [uíces and
nectars, since in regular centrifugation and sedimentation methods,
many of these elements are lost during the decantation of the aflot li-
quid. 162 samples were examined wíth the íollowing results: 157 of 97%
of the samples presented the histological elements whích are characte-
ristics of the fruit pulp, as declared by the product manufacturer. Out
of these 157 samples, 15 or 9.9% were disapproved due to the presence
of fungí and the remaining 142 or 90.1% were approved, thus demons-
trating the high quality of brazilian products.

DESCRIPTORS: fruit juices, histological characteristics and mi-
croscopical identification.

REFER:ê:NCIAS BIBLIOGRli:FICAS 2. ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA
SALUD - Normas sanitárias de alimen-
tos. Panamá, O.P.S., 1965.1. ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTU-

RAL CHEMISTS - Official methods oj
analysis o] the Association ot O fficial
Agricultural Chemists. 10th ed. Washing-
ton, A.O.A.C., 1965. p. 707.

3. Winton, A.L. & Winton, K.B. - The struc-
ture and composition ot [oods, New
York, John Wiley, 1935.

Recebido para publicação em 24 de abril de 1974.
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"ASPIRINA SOLÚVEL EM USINA":
ESTUDO ESPECTROFOTOMÉTRICO'~

Mário Franklin SCARPELLI H

Maria Auxiliadora CRAVES ,;"

RIAL-Aj395

SCARPELLI, M.F. & CHAVES, M.A. - "Aspirina solúvel em lísína":
estudo espectrofotométrico. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 34: 23-27,1974.

RESUMO: Com a finalidade de verificar a estabilidade do ácido
acetil-salicílico em meio aquoso, os autores fizeram um estudo compa-
rativo entre os espectros de absorção do ácido acetil-salicílico, do ácido
salicílico e de um produto farmacêutico apresentado como solução de
ácido acetíl-salícflíco em solução de L-lisina base, a 50% (Folha méd., 66
(4): 27-33, 1973) e concluiram que o medicamento acima citado prati-
camente não contém "aspirina solúvel em lisina", mas sim uma mistura
de salicilato de lisina e acetato de lisina, resultante da decomposição
do ácido acetil-salicílico e posterior combinação com a lisina.

DESCRITORES: ácido acetil-salícílíco em solução de L-lisina base;
espectrofotometria, estabilidade do ácido acetil-salicílico.

INTRODUÇÃO

11: fato conhecido que o ácido acetil-sali-
cílico é muito instável em presença de umi-
dade, decompondo-se em ácido salicílico e
ácido acético. As farmacopéias que o ins-
crevem admitem uma tolerância de 0,15%
de ácido salicílico livre para a substância
pura e 7,5% para o acetil-salicilato de
alumínio 1.

Por esta razão, causou-nos estranheza a
existência de um medicamento apresentado
como solução do ácido acetil-salicilíco em

solução de L-lisina base (adiante referido
simplesmente como "ácido acetíl-salícílico
solúvel em lisina", objeto de quatro traba-
lhos publicados 2, 3, 4, 5, quanto à avaliação
antitérmica, tolerância digestiva e salicile-
mia). Dado o interesse despertado como
novidade em farmacotécníca, passamos ao
estudo de estabilidade do [ácido acetil-sali-
cílico na referida formulação.

O método que empregamos foi o espec-
trofotométrico, que permite com facilidade
identificar o ácido salicílico e o ácido acetil-
salicílico.

• * Do Instituto Adolfo Lutz.

• Realizado no Serviço de Medicamentos do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
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MATERIALE MÉTODO 1,0

Material

Espectrofotômetro Beckman, Modelo DB
com refrigerador

Etanol neutro e isento de aldeído
Éter etílico
Ácido acetil-salicílico
Ácido salicílico
L-lisina.

Espectro jotometria

Foram empregados:

1. Ácido acetil-salicílico em etanol, 100
Itg Iml, cujo espectro de absorção se lê na
figo1:
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Fig. 1 - Ácido acetil-salicílico em etanol;
absorbância máxima 278 nm.

2. Ácido salicílico em etanol, 30 !lgIml,
conforme figo2:

3. Diluição direta do produto "ácido
acetil-salicílico solúvel em lisina" na propor-
ção de 1:5.000 em etanol com o teor de

24
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Fig. 2 - Ácido salicílico em etanol; absor-
bância máxima 303-305 nm.

lJ30 J.lg/mlde ácido salicílico correspondente
a 40 !lg/ml de ácido acetil-salicílico indicado
no produto. (Fig. 3):
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Fig. 3 - Diluição direta do produto "ácido
acetil-salicílico solúvel em lisina"; absor-

bância máxima 295nm.

4. Diluição preparada com 1 ml do
produto "ácido acetil-salicílico solúvel em li-
sina", extração em meio ácido com éter, eva-
porado o extrato etéreo a resíduo seco em
banho-maria e diluído para 5.000 ml em
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etanol, para se obter a concentração de
30 j.tg/ml de ácido salicílico corresponden-
te a 40 J.1g/ml de ácido acetil-salicílico
(fig. 4):
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Fig. 4 - Diluição preparada com 1 ml do
produto "ácido acetil-salicílico solúvel em
lisina"; absorbância máxima 303-305 nm.

5. Ácido salicílico em presença de L-li-
sina - solução alcoólica de ácido salicílico
à qual se adicionou L-lisina na proporção
indicada no produto "ácido acetil-salicílico
solúvel em lisina" (fig. 5):
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Fig. 5 - Ácido salicílico em presença de
L-lisina, em solução alcoólica; absorbância

máxima 295 nm.

6. Ácido acetil-salicílico em presença de
L-lisina - solução alcoólica de ácido acetil-
salicílico à qual se adicionou L-lisina na
proporção indicada no produto "ácido ace-
til-salicílico solúvel em lisina" (fig. 6 a e b):
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Fig. 6a - Ácido acetil-salicílico em presença
de L-lisina, em solução alcoólica, recém-
preparada; absorbância máxima atípica.
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Fig. 6b - A mesma solução, após 10 mi-
nutos de aquecimento em banho-marta:

absorbância máxima em 295 nm.
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CONCLUSÕES

1. Feita a comparação da absorbância má-
xima do ácido acetil-salicílico (278 nm)
e do ácido salicílico (303-305 nm) com
a absorbância máxima de:

a) diluição direta do produto ácido
acetil-salicílico solúvel em L-lisina
base a 50% (295 nm):

b) solução em álcool após extração
com éter em meio ácido do produto
"ácido acetil-salicílico solúvel em
L-lisina base a 50% (303-305)nm);

c) solução de ácido salicílico que se
adicionou à L-lisina (295 nm) ;

d) solução do ácido acetil-salicílico
que se adicionou à L-lisina (295 nm) ,

verificamos que nenhuma solução apre-
senta absorbância máxima em 278 nm cor-

respondente ao ácido acetil-salicílico e que
as absorbâncias máximas do ácido salicílico
com L-lisina (295 nm) e a do ácido acetil-
salicílico com L-lisina (295 nm) são iguais,
indicando a ausência do ácido acetil-sali-
cílico.

2. Para esclarecer o desvio de 303-305 nm
para 295nm das absorbãncias máximas,
efetuamos as curvas do ácido salicílico
dissolvido em L-lisina e de ácido acetil-
salicílico dissolvido também em L-lisina
e verificamos que a L-lisina é a respon-
sável por este desvio, embora ela iso-
lada não apresente curva no espectro-
fotômetro.

3. Como conclusão final, verificamos que
o artifício químico empregado para se
obter ácido acetil-salicílico solúvel na
preparação do produto ora em estudo
não alcançou a meta desejada porque,
na realidade, o que se obteve foi salici-
lato de L-lisina e acetato de L-lisina.
Considerando que a Farmacopéia Brasi-
leira, a Francesa, a Americana e a Bri-
tânica, que inscrevem a citada droga,
não permitem a presença do ácido sali-
cílico, livre como impureza decorren-
te de hidrólise, além de um certo limi-
te, e que o National Formulary, da
American Pharmaceutical Assocíatíon,
que inscreve o acetil-salicilato de alu-
mínio, permite a presença de apenas
7,5% de salicilato de alumínio, concluí-
mos que o produto "ácido acetil-salicíli-
co solúvel em lisina", apresentando
100% de hidrólise, está absolutamente
fora de qualquer tolerância permitida.

RIAL-A/395

SCARPELLl, M.F. & CHAVES, M. A. - Spectrophotometric study on
"Aspirin soluble in lysine". Rev. Inst. Adolfo Lutz, 34: 23-27, 1974.

SUMMARY: In order to determine the stability of the acetylsa-
licylic acid in aqueous medium a comparative study of the absorption
spectra of the acetylsalicylic acid, salicylic acid and those of a phar-
maceutical product presented as a solution of acetylsalicylic acid in
a 50% L-lisine solution (Folha méd., 66 (4): 27-33, 1973) was made.

The study showed out that the mentioned product practically does
not contam "aspirin soluble in lysine" rather than a mixture of lysine
salicylate and lysine acetate resulting from the decomposition of the
acetylsaIicylic acid with further conbination with the lysine.

DESCRIPTORS: acetylsalicylic acid in L-Iysíne base solution; spectro-
photometry, stability of acetylsalicylic acid, in L-lysine base solution.
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DETERMINAÇÃO DO SEDIMENTO, CASCAS E PAUS NO
CAFÉ TORRADO E MOlDO 1,

Fernando Cervifio LOPEZ **

RIAL-A/396

LOPEZ, F. C. - Determinação do sedimento, cascas e paus no café tor-
rado e moido. Reo. Inst. Aâotto Lutz, 34: 29-34,1974.

RESUMO: Neste trabalho foi descrito método para determinação
do sedimento e cascas no café de consumo, torrado e moído. Consiste
no desengorduramento parcial do material com solvente orgânico para
separar o sedimento e deixar o pó solto, peneiração para livrar a amos-
tra do pó (que não é de interesse na observação à lupa), separação
das impurezas e pesagem. No cálculo final, usou-se o fator de conversão
para reverter o peso encontrado em peso de impurezas no café verde.

DESCRITORES: café (torrado e moído), determinação do sedi-
mento e cascas.

I N T R O D U ç Ã O

O método que ora apresentamos tem
por finalidade a determinação das impure-
zas provenientes do beneficiamento imper-
feito do café que deu origem ao produto
- café torrado e moído - assim como a
determinação destas mesmas impurezas e
de substâncias estranhas que são adiciona-
das ao produto, com o propósito de frau-
dá-lo. O objetivo na elaboração do método
não foi somente a pura e simples separação
e pesagem das impurezas, mas sim, na ava-
liação das mesmas, reproduzir com fideli-
dade as diversas operações pelas quais o
produto passa na indústria.

As impurezas mais comuns no café
torrado e moído são as oriundas do trata-
mento do fruto do cafeeiro, para livrar a
semente de seus envoltórios.

No Brasil, as fraudes mais freqüente-
mente cometidas no café torrado e moído
são: presença de cascas do café, paus, milho
torrado, açúcar, cacau torrado, terra, areia,
café esgotado etc.

A determinação de impurezas contidas
em amostras de café torrado e moído é
baseada em método microscópico, no qual
a amostra é previamente tratada por sol-
vente orgânico e as impurezas são separa-
das e pesadas. O peso obtido na determi-
nação das cascas é multiplicado por um
fator para restabelecer o peso original das
mesmas, antes de torradas e moídas.

Das cascas são computados o epicarpo-
mesocarpo e o endocarpo. O espermoder-
ma, ou película do café, é considerado ele-
mento natural do café torrado e moído e
só é tido como fraude quando presente em
quantidade excessiva.

* Realizado na Seção do Café do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P.
ea Do Instituto Adolfo Lutz.
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Nessa determinação, preliminarmente, o
analista deve levar em conta os caracteres
organolépticos da amostra pois, conforme o
caso, poderão servir de orientação. O as-
pecto e o aroma, por exemplo, ficam sensi-
velmente alterados quando a quantidade de
impurezas é grande, ou quando está presen-
te grande quantidade de café esgotado.

A homogeneização perfeita das amos-
tras de café torrado e moído, que contém
cascas, é difícil devido ao formato das par-
tículas de cascas (chatas) e ao das par-
tículas de café (arredondadas)). Portanto,
nas porcentagens baixas, onde é exigido
maior rigor, quanto maior a tomada de
amostra tanto mais representativa ela será.

O tratamento por solvente orgânico
(clorofórmio, tricloroetileno etc.) , a frio,
tem por finalidade: a) retirar parcialmente
o óleo e, assim, desprender o pó fino que
cobre as partículas tanto do café como das
impurezas; b) aumentar o contraste entre
as partículas e as impurezas; as cascas do
café não contêm óleo mas, como no Brasil
se torra excessivamente o café (torração
apertada), este chega a exsudar o óleo que,
por contacto, passa para as cascas, deixan-
do-as com a mesma cor do café; c) separar
o sedimento; o solvente deve ser de densi-
dade alta para permitir a perfeita separa-
ção do sedimento.

Conforme o grau de torração e a gra-
duação do moinho, o café e as cascas tor-
radas oferecem maior ou menor resistência
à trituração, mas sempre dão formação de
partículas mais ou menos grosseiras, e de
pó fino. No exame à lupa, chamamos de
pó fino ao pó no qual é impossível, devido
ao tamanho, separar as partículas de café
das de cascas; estão, neste caso, as partí-
culas que passam em tamis n.v 80 USBS.
Portanto, a finalidade de passar a amostra
em tamis n.O80 é separar o pó fino, a fim
de facilitar a catação das impurezas e evi-
denciar as fraudes, quando presentes.

A resolução n.O465 do Instituto Brasi-
leiro do Café, que rege o assunto, trata
apenas da quantidade de impurezas no café
cru, cujo limite máximo permitido é de 1%
(um por cento). Para a determinação de
cascas no café torrado e moído impõe-se,
portanto, um fator de conversão que re-
verta os pesos do café torrado e das cascas
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torradas em pesos de café cru e de cascas
cruas.

As estruturas dos componentes das cas-
cas - epicarpo-mesocarpo e o endocarpo
- são muito diferentes, assim como o com-
portamento dos mesmos quanto a torração
e moagem. Para se obter um fator de
conversão, no caso do café, não se pode
usar qualquer amontoado de cascas, pois
seria impossível conseguir resultados con-
cordantes. Na elaboração do método, foi
usada, em cada determinação, a mesma pro-
porção em que os componentes das cascas
são encontrados no café em coco.

Os paus (pedúnculos das cerejas ou
fragmentos do cafeeiro), embora sejam
computados, não foram estudados, quanto
ao comportamento na torração e moagem,
por representarem, em milhares de amos-
tras analisadas, menos de 10% do peso das
cascas.

No café em coco, as cascas estão na
seguinte proporção: 65% de epícarpo-meso-
carpo e 35% de endocarpo (base seca); o
epícarpo-mesocarpo tem, em média, 17% de
umidade e o endocarpo, 13%. Pela torra-
ção, após retirar a umidade, o epícarpo-me-
socarpo perde 28% e o endocarpo, 11%, em
peso (dados obtidos torrando-se as cascas
juntamente com o café).

Após a moagem, os cafés oferecidos ao
consumo apresentam uma variação de 30 a
70% de pó fino (tamís n,? 80) e, nesses
limites, as cascas dão a seguinte proporção
de pó fino (dados obtidos moendo, em moí-
nho industrial, as cascas juntamente com
o café):

Café Epicarpo-mesocarpo Endocarpo

30%
70%

34%
39%

8%
10%

Pelos dados acima verificamos que a
variação das cascas não é tão grande como
a do café e podemos dar, como médios, os
seguintes resultados: epícarpo-mesocarpo
37%, endocarpo 9%.

Somando-se todas essas perdas, conclue-
se que o peso de cascas obtido na análise
representa a metade do peso original (cas-
cas cruas), daí a razão da multiplicação por
2. Da mesma forma, é necessario restabe-
lecer também o peso da amostra. O café



LOPEZ, F. C. - Determinação do sedimento, cascas e paus no café torrado e moído. Rev. Inst. Aâolfo
Lu.te, 34: 29-34, 1974.

cru, ao ser torrado, perde 20% de seu peso
e o café torrado e moído perde 10%, no
tratamento com clorofórmio. Portanto, o
fator será 1,38. Simplificando os 2 termos
(2 -7 1,38), teremos o fator final 1,45.

No caso de altas porcentagens de cas-
cas, o fator deverá ser recalculado basean-
do-se nas perdas das diversas operações.

No cálculo do fator para o sedimento
0,25), leva-se em consideração apenas a per-
da do café na torração.

MATERIAL E MÉTODO

o material de exame é constituído por
amostras de café torrado e moído, colhidas
pelo Serviço de Fiscalização do Instituto
Brasileiro do Café e pela Divisão de Ali-
mentação Pública da Secretaria de Estado
da Saúde - São Paulo, Brasil, para aná-
lise fiscal, e por amostras enviadas por par-
ticulares, para análises de orientação.

Preparo da amostra

Espalhe a amostra em cartolina e mis-
ture bem, com movimentos da periferia
para o centro, com o auxílio de uma espá-
tula. Divida em 4 partes, fazendo 2 cortes
perpendiculares, e misture 2 a 2 os qua-
drantes diametralmente opostos. Junte as
2 metades e misture novamente, Observe
os caracteres organolépticos, pois poderão
servir de orientação para a análise.

Tratamento com clorofórmio

Material

Espátula de aço inoxidável
Lâmina de 12 x 2 em
Colher de osso, com capacidade de 2 g
aproximadamente

Cálice cônico de 75 ml
Cilindro graduado de 100ml
Placa de Petri de 10 x 2 em
Funil de 7 em
Pincel de pelo de marta
Papel-filtro qualitativo
Tubo de ensaio de 24 x 2 em
Estufa a 50°C

Reagente

Clorofórmio

Procedimento

Retire a amostra por intermédio de uma
colher de osso e passe a espátula nos bor-
dos para nivelar a superfície (peso aproxi-
mado da amostra: 2 g). Em capela, trans-
fira a amostra da colher para um cálice
cônico contendo 60 ml de clorofórmio. Com
a extremidade de um bastão de vidro, re-
volva, vagarosamente, a camada formada
pelo pó de café, observando se há precipi-
tação de sedimento (areia, torrões, pedras,
terra, cristais de açúcar etc.). Em seguida,
agite, com o bastão de vidro, todo o conteú-
do do cálice, deixando a mistura de pó de
café e clorofórmio em contacto, durante 20
minutos. Transfira a mistura para um fu-
nil com papel-filtro. O café aderente às
paredes do cálice, após evaporação do clo-
rofórmio, é também transferido para o fu-
nil com auxílio de um pincel. Após filtra-
ção, transfira o papel-filtro com o pó de
café para uma placa de Petri e coloque em
uma estufa a 50°C,durante uma hora. Deixe
esfriar e, com o auxílio de espátula, retire
o pó do papel para a placa e homogeneize-o.

Sedimento

Material

Balança
Espátula de aço inoxidável
Cálice cônico de 75 ml
Cilindro graduado de 100 ml
Bastão de vidro
Kitasato, 500ml, com rolha atravessada
por tubo de vidro em forma de sifão

Papel-filtro qualitativo
Estufa a 50°C
Pincel de pelo de marta
Pesa filtro de 12 ml
Dessecador com cloreto de cálcio, anidro
Lupa (aumento 20 X)
Lâmina de vidro de 76x 26mm

Reagente
Clorofórmio

Procedimento

Constatada a presença de sedimento,
pese 2 g da amostra homogeneizada e use,
inicialmente, a mesma técnica já descrita
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no Tratamento com clorofórmio, revolvendo
com cuidado a camada de café até não haver
mais precipitação do sedimento. Por inter-
médio de um sifão de vidro, ligado em um
Kitasato, retire, usando vácuo e papel-filtro,
a camada de café sobrenadante e as par-
tículas aderentes às paredes. Decante a
maior parte do clorofórmio do cálice, dei-
xando aproximadamente 5 ml, tendo o cuí-
dade de não arrastar o sedimento. Coloque
o cálice na estufa a 50°C para evaporar o
clorofórmio restante. Com o auxílio de um
pincel, transfira o sedimento para um pesa-
filtro previamente seco em estufa, esfriado
em dessecador e pesado. Seque em estufa
a 50°C durante uma hora. Deixe esfriar em
dessecado r e pese, Transfira o sedimento
para lâmina e examine em lupa (aumento
20 X) a natureza do sedimento.

Cálculo

N X lOO
sedimento por cento (café cru)

P X 1,25

N n.v de g do sedimento

P n.O de g da amostra

1,25 = fator de conversão do peso de café tor-
rado e moído em peso de café cru

Análise prévia

Como a grande maioria das amostras
recebidas para análise é constituída de cafés
próprios para o consumo, convém que seja
feito um exame prévio no pó, tratado pelo
clorofórmio, antes de prosseguir na análise,
a fim de que seja evitada perda de tempo.

Exame prévio - Junte, na parede da
placa, a amostra de 2 g de pó de café tra-
tado pelo clorofórmio, homogeneize-a e re-
tire, com a ponta da espátula, uma porção
equivalente a 0,2 g, aproximadamente, trans-
ferindo-a para a tampa da placa. Espalhe
em camada fina e observe em lupa com
aumento 20 X. Mude de posição as partí-
culas de pó, quantas vezes forem necessá-
rias, para que a observação seja completa.
A presença de 1 ou 2 fragmentos pequenos
de cascas e paus indica que o pó de café é
perfeitamente normal, pois essa quantidade
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não atingirá o limite de 1% (levando em
consideração o sedimento, evidentemente).

O analista deverá estar suficientemente
preparado para saber, pela observação do
sedimento e exame à lupa, se deverá
prosseguir ou não com a análise.

No exame prévio, o analista deverá ob-
servar, além das impurezas do café, as subs-
tâncias estranhas, como feijão, milho etc.

Separação das cascas e paus

Quando, pelo exame prévio e pelo sedi-
mento formado, for observado que a amos-
tra poderá conter 1% ou mais de impurezas,
proceder-se-a à separação das cascas e paus
pela técnica seguinte:

Material

Balança, 4." decimal
Tamis n.v 80, USBS
Placa de Petri
Lupa (aumento 20 X)
Agulha de platina (cabo de Kolle)
Lâmina de vidro (76 x 26 mm)
Papel-filtro
Estufa a lO5°C
Pincel de pelo de marta
Pesa-filtro de 12 ml
Dessecador com cloreto de cálcio, anidro

Procedimento

Homogeneize o pó de café tratado pelo
clorofórmio e pese de 0,1 a 0,5 g (a quanti-
dade da amostra será inversamente propor-
cional à quantidade provável de impurezas
observadas no exame prévio). Transfira
para um tamis n.v 80 e, com o auxílio de
um pincel, separe delicadamente o pó que
passa pelos crivos até não dar mancha
sobre uma folha de papel branca.

Transfira o resíduo do tamis para a
tampa da placa de Petri. Espalhe as par-
tículas e, em lupa aumento 20 X, com uma
agulha de platina, seca, separe dos grânulos
de café as partículas de cascas e paus, agru-
pando-as em área livre da placa. Coloque
uma gota de água destilada sobre uma lã
mina de vidro e transporte as cascas e paus,
agrupados na placa, para a gota de água.
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Esta operação é feita molhando a ponta da
agulha, a fim de se conseguir a aderência
necessária. Revolva a amostra e repita a
operação quantas vezes forem necessárias,
até que todos os fragmentos de cascas e
paus tenham sido transferidos para a gota
de água. Retire o excesso de água sobre a
lâmina, por absorção, com papel-filtro. Leve
a lâmina à lupa e separe das cascas e paus
os grânulos de café que foram, por acaso,
arrastados pela agulha molhada. Transfira
as cascas e paus para um pesa-filtro, previa-
mente aquecido em estufa a 105°C,esfriado
em dessecador e pesado. Coloque o pesa-
filtro em estufa a 105°C, durante 1 hora,
deixe esfriar em dessecado r e pese.

Cálculo

N X 1,45X 100
cascas e paus por cen-
to (café cru)p

N = n.o de g de cascas e paus
P = n.o de g da amostra

1,45 = fator de conversão do peso do café tor-
rado e moído e das cascas torradas e
moídas em peso de café cru e cascas
cruas.

Determinação do total das impurezas

o total das impurezas por cento é o
resultado da soma das porcentagens do se-
dimento e das cascas e paus. Quando for

muito próximo de 1%, convém repetir a anã-
lise e dar, como resultado final, a média
dos totais obtidos.

Para determinação quantitativa de frau-
des, como as cometidas com feijão, milho
etc., o processo é o mesmo, variando apenas
o fator de conversão de peso da substân-
cia torrada e moída em peso da substância
crua, que deverá ser determinado para
cada caso.

RESULTADOS

O número de amostras analisadas pelo
método que ora apresentamos e que está
sendo usado pela Seção do Café do Insti-
tuto Adolfo Lutz, São Paulo, Brasil, e os
resultados obtidos, estão indicados na tabe-
Ia abaixo:

Até dezembro de 1971,o Instituto Brasi-
leiro do Café forneceu a totalidade do café
consumido pelas torrefações a um preço,
aproximadamente, 75% abaixo do preço nor-
mal do mercado. A partir daquela data, o
IBC fornece uma quota correspondente a
60% do consumo, a um preço 60% abaixo
do preço normal do mercado.

Pela tabela abaixo, caso seja suspenso o
subsídio do lBC, é de se prever que o índice
condenatório suba sensivelmente.

Tabela estatística das amostras examinadas de café torrado e moído

Porcentagem
Ano Amostras

Condenadas Aprovadas Total condenadas

1969 7 3.309 3.316 0,21

1970 74 2.311 2.385 3,1

1971 85 3.987 4.072 2,0

1972 120 3.102 3.222 3,7

1973 368 2.680 3.048 12,1

Amostras
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LOPEZ, F. C. - Detection of sediment and peels in roasted ground
coffee. Rev. Inst. Aâotio Lute, 34: 29-34,1974.

SUMMARY: A method to detect sediment and peels in common
ground coffee is described in this work. The method consists in the
partial defatting of material by using an organic solvent agent, in order
to separate the sediment from the coffee powder, thus, causing the
latter to get loose-grained; sifting of material to discard the coffee
powder which is not interesting for observation through a magnifier;
separation and weighing of impurities.

In final calculation, a correction factor was used to convert the
weight obtained for roasted coffee into that appIying for raw coffee.

DESCRlPTORS: Coffee (roasted and ground) , detection of sedi-
ment and peels.

Recebido para publicação em 10 de maio de 1974.
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DETERMINAÇÃO ESPECTROFOTOMÉTRICA DE NITRITOS E
NITRATOS EM SAIS DE CURA *
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LARA, W.H. & TAKAHASHI, M.Y. - Determinação espectrofotomé-
trica de nitritos e nitratos em sais de cura. Rev. Inst. Aâolio Lutz,
34: 35-39,1974.

RESUMO: Foi aplicado um método espectrofotométrico para de-
terminação de nitrito e nitrato de sódio, em sais de cura. Baseia-se
nas observações de Wetters & Uglum (1970) de que a razão entre as
absorbâncias da solução aquosa de nitrito de sódio a 355 e a 302 nm é
constante e igual a 2,5 e que nitrato de sódio não absorve a 355 nm,
mas tem uma banda característica a 302 nm. O fato de não haver in-
terferência de íons cloreto nestas relações torna o processo apropriado
ao controle analítico de nitrito e nitrato em sais de cura, simples, com
a vantagem de ser direto.

Trinta amostras conhecidas foram analisadas e os resultados, com-
parados aos obtidos pelos métodos clássicos, mostraram boa correlação.

DESCRITORES: nitrato, nitrito, determinação espectrofotométrica;
sais de cura, determinação de nitrato e nitrito.

INTRODUÇÃO

O uso de nitrato em cura de carnes é
bastante antigo e talvez esteja ligado ao
tempo da introdução do salitre e da pólvora
na Europa, por volta de 1300. Bem mais
recentes são as investigações de Haldane
em 1901,mostrando que o nitrato é redu-
zido a nitrito e é este o responsável pela
reação com a hemoglobina, produzindo a
desejada coloração das carnes curadas, sen-
do também agente bacteriostático. Por
isso, passou-se a empregar diretamente ní-
tritos nos sais de cura, mantendo-se, entre-
tanto, uma parte de nitrato, por assegurar

a manutenção de um nível de nitríto por
mais tempo.

Os sais d;e cura são misturas de sal
(cloreto de sódio) e nitritos e nitratos, de
sódio ou de potássio. São aplicados direta-
mente nas carcaças ou usados em soluções
a 25% nas quais as carcaças são mergulha-
das. Mais recentemente são feitas injeções
desta solução nas paletas e pernis a serem
curados. Com a introdução de novos adí-
tivos na tecnologia de alimentos, há hoje
uma grande variedade de sais de cura as-
sociados a estabilizantes (polifosfatos) açú-
cares (glicose, sacarose) e ácido ascórbico.

Realizado na Seção de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo t.utz. São Paulo, S.P.
*'" Do Instituto Adolfo Lutz.
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Investigações sobre nitrosaminas e suas
possibilidades carcinogênicas 8, 9, levaram
ao estudo da formação de nitrosaminas a
partir de nitritos e aminas secundárias em
condições semelhantes às do estômago de
mamíferos 5. Outra possibilidade é a ror-
mação de nitrosaminas no próprio alimento,
investigações que estão sendo realizadass ,10,

mas a metodologia para este tipo de
análise é altamente sofisticado e os resulta-
dos não são ainda suficientes para conclu-
sões sobre o assunto. Em excelente revi-
são, SEBRANEK & CASSENS 11 chegam à
conclusão de que não se pode excluir o
uso de nitritos e nitratos pelas informações
atuais, à vista dos riscos dessa exclusão,
pois os nitritos têm a capacidade de impedir
o desenvolvimento de toxinas do Clostidrium
botulinum nas conservas enlatadas.

Há outras razões para se limitar as
quantidades de nitratos ingeridos, principal-
mente por crianças, pois a baixa acidez do
estômago das mesmas facilita a transror-
mação de nitrato em nitrito (por bactérias)
que, absorvido, age sobre a hemoglobina,
causando metahemoglobinemia (oxidação de
ferro da hemoglobina ao estado de ferro
lU) que impede que esta exerça a função
normal de transportar oxigênio. Esta cor-
relação foi estabelecida por volta de 1950
por Rosenfield & Huston e uma boa revisão
foi feita por LEE 7, em 1970.

De outro lado, o controle das quantida-
des de nitrito e nitrato usadas nos sais de
cura é da maior importância e apresenta
problemas analíticos. O método clássico
para determinação de nitrito (Griess Ylos-
vay) é sensível e de rãcíí. execução; apre-
senta, entretanto, a desvantagem de usar
alfanaftilamina, um reagente com o qual
devem ser tomadas precauções por ser
cancerígeno. Para a determinação de ní-
trato com ácido fenoldissulfônico pelo mé-
todo introduzido por Sprengel que, após as
investigações de Chamot et alii, se estabe-
leceu amplamente, há necessidade de reti-
rada dos íons cloro mediante a precipitação
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com íons de prata, um processo trabalhoso
e demorado 6.

Os métodos baseados na redução do
nitrito à amônia só dão resultados para
macroquantidades. A redução a nitrito, S'ê-

guida de diazotação, exige agentes reduto-
res bastante uniformes e um grande con-
trole do processo pois, no caso de zinco,
cloreto interfere; no uso de cádmio ou cád-
mio-cobre, valores muito baixos são encon-
trados pela redução do nitrato a um estado
mais baixo que o nítríto 1, 2, 4.

WETTERS & UGLUM 12 estudaram os
espectros de absorção, na região do ultra-
violeta, de soluções de nitrato e nitrito,
estabelecendo relações entre as bandas ca-
racterísticas de ambas. Encontraram uma
razão igual a 2,5 -+- 0,02 para as absorbãn-
cias da solução aquosa de nitrito de sódio,
a 355 nm e a 302 nm. Como nitrato de
sódio não absorve a 355 nm, mas tem uma
banda característica a 302 nm, pode-se cal-
cular seu valor diminuindo-se do valor total,
a 302 nm, o quociente da divisão da absor-
bância encontrada a 355 nm por 2,5, quando
medidas as absorbâncias de uma mistura
de nitrato e nítríto de sódío, a um pH ací-
ma de 5.

Procuramos aplicar estas relações e es-
tabelecer método para dosagem de nitratos
e nitritos,em presença de cloreto de sódio,
nos sais de cura, não só pela facilidade que
o mesmo oferece como pelo fato de íons
cloreto não interferirem nas medidas. Iní-
cialmente estudamos sais de cura simples,
pois são estes os casos mais adequados.
Para os produtos de carnes curadas faz-se
necessária a preparação de extratos límpí-
dos e a remoção de interferências provín-
das do material protêico e outras.

MATERIAL E MÉTODO

Trinta amostras de sais de cura foram
preparadas, com teores variáveis de nitrito
e nitrato de sódio, segundo a tabela 1:
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TABELA 1

Composição das amostras de sais de cura
analisadas

Amostras NaCl NaNO~ NaNO:;

n.v % % %

01 99,4 0,10 0,50
02 99,4 0,50 0,10
03 98,5 1,00 0,50
04 99,0 0,20 0.80
05 98,5 0,50 1,00
06 98,0 0,80 1,20
07 98,1 0,40 1,50
08 96,8 1,20 2,00
09 96,7 0,80 2,50
10 95,5 1,50 3,00
11 96,9 2,10 1,00
12 97,5 0,50 2,00
13 98,8 0,60 0,60
14 96,7 0,80 2,50
15 97,3 1,20 1,50
16 97,5 2,00 0,50
17 97,8 1,00 1,20
18 98.7 0,50 0,80
19 98,0 1,50 0.50
20 95,9 2,50 1,60
21 99,20 0,50 0,30
22 99,00 0,50 0,50
23 98,20 1,00 0,80
24 99,00 0,40 0,60
25 97,50 1,50 1,00
26 97,60 1,20 1,20
27 97,80 0,80 1,40
28 97,75 0,55 1,70
29 97,70 0,50 1,80
30 97,20 0,80 2,00

Essas amostras foram analisadas para a
determinação de nitritos e nitratos, pelo
método proposto, comparativamente aos
métodos de alfa-naftilamina Cnitritos) e do
ácido fenol dissulfônico (nitratos), como
segue:

Aparelho - Espectrofotômetro U. V. e
visível, com células de quartzo de 1 em".

Soluções padrão

a) Solução padrão de nitrito de sódio:
Pesar 1 g de NaN02, com precisão de
0,001, e diluir a 100 ml em balão volumé-

Hitachi-Perkin-Elmer, Coleman 139.

----------

trico com água. Diluir alíquotas desta so-
lução de maneira a ter concentrações entre
0,025 e íl,2 g por cento. Fazer as leituras
correspondentes a 355nm, usando água
como branco.

Construir a curva padrão usando os
valores das absorbâncias correspondentes.

b) Solução padrão de nitrato de sódio:
Pesar 1g de NaN03, com precisão de 0,001,
e diluir a 100ml em balão volumétrico com
água. Diluir alíquotas desta solução de ma-
neira a ter concentrações entre 0,1 e 1,0 g
por cento. Fazer as leituras corresponden-
tes a 302 nm, usando água como branco.

Construir a curva padrão usando os va-
lores das absorbâncias correspondentes.

Procedimento

Pesar, com aproximação de 0,001,20 g
de sal de cura. Diluir a 100 ml em balão
volumétrico com :água. Fazer a leitura em
célula de 1 em, a 302 nm e 355 nm, usando
água como branco. Repetir o procedimen-
to a partir de 10 g da amostra, se as lei-
turas não coincidirem na curva padrão.

Cálculo

a) Com o valor da absorbância encon-
trada a 355 nm, procurar a concentração
correspondente ao nitrito de sódio na curva
padrão de nitrito de sódio CAL

b) Dividir o valor da absorbância a
355nm por 2,5 e subtrair este resultado do
valor encontrado a 302 nm.

Procurar na curva padrão de nitrato
o valor correspondente a essa diferença CB).

c) Relacionar, pela fórmula abaixo, ao
peso CP) da amostra empregada na deter-
minação:

100X A

P
nitrito, em nitrito de sódio
por cento

100X B

p
nitrito, em nitrito de sódio
por cento
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RESULTADOS E CONCLUSõES

Comparando os valores obtidos para ni-
tritos com os valores pareados das amos-
tras e os determinados pelo método da
alfa-naftilamina (tabelas 2 e 3), verificou-se
altíssima correlação (r = 1,00 e r' = 0,99,
respectivamente). Para nitratos, a compa-
ração dos valores obtidos, em confronto
com os das amostras e com os determina-
dos pelo método do ácido difenolsulfô-
nico, acusou alta correlação (r" = 0,99 e
r'" = 0,98).

TABELA 2

Valores obtidos na determinação de nitritos,

pelo método clássico e pelo método proposto

Método
Amostra NaN0

2
alfa-naftilamina

Método
Proposto

n.> % % %

01 0,10 0,09 0,12
02 0,50 0,46 0,57

03 1,00 1,07 1,02
04 0,20 0,20 0,22

05 0,50 0,49 0,54
06 0,80 0,82 0,85
07 0,40 0,47 0,45
08 1,20 1,26 1,32
09 0,80 0,82 0,80
10 1,50 1,60 1,50
11 2,10 2,30 2,15
12 0,50 0,55 0,53
13 0,60 0,65 0,57
14 0,80 0,90 0,83
15 1,20 1,35 1,30
16 2,00 1,90 2,12
17 1,00 1,10 1,05
18 0,50 0,57 0,52
19 1,50 1,64 1,54
20 2,50 2,74 2,56
21 0,50 0,57 0,56
22 0,50 0,47 0,52
no 1,00 1,10 1,00~,0

24 0,40 0,46 0,44
25 1,50 1,65 1,60
26 1,20 1,15 1,21
27 0,80 0,90 0,85
28 0,55 0,58 0,60
29 0,50 0,55 0,55
30 0,80 0,87 0,85
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TABELA 3

Valores obtidos na determinação de nitratos,

pelo método clássico e pelo método proposto

Método Método
Amostra NaN03 Acido dife- Proposto

no1sulfônico
n.o % % %

01 0,50 0,6'3 0,52
02 0,10 0,09 0,09
03 0,50 0.54 0,45
04 0,80 0,92 0,82
05 1,00 0,85 1,05
06 1,20 1,16 1,20
07 1,50 1,54 1,32
08 2,00 2,16 1,95
09 2,50 2,40 2,20
10 3,00 3,36 3,00
11 1,00 0,86 0,95
12 2,00 2,04 1,85

13 0,60 0,56 0,60
14 2,50 2,40 2,35
15 1,50 1.44 1,40
16 0,50 0,54 0,35
17 1,20 1,06 1,15
18 0,80 0,78 0,75
19 0,50 0,68 0,45
20 1,60 1,60 1,50
21 0,30 0,32 0,30
22 0,50 0,46 0,45
23 0,80 0,71 0,80
24 0,60 0,56 0,60
25 1,00 0,94 1,00
26 1,20 1,10 1,25
27 1,40 1,28 1,35
28 1,70 1,60 1,55
29 1,80 1,92 1,70
30 2,00 2,08 1,95

Como conclusão, o método espectrofo-
tométrico direto proposto oferece vanta-
gens sobre os métodos clássicos pela maior
facilidade de sua execução e pela sua exa-
tidão.
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SUMMARY: A dírect specetrophotometric method for detecting so-
dium nitrites and nitrates in curing brines is presented. The method is
based on Wetter's and Uglum's observations (1970) by which a) there
is a ratio between the absorbance rate of sodium nitrite aqueous solu-
tion at 355 nm and that at 302 nm, which ís constant and equaI to 2.5;
b) sodium nitrate has no absorbance at 355 nm although it has a weIl
characterised band at 302 nm. The fact that no interference chIorine
ions comes up in these reIations turns out this process very suitabIe
for the anaIysis controI of sodium nitrites and nitrates in curing brines.

Thirty known sampIes were anaIysed and the resuIts compared
with those obtained through cIassic methods, showing good correIation.

DESCRIPTORS: nitrate, nitrite, spectrophotometric determination;
curing brines, nitrate and nitrite determination.
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RESUMO: Usando-se a reação da neomicina com ninhidrina em
meio glicerínico, em condições pré-estabelecídas, pode-se determinar
rapidamente o teor de neomicina em um medicamento que a contenha.
O método baseia-se na reação de neomícína com um reagente ninhidrina
contendo glicerina: nestas condições, a reação é mais sensível e os re-
sultados são reproduzíveis. A Lei de Beer é obedecida entre 4 e 40 J,lg

de sulfato de neornícína por ml.
Alguns interferentes foram estudados. Quando necessário uma pré-

via separação da neomicina antes da reação, um método de separação
por cromatografia em camada delgada foi aplicado.

DESCRITORES: sulfato de neomícina, determinação em medica-
mentos; cromatografia em camada delgada e espectrofotometria, na
determinação do sulfato de neomicina.

INTRODUÇÃO A neomicma e seus sais reagem com
diversas substâncias, formando compostos
coloridos que podem ser usados em sua
determinação; assim é que furfural, p-bro-
moanílínais, orcínols, floroglucinols, foram
já usados em tentativas na determinação da
neomicina. A ninhidrina foi pela primeira
vez usada, numa tentativa para determinar
neomicina, por LARBRE & DORCHE8,num
estudo comparativo quando usou também

Para facilitar a análise de rotina de me-
dicamentos contendo sulfato de neomicina,
outro sal ou a base livre, estudamos e de-
senvolvemos um método baseado na reação
da neomicina com nínhídrína, antes ou de-
pois de sua separação, por cromatografia
em camada delgada, de outros componentes
que possam interferir nesta reação.

* Realizado na Seção de Química Biológica do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P.

•• Do Instituto Adolfo Lutz.
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para o mesmo fim uma solução de furfural;
este método é em si trabalhoso e pouco
específico.

Muitos outros autores estudaram a rea-
ção da neomicina com a ninhidrina e mui-
tas técnicas foram descritas 1, 4, 7, 11, 14.

No método que agora descr-evemos, o
reagente foi preparado em presença de glí-
cerina, o que tornou a reação bem mais sen-
sível e quantítatívamente reproduzível.

Nos casos de medicamentos contendo
outros antibióticos, como polímícína, víomí-
oína, bacitracina, penicilina, tirotricina, é
necessário inicialmente separar a neomicina
daquelas substâncias. Diversos autores ten-
taram essa separação através d-e técnicas
cromatográficas em coluna 13 e em coluna
de resina - troca íôníca 10, em camada del-
gada :3, 6, em papel 3, 11, 14 e por cromato-
grafia em fase gasosa u. Ainda, LIGHT-
BOWN & ROSSI9 estudaram a separação
da bacitracina, polimicina B e neomicina,
usando electrotorese em ágar-gel. BRAM-
MER & HEMSON2 usaram, para separar
polimicina B e neomicina, electroforese em
acetato de celulose com tampão barbitúrico
0,07 M (pH 8,6).

Uma técnica simples de separação da
neomicina por cromatografia em camada
delgada também é descrita, técnica essa
onde não há preocupação na separação
das diferentes neomicinas, por não apre-
sentar qualquer interesse n-este caso: o cro-
matograma é desenvolvido com butanol -
ácido acétíco - água - trietanolamina 30%
(30:22:38:10). O sulfato de neomicina é
eluído com água.

MATERIAL E MÉTODO

Material

Foram utilizados:
Ninhidrina p. a.
Cloreto de sódio ,', p.a.
Glicerina p.a.
Sílica gel para cromatografia em cama-
da delgada v"

Hidróxido de sódío p.a.
Sulfato de neomicina p.a.

Backer
*,', Merck
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Solvente

Butanol - ácido acético - água - tríe-
tanolamina 30% (30:22:38:10)

Equipamento para cromatografia em
camada delgada - espectrofotômetro
Beckmann DU

Reagente

Ninhidrina
Nacl
NaOH (0,4%)

Ig
26,5 g
10 ml

Diluir a 100 ml com glicerina 60%.
Acertar o pH = 7,9 com NaOH diluído.
Guardar em geladeira.

Método

a) Curva padrão

Dissolva 20 mg de sulfato de neomicina,
exatament-e pesados, em 100 ml de água;
1 ml dessa solução contém 200 Ilg de sulfato
de neomicina. A partir dessa solução, pre-
pare diluições convenientes com até 20 /A-g de
sulfato de neomicina por ml.

Reação: em tubos de ensaio, adicione
1 ml do padrão a 1 ml do reagente; esfrie
em banho de gelo; adicione 3 ml de água,
homogeneíze. Leia em espectrofotômetro
a 570 nm.

b) Aplicação em medicamentos

No caso de forma medicamentosa líqui-
da, dilua em água uma alíquota da amostra
de maneira que a solução final contenha ao
redor de 100 ug de neornícína por ml; em
se tratanto de pomadas, transfira uma alí-
quota da amostra para balão volumétrico,
junte água, agit-e fortemente por alguns mi-
nutos, complete o volume, homogeneíze e
filtre. Em ambos os casos, transfira 1 ml
da solução para o tubo de ensaio e continue
como em curva padrão, a partir do ponto:
1 ml do reagente. Dos r-esultados de absor-
bância obtidos, calcule a concentração com
o auxílio da curva padrão.
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c) Cromatoçratia em camada delgada

Cromatografe em placas de 20 x 20 em,
com camadas de sílica gel de 0,400 em se-
cadas ao ar por 30 minutos e ativadas em
estufa a 105<OC,por 2 horas.

Transfira para a placa exatamente 50 1-11
do padrão e uma alíquota da amostra que
contenha teoricamente 10 I-1g do antibiótico
e desenvolva o cromatograma com butanol
- ácido acético - água - trietanolamina
30% (30:22:38:10),até a altura de 10 em da
base, seque ao ar. Revele com ninhidrina,
0,4% em acetona 95%. Aqueça em estufa
a 105'OCpor 30 minutos, mancha azul a um
Rf de 0,56_ Raspe as camadas de sílica gel
da placa e elua separadamente, em exata-
mente 2 ml de água, por contacto, durante
30 minutos. Filtre, lave o resíduo com exa-
tamente mais 2 ml de água, recolhendo o
filtrado e água de lavagem em frasco apro-
priado.

Leia a absorbãncía de ambas as solu-
ções a 570 nm, usando como branco água
previamente tratada com sílica.

Cálculo

Aa X 100
= % do sulfato de neomicina

Ap no produto

Aa absorbância da amostra

Ap absorbância do padrão

RESULTADOS E DISCUSSÃO

o método é simples, reproduzível, reali-
zável em qualquer laboratório.

A Lei de Beer é obedecida nas condi-
ções estabelecidas no método (conforme
figo 1).

Cuidado especial deve ser tomado, na
preparação do reagente, em relação ao
NaCl; diversas marcas foram testadas e o
único NaCl que funcionou satisfatoriamente
foi o Backer p.a.

Os experimentos feitos com o reagente
preparado somente com água não deram
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Fíg. 1 - Curva padrão para determinação
da neomicina

resultados satisfatórios, por apresentar o
reagente pouca sensibilidade e os resultados
não serem reproduzíveis.

A figura 2 mostra o espectro de absor-
ção do produto final da reação, usando
reagente com e sem glicerína. Dois máxi-
mos são sempre observados: um, a 570 nm
e outro, a 400 nm, Nossas leituras foram
sempre feitas a 570 nm.

Experimentos foram feitos com varia-
ção de pH 5,0 e 9,0. A reação funcionou
perfeitamente em pH = 7,9.

A cromatografia em camada delgada é
simples e prática: diversos solventes descri-
tos na literatura e por nós elaborados fo-
ram testados, destacando-se, entre eles, n-bu-
tanol - ácido acético - água - piridi-
na (30:22:38:6)14; amônio 3% - acetona
(160:40)();n-butanol - ácido acético - água
- trietanolamina (30:20:30:20);n-butanol -
ácido acético - água - trietanolamina
(30:20:39:1); etanol 80%. Nenhum destes se
revelou tão astisfatório como o usado e des-
crito.

A cromatografia em papel ascendente,
usando n-BuOH - água - ácido acético
(30:13:8)14,também não apresentou resulta-
dos satisfatórios.
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Figo 2 - Espectro de absorção da neomicina

o método foi testado em medicamentos
na forma líquida e de pomadas contendo,
além do sulfato de neomicina, outras subs-

tâncías, tais como antibióticos, vasocons-
tritores e conservadores; os resultados en-
contram-se na tabela:

Análise quantitativa de sulfato de neomicina em medicamentos por espectrofotometria

Quantidade Quantidade
Forma teórica encontrada

Medicamentos farmacêutica mg zml mg/ml
ou g ou g

A pomada 25 24,8
B " 30 29,0
C " 25 24,8
D " 50 48,0
E líquido 1 0,95
F " 1 1,15
G " 0,1 0,98
H " 1 1,05
I " 0,1 0,101
J " 0,5 0,47

Testes de recuperação do sulfato de neo-
micina foram feitos, usando-se, como su-
porte, medicamentos isentos de neomícína,
a que se adicionaram 100mg de sulfato de

neomicina por 100ml, A média em 25 de-
terminações foi 99%, sendo o resultado
maior de 102%e o menor de 95%.
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PREGNOLATTO, W. & SABINO, M. - Spectrophotometric determi-
nation of neomycin sulfate in pharmaceuticals by thin-Iayer chro-
matography. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 34: 41-46, 1974.

SUMMARY: The contents of neomycin in a gíven pharmaceutical
product can be promptly verified through the reaction of neomycin
with ninhidryn in glycerinic medium and under certain pre-established
conditions.

The method herein described is based on the reaction of neomycín
with the ninhidryn reagent containing glycerin. Under such conditions
the reaction becomes more perceptible and its results reproducible.
Beer law applíes to this case in a range between 4 to 40 flg neomycin
sulfate per ml.

Some interfering agents were studied as well. In cases where the
neomycin was to be separated prior to the reaction, a thín-layer chro-
matography method was used.

DESCRIPTORS: neomycin sulfate, determination in pharmaceu-
ticals; thín-layer chromatography and spectrophotometry to determine
neomycin.
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métrica de eritromicina em medicamentos. Rev. Inst. Adolfo Lutz,
34: 47-51, 1974.

RESUMO: N-este trabalho foi descrito um método simples para
a dosagem de eritromicina em medicamentos. O método envolve a
determinação espectrofotométrica, a 540 nm, do composto formado
quando da reação da eritromicina com xantidrol em meio ácido.

Estabelec-eram-se as condições ideais para a reação e verificou-se a
possibilidade de interferência de algumas substâncias que possam ser
encontradas em mistura com eritromicina em medicamentos.

Testes de r-ecuperação foram feitos. O erro do método é da ordem
de 2%.

Também foram estabeleci das condições para separação e dosagem
da eritromicina e seus sais, quando em mistura com tetraciclina e es-
piramicina, por cromatografia em camada delgada.

DESCRITORES: eritromicina em medicamentos, determinação es-
pectrofotométrica; cromatografia em camada delgada, na determinação
de erttromícína,

INTRODUÇÃO

A determinação da eritromicina em me-
dicamentos constitui, ainda hoj-e, um pro-
blema, apesar de que a literatura já registra
alguns métodos, tanto biológicos como
químicos.

FORD et alii1 preconizaram o uso de
ácido sulfúrico 27 N como reagentejaara a
determinação espectro fotométrica da eri-
tromicina, enquanto que KORCHAGIN et
aliiB usaram como reagente ácido sulfúrico

18 N e leitura espectrofotométrica no visí-
vel, usando filtro azul.

Estes métodos são aplicáveis para eri-
tromicina pura e não o são para preparados
contendo antibióticos em misturas diversas.

PESEZ6 recomenda o uso d-esulfato de
metíla na determinação de eritromicina
usando como solvente etilmetilcetona. Este
método apresenta os mesmos defeitos dos
ant-eriores, com a desvantagem ainda de se
ter que trabalhar com sulfato de metila.

Realizado na Seção de Cosméticos e Produtos de Higiene do Instituto Adolfo Lutz,
São Paulo, S.P.

"" Do Instituto Adolfo Lutz.
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A literatura registra ainda outros mé-
todos para dosar eritromicina como o de
WASHBURN8 (por espectrototometría no
infra-vermelho), só aplicável para a subs-
tância pura, pois para xaropes ou compri-
midos este método é impraticável.

Os métodos de KUZEL et alii" e TEPE
et alii7 (hidrólise em meio alcalino e leitura
em espectrofotômetro a 236 nm) também
são aplicáveis para a substância pura.

KAKEMI et alii2 (através de hidrólise
alcalina, extração e reação com ácido bórico
e metilorange e leitura espectrofotométrica
em 508 nm), descr-evem método trabalhoso
envolvendo reação de hidrólise e extração,
com resultados duvidosos.

OCHAB et aiii» recomendam um méto-
do para dosar eritromicina em presença de
tetraciclina, que consiste em separá-Ias pri-
meiramente por cromatografia em papel,
usando como solvente a mistura clorofór-
mio - etanol - \áddo acético anidro -
água (100:10:10:1). Amancha corresponden-
te à eritromicina é localizada pela imersão
do papel em uma solução de ácido tricloro-
acético etanólico a 25%, contendo 0,4% de
cloramina. A mancha é eluída com 5 ml de
ácido acético glacial e a solução assim obti-
da é tratada com xantidrol (20mg em 100ml
de ácido acético glacial ao qual se juntam
2 ml de ácido clorídrico concentrado. A
reação se processa em banho-marta ferven-
te por 3 minutos, segundo recomendação
dos autores.

Procurou-se, neste trabalho, estabelecer
um método rápido e prático para determi-
nar eritromicina em medicamentos (xaro-
pes, comprimidos -e elíxíres), tendo como
base a reação de Ochab et alii por nós mo-
dificada.Quantidades apropriadas do me-
dicamento são dissolvidas em solução de
ácido acétíco - ietanol O: 1). AIíquotas
dessa solução são tratadas com um reagente
à base de xantidrol e o produto colorido
resultante é dosado espectrofotometrica-
mente a 540 nm. As leituras obtidas são
comparadas em uma curva padrão pré-es-
tabelecida.
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MATERIAL E MÉTODOS

Material

EspeGtrofotômetro Coleman Junior II
Cubas de 16 mm de diâmetro
Cuba cromatográfica
Micropipetas
Placas de vidro de 20x 20em

Reagentes

Xantidrol (9-xanthenoD a 0,15% p/vem
ácido clorídrico - ácido acético 02: 1)

Ácido acético - etanol O: 1)
Eritromicina
Ácido acético glacial
Ácido clorídrico
Sílica gel G
Acetato de amônio 15% (acertar até pH
= 10,1 com hidróxido de amônio)

Solvente

Acetato de etila - isopropanol - acetato
de amônio 15% - pH = 10,1 (9:7:8)

Técnicas

1. Determinação direta

Transfira para um balão volumétrico
uma quantidade da amostra do produto a
ser analisado de maneira que a solução final
contenha de 50 a 200 r:g de Eritromicina
por ml e complete o volume com a solução
de ácido acétíco-etanol (1:1). Homogeneíze.
Filtre, se necessário.

Em tubo de ensaio, pipete, pela ordem,
1 ml da solução amostra, 1 ml do reagente
xantidrol e 8 ml de ácido acético glacial.
Agite cuidadosamente.

Aqueça em banho-rnaría fervente duran-
te, exatamente, um minuto e esfri-e rapida-
mente em banho de gelo.

Transfira a solução para cuba de es-
pectrofotômetro, espere 5 minutos, determi-
ne a absorbância a 540 nm, usando como
branco o reagente + ácido acético 0:9).

Calcule, comparando a leitura em curva
padrão pré-estabelecida (fig. pág. seguinte).

Observação: Os reagentes devem ser
adicionados na ordem e os tempos indica-
dos devem ser rigorosamente obedecidos.
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Curva padrão para determinação espectrofotométrica de estolato de eritromicina.
Espectrofotômetro Coleman Jr., 540 nm, cuba de 16 mm.

2. Determinação em presença de substân-
cias interferentes (tetraciclina e/ou
espiramicina)

No caso em que a eritromicina esteja
associada a tetraciclina ou espiramicina ou
outras substâncias que possam interferir,
torna-se necessário separá-Ias inicialmente,
o que se consegue por cromatografia em
camada delgada.

Transfira para placas de Sílica gel G de
20 x 20 em e 0,25mm de espessura, dividida
de 3 em 3 em, previamente ativada a 1050C
por 30 minutos, alíquotas de uma solução
que contenha de 25 a 50~g de eritromicina
em mistura com tetraciclina, espiramicina
ou outros interferentes.

Desenvolva o cromatograma usando
como solvente a solução de acetato de etila
- isopropanol - acetato de amônío 15% -
pH = 10,1 (9:7:8). Seque ao ar. Revele
com a solução de xantidrol a 0,15%, aque-
cendo em estufa a 105oC,durante 2 minutos.
A mancha a um Rf de 0,81 corresponde ao
estolato de eritromicina, a de Rf 0,22 a te-
traciclina e a de Rf 0,68a espiramicina.

Retire o material da placa no Rf 0,81,
elua em 10 ml de iácido acético - etanol
(1: 1), determine a absorbância no espectro-
fotõrnetro a 540 nm.

Calcule, comparando a leitura em curva
padrão pré-estabelecída nas mesmas con-
dições.
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Teor de eritromicina em diversos medicamentos "

Forma
medicamen tosa

Amostras
analisadas

Teor encontrado
(variação)

máximo-mínimo
mg /untdade

Teor declarado
mgyuriídade

Comprimidos 6
simples

Comprimidos 6
simples

Suspensão 20

Comprimidos
em mistura com 12

tetraciclina

125 130-115

250 258-242

180 182-172

127-118125

Os produtos analisados são de três diferentes laboratórios.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O método apresentado é simples, repro-
duzível, realizável em qualquer laboratório
modesto e pode ser usado na determinação
da eritromicina diretamente na grande
maioria das especialidades farmacêuticas
que a contenham (comprimidos, xaropes)
seja na forma básica ou de seus sais, como
o estolato, por exemplo.

A lei de Beer é obedecida entre concen-
trações de 2,5 a 15,00 flg de eritromicina
por ml nas condições estabelecidas.

Para se estabelecerem as melhores con-
dições da reação em função do tempo e da
temperatura, experimentos foram feitos, re-
sultando que a reação se completa em ba-
nho-maría fervente em um minuto, sendo
este o tempo máximo ideal de aquecimento.
Tempos maiores de aquecimento levam à
decomposição do composto colorido forma-
do, com valores menores de absorção e não
reproduzíveis.

O reagente xantidrol deve ser guardado
em geladeira e usado após cinco dias de
preparado.
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Com esta técnica, determinamos o teor
de eritromicina em diversos medicamentos.
Os resultados obtidos nestes testes são
dados na tabela acima.

Em provas de recuperação por nós
feitas, sempre encontramos o teor de erí-
tromicina adicionado. O erro do método
é de 2,0%.

Verificou-se a interferência de várias
substâncias (penicilina, neomicina, cloranfe-
nícol, bacítracina, tetraciclina, polimixina B,
espiramicina, estreptomícina). Destas, so-
mente a tetraciclina e espiramicina interfe-
rem, sendo que a espiramicina, de maneira
muito mais evidente.

Método para separação cromatográfica
e dosagem da erítrornicína em presença de
substâncias interferentes, como a tetracicli-
na e a espíramícina, também está descrito.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos à Laboratil S. A. - In-
dústria Farmacêutica, pelo fornecimento de
eritromicina e estolato de eritromicina pa-
dronizados.



PREGNOLATTO, W. & GARRIDO, N.S. - Determinação espectrofotométrica de eritromicina em
medicamentos. Rev. Inst. Aâolfo Lutz, 34: 47-51, 1974.

RIAL-Aj399

PREGNOLATTO, W. & GARRIDO, N.S. - Spectrophotometric deter-
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SUMMARY: A simple method to determine the dosage of ery-
thromycin in pharmaceuticals is herein described.

The method comprises the spectrophotometric detection at 540 nm
of the compound resulting from a reaction between erythromycin and
xanthydrol, in an acid medium.

Theideal condition for the reaction to take place were established
and the possibility of ínterference by some chemical element that might
be found in mixture with the erythromycin contained in such pharma-
ceuticals were investigated.

Recovery tests were made, Error rate method is around 2%.
The necessary conditions for thin-layer chromatography separation

and determination of erythromycin ant its salts when mixed with tetra-
cyclin and espiramycin were also established.

DESCRIPTORS: erythromycin in pharmaceuticals, spectrophotome-
tric determination; thin-layer chromatography to determine erythromycin.
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RESUMO':Em um surto epidêmico de febre tifóide, ocorrido no perío-
do de fevereiro a maio de 1972, no Estado de São Paulo, foram isoladas
187 amostras de Salmonella typhi.

Estas culturas foram analisadas sob vários aspectos, tais como:
sorológico, no qual foram classificadas segundo a variação do antígeno
Vi; bioquímico, em que se fez a determinação dos tipos fermentativos,
com base nas reações diante da xilose e arabinose, aliado à pesquisa
da tetrationato redutase; a avaliação da sensibilidade aos antibióticos
foi outra particularidade abordada e, finalmente, as amostras foram
caracterizadas por um processo dos mais sensíveis, representado pela
lisotipia ou fagotipagem Vi.

Os resultados encontrados demonstraram uma situação pouco co..
mum nos dias atuais, isto é, o reconhecimento em uma epidemia de fe-
bre tifóide de três tipos fágicos, respectivamente D6 , E I a e A, além de
duas formas consideradas impróprias para as determinações com os
fagos adaptados Vi II (amostras com Vi degradadas e as desprovidas
desta fração antigêníca) .

DESCRITO'RES: Salmonella typhi; febre tifóide (São Paulo); bac-
teriófagos.
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INTRODUÇÃO

A febre tifóide, no transcurso das últi-
mas décadas, vem exibindo um acentuado
declínio em sua freqüência na maioria dos
países, principalmente naqueles que galga-
ram e se beneficiaram na condição de na-
ções de elevado padrão sócio-econômico. Já
não são comumente relatados, na literatura
médica, os tão amiúde surtos de natureza
epidêmica, que envolviam e criavam tantos
dissabores às populações dos grandes cen-
tros urbanos, como no princípio do pre-
sente século.

Conquanto tenham esses países atingido
o mais alto aprimoramento no campo sani-
tário, particularmente pelas rígidas nor-
mas profiláticas adotadas, mesmo assim
essas medidas não redundaram na erradi-
cação absoluta da doença, pois, periodica-
mente, são registrados surtos de maior ou
menor repercussão. Tal situação epidernio-
lógica encontra um amparo inequívoco nos
acontecimentos mais recentes, relatados
pelos episódios ocorridos na Suíça " e em
Aberdeen, na Grã-Bretanha 5.

Em outras regiões no mundo, ainda
não plenamente beneficiadas em seu desen-
volvimento, a febre tifóide persiste e exte-
ríoríza-se, sob o ponto de vista epidemioló-
gico, como uma das principais endemias
que, com relativa freqüência, assumem as
características de verdadeiras epidemias,
naturalmente na dependência direta da es-
trutura da comunidade do local.

Dentre as inúmeras condições propul-
soras deste estado, responsabilizam-se as
deficiências contidas nos elementos básicos
de saneamento ofertados às cidades e aos
seus moradores. Sem dúvida alguma, esta
insuficiência teve origem em parte do pro-
blema criado pelo crescimento vertiginoso
da população nessas áreas, advindo de des-
controlados fluxos migratórios internos.

É natural pois que, por tais vicissitu-
des, a ocorrência de febre tifóide ou de
outras êntero-infecções seja relativamente
comum em nosso meio, muito embora não
tenha sido acompanhada com número idên-
tico de investigações ou referências, que ti-
vessem retratado os vários aspectos atínen-
tes ao seu aparecimento e disseminação.
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Convém frisar, sob esse prisma, que a
grande maioria das informações nacionais
concentrou suas atenções quase que exclu-
sivamente em análises epidemiológicas cir-
cunstanciais, obtendo, por conseguinte, resul-
tados meramente subjetivos, não revelando
esses trabalhos, em nenhuma ou apenas em
raras ocasiões, discretos subsídios sobre
ensaios laboratoriais efetuados.

A exigüidade de dados sobre esse tema
em pauta em nosso meio e a particularidade
digna de ponderação, representada por
cerca de duas centenas de culturas de Sal-
monella typhi isoladas de um surto epidê-
mico ocorrido em 1972, em uma localidade
do município de S. Paulo (Parque Edú Cha-
ves), influenciaram-nos, sobremodo, neste
estudo laboratorial.

A análise das amostras dos bacílos tí-
ficos concentrou-se na execução de várias
provas dentro do aspecto bacteriológico, ci-
tando-se as seguintes: a caracterização fá-
gíca Vi ou lisotipia Vi; a classificação dos
tipos fermentativos; a pesquisa da tetratío-
nato redutase; a avaliação da sensibilidade
aos antibióticos e finalmente a determina-
ção do grau de integridade do antígeno Vi,
de acordo com a variação V-W de KAUF-
FMANN 19.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram estudadas 187 culturas de Salmo-
nella typhi, isoladas e identificaadas preli-
minarmente na Seção de Bacteriologia do
Instituto Adolfo Lutz, Desse total, 153 resul-
taram de hemoculturas e 34 provieram de
coproculturas.

Cumpre salientar que as amostras fo-
ram isoladas em dois períodos distintos: a
primeira etapa, entre fevereiro a 28 de mar-
ço de 1972,compreendeu 129 amostras obti-
das de hemoculturas, e 17, de coproculturas;
a segunda fase esteve representada pelos iso-
lamentos efetuados no mês de abril até 18
de maio de 1972,registrando-se 24 amostras
oriundas de hemo culturas e 17, de copro-
cultivos.

Todas as amostras foram recebidas em
tubos contendo ágar nutriente, sendo de
imediato analisadas do ponto de vista soro-
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lógico, nas quais se procurou caracterizar
seus componentes e sua integridade anti-
gêníca, no que concerne, especificamente, à
variação V-W de Kauffmann. Esta determí-
nação foi realizada através do emprego da
técnica de aglutinação rápida com os soros
somãtícos "9 e Vi".

Em etapa subseqüente, foram procedi-
dos o reconhecimento e o isolamento de
colônias dos bacílos tíficos com riqueza de
antígeno Vi, geralmente representados pelas
colônias mais opacas quando crescidas em
ágar nutriente, de acordo com a descrição
de CRAIGIE & BRANDON 10. Além desse
critério de seleção, utilizou-se também, pa-
ra tal finalidade, o processo relatado por
NICOLLE et alii 26 e LANDY 22. Em média,
quando presentes nas placas de ágar nutri-
ente, recolhiam-se 10 colônias característi-
cas da fase V, de cada uma das culturas
examinadas.

E necessário salientar que toda a pleni-
tude das reações da lisotipia Vi de Salmo-
nella typhi depende essencialmente do ma-
nuseio de culturas que tenham demonstrado
riqueza e integridade do antígeno Vi.

Para a execução da lisotipia Vi, recor-
reu-se à técnica relatada primariamente por
CRAIGIE & YEN 12, considerando as modi-
ficações introduzidas por CRAIGIE & FE-
LIX 11, assim como as de ANDERSON &
WILLIAMS 4. Todas as preparações fágicas,
utilizadas na presente investigação, origina-
ram-se do "International Reference Labora-
tory for Enteric Phage Typing", Londres,
Inglaterra, gentilmente forneci das pelo Dr.
A. S. Anderson.

Foram utilizadas 60 preparações adap-
tadas do bacteriófago Vi II, além dos fagos
Vi não adaptados I, IV e VII, sendo os dois
primeiros associados e o último, sob a for-
ma isolada, constituindo-se no elemento dís-
criminador da Iisotipia complementar do
lisotipo El, segundo BRANDIS 9. Lançou-se
mão ainda, no esquema da tipificação, dos
fagos somátícos (01, 02 e 03) de FELIX &
CALLOW 13.

A atividade fermentativa das amostras
em presença da arabinose e da xilose, de
acordo com o critério de classificação apre-
sentado por KRISTENSEN & HENRIK-

* Multodiscs Oxoid, tipo Standard, Código n.O

SEN 21 e KRISTENSEN 20, foi evidenciada
segundo processo já anteriormente relata-
do por HOFER 15.

Para a determinação da tetrationato re
dutase, recorreu-se ao método recentemente
descrito por LE MINOR et alii23•

Finalmente, quanto à avaliação do grau
de sensibilidade das amostras em face aos
antibióticos, esta foi ensaiada empregando-
se o processo de difusão pelo sistema de
discos impregnados *.

Em relação aos aspectos atinentes ao
inóculo, ao tempo de incubação e ao pro-
cesso de leitura dos antibiogramas, foram
adotadas, em linhas gerais, as recomenda-
ções apresentadas no método de BAUER
et alii 6.

RESULTADOS

o primeiro aspecto, imediatamente ar-
rolado nas amostras de Salmonelia typhi,
refere-se ao problema das caracterizações so-
rológicas, tendo como modelo a variação
V-W de Kauffmann. Com o estudo dessa
variação, visa-se definir as culturas segundo
a presença (total ou parcial) ou ausência de
antígeno Vi, obtendo-se, no presente ensaio,
os seguintes resultados que estão assinala-
dos na tabela 1:

TABELA 1

Freqüência das formas da variação V-W
encontradas nas amostras

Forma N.o %

V 14 7,48
V-W 165 88,24
W 8 4,27

Total 187 99,99

Observa-se, portanto, que praticamente
90% das culturas assinaladas apresentaram-
se numa forma com evidente início da de-

2033E e polidiscos Victor Lorian.
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gradação do antígeno Vi. Contudo, utílízan-
do o recurso do plantio dessas amostras em
placas contendo ágar nutriente, ainda foi
possível, em sua quase totalidade, detectar
e isolar colônias cujos constituintes manti-
veram a integridade desejada de seu antí-
geno Vi.

Em relação aos resultados encontrados
na lisotipia Vi, cumpre salientar que as de-
terminações perpetradas e apresentadas na
tabela 2 revelaram a presença de três tipos
fágicos Vi, fenômeno que excepcíonalmente
ocorre em surtos de natureza epidêmica
(fig. 1, 2 e 3).

TABELA 2

Freqüência dos liso tipos de S. typhi, segundo as fontes de isolamento

e

Origem

% N.O

Total
Lisotipos

Hemoculturas Coproculturas

Formas
N.O % N.O %

D6 I 79 42,18

I
18 9,61 97 51,79

Vi degradadas 39 20,82 10 5,34 49 26,16
E 1 a 18 9,61 5 2,67 23 12,28
A 9 4,80 1 0,53 10 5,33
Vi negativas 8 4,27 - - 8 4,27

Total 153 81,68 34 18,15 187 99,80

Fig . 1 - Lisotipo A.
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Fig. 2 - Lisotipo El'

Fig. 3 - Amostra Vi degradada.
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TABELA 3

Distribuição numérica dos lisotipos e formas, de acordo com os períodos
de isolamento

Hemoculturas Coproculturas
ISO ipos I--e

I
Formas até 28/3 até 18/5

I
até 28/3 até 18/5

D6 I 68 11 9 9
Vi degradadas 37 2 5 5
E I a 8 10 2 3
A 8 1 1 -
Vi negativas 8 - - -

Total 129

Ainda, no que tange à freqüência dos
lisotipos e considerando os dois períodos nos
quais se efetivaram os isolamentos das
amostras, verificar-se-á que alguns detalhes
podem ser discutidos nesse âmbito, basea-
dos nas informações que constam da ta-
bela 3.

Assim, nota-se que, na fase compreen-
dida até 28/3/72, as amostras isoladas a par-
tir de hemoculturas identificaram-se, proe-
minentemente, no lisotipo Ds, enquanto que,
em plano bem inferior, localizaram-se os li-
sotipos E I a e A. Já no período limitado
pela data de 18/5/72, compartilharam de
uma posição destacada, praticamente em
igualdade de condições, :as amostras de
Sulmonella typhi pertencentes aos lisotipos
Ds e Ela. No tocante ao tipo fágico A,
observa-se que, nesta fase, esteve figurado
em uma única ocasião.
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24 17 17

Outras diferenças podem ser discutidas,
quando se confrontam os resultados das
duas fases consideradas (tabela 3), situando-
se, em particular, no aspecto das freqüên-
cias das amostras Vi degradadas e Vi nega-
tivas, isoladas a partir de hemoculturas.

Por outro lado, analisando os dados con-
signados para as amostras oriundas de co-
proculturas, verifica-se uma quase homoge-
neidade da freqüência dos tipos envolvidos
nos dois períodos, ressalvando-se, sem maio-
res comentários, as discretas diferenças en-
contradas entre os lisotipos E 1 a e A.
Quanto ao comportamento bioquímico,

sedimentado no sistema classificatório de
Kristensen, obtiveram-se os resultados discri-
minados na tabela 4. Convém salientar que,
para uma melhor apreciação de cunho epí-
demiológico, esses dados da atividade fer-
mentadora foram associados àqueles encon-
trados na lisotipia.
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TABELA 4

Distribuição dos tipos termentativos segundo seus lisotipos

Tipos fermentativos

Lisotipos Tipo I Tipo II
e xilose positiva xilose negativa

Formas arabinose negativa arabinose negativa

N.O I % N.o
I %

De - - 97 51,79
Vi degradadas 1 0,53 48 25,63
E J a 23 12,28 - -
A 10 5,34

I

- -
Vi negativas 2 1,06 6 3,21

--- -

Total 36

Quanto aos tipos bioquímicos dos liso-
tipos de Salmonella typhi, nota-se que entre
as amostras de bacilos tíficos estudadas pre-
dominou o tipo fermentativo II (sem ação
sobre a arabinose e a xilose) , influenciado
extraordinariamente pela localização, nesse
biotipo, das culturas pertencentes ao liso-
tipo De e Vi degradadas, que representaram
acima de 75% das amostras examinadas.

TABELA 5

19,21 151 80,63

No que concerne à pesquisa da tetratio-
nato redutase, adotando o mesmo critério
de conjugar esses resultados aos da lisotipia,
observa-se uma destacada ocorrência das
amostras possuidoras da tetrationato redu-
tase, excetuando-se as culturas do lisotipo A,
que se mostram incapazes de desdobrar o
tetrationato (tabela 5):

Freqüência da tetrationato reâuiase entre as amostras estudadas

Tetrationato redutase
Lisotipos

Ie positiva negativa
Formas I

I
I
I

N.O I % N.o
I

%
I
! I

D6 97 51,79 - -
Vi degradadas 49 26,16 - -
E 1 a 23 12,28 - -
A - - 10

I
5,34

Vi negativas 8 4,27 - -
._---~._- !

TOTAL 177
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Finalmente, em relação à análise dos re-
sultados do comportamento das amostras
diante dos antibióticos e quimioterápicos,
tem-se a assinalar, como detalhe de maior
importância, a ausência de amostras que ti-
vessem demonstrado qualquer sinal de resis-
tência às concentrações de cloraníenícol,
ampicilina, kanamicina, hetacilina, cefaloti-
na, gentamicina, ácido nalidíxico, ácido oxo-
Iínico e colimicina, contidos nos discos. Sa-
lienta-se, no entanto, que 5 e 12 amostras,
respectivamente, evidenciaram resistência à
estreptomicina e à tetraciclina. Aquelas cul-
turas, rotuladas como estreptomicina resis-
tentes, caracterizaram-se em quatro oportu-
nidades como lisotipo D6 e, em uma, como
Vi degradada.

No que tange às amostras resistentes à
tetraciclina, anotaram-se oito como Vi de-
gradadas, duas do lisotipo E I a, reconhe-
cendo-se, em uma única ocasião, os liso-
tipos A e D6

DISCUSSÃO

O conhecimento sobre a ocorrência de
casos de febre tifóide no Estado de São
Paulo vem, de longa data, positivando-se de
maneira incontestável, principalmente após
as memoráveis pesquisas de LUTZ24,25. Em
suas observações, que remontam ao fim do
século passado, demonstrou esse notável
pesquisador, nos vários ângulos abordados,
como o anatomopatológico, o bacteríológí-
co e mesmo através do recurso sorológico
incipiente na época, a existência da doença
e o isolamento do agente etiológico, em indi-
víduos acometidos das então chamadas "fe-
bres paulistas".

Com o correr dos anos até os dias atuais,
inúmeros foram os surtos epidêmicos regís-
trados na capital ou em outros diferentes
pontos do Estado de São Paulo, como pode
ser atestado pelos minuciosos levantamen-
tos realizados sobre este assunto, por GAL-
VÃO et alii 14 e SCHMID 30. Observa-se, no
entanto, com base nessas análises retrospec-
tivas, que historiaram a casuística da maio-
ria dos grandes surtos de febre tifóide em
nosso meio, que raríssimas são as oportuni-
dades nas quais esses episódios, tanto aque-
les ocorridos em São Paulo, como em
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qualquer outra região do Brasil, tenham
também sido investigados detidamente sob
o prisma bacteriológico, excetuando-se tal-
vez, dessa condição, o trabalho de PACHE·
CO 28. Na realidade, os ensaios de labora-
tório, ligados ao problema da febre tifóide,
não se limitam apenas ao simples isola-
mento do agente etiológico mas, muito ao
contrário, propiciam hodiernamente elemen-
tos de extraordinário valor para o esclareci-
mento da implantação e da propagação do
bacílo tíríco em uma determinada área pes-
quisada, fundamentais para um estudo epí-
demiológico mais aprofundado.

Assim, condicionados sob essa premissa,
foram efetivados alguns estudos de caráter
tipicamente bacteriológico nas amostras de
Salmonella typhi, oriundas de um surto epi-
dêmico de febre tifóide irrompido no fim
de fevereiro de 1972,que se prolongou no ano
citado. A enfermidade atingiu membros cons-
tituintes da população do Parque Edú Cha-
ves, Jardim Brasil e Vila Sabrina, bairros
vizinhos e localizados na periferia do muni-
cípio de São Paulo.

Cumpre salientar que o maior número
das amostras analisadas originou-se dos
casos ocorridos no Parque Edú Chaves, co-
mo pode ser atestado pela sua distribuição
geográfica, esquematizada no mapa (fig. 4).
São também assinalados, no referido mapa,
outros pormenores como as fontes das quais
foram isoladas as amostras (hemoculturas e
coproculturas) e os lisotipos e formas reco-
nhecidas.

As localidades envolvidas no surto de
febre tifóide pertencem ao subdistrito de
Tucuruvi, que se acha situado ao norte do
município, tendo como detalhe topográfico
de maior importância a presença do rio Ca-
buçu, afluente da margem direita do rio
Tietê. Segundo uma estimativa extra-oficial,
a população da área, na qual ocorreu a epí-
demia, foi calculada aproximadamente em
100.000habitantes.

Baseados nos cálculos apresentados por
GALVÃO et alii 14 referentes aos coefi-
cientes médios de morbidade por febre ti-
fóide no município de São Paulo, durante o
período 1949-1953,conclui-se que o subdis-
trito de Tucuruvi, assim como as áreas Iimí-
trofes, representadas por Santana e Vila
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1. Lisotipo D6 4. Lisotipo A

5. Amostras Vi negativas2. Formas Vi degradadas

3. Lisotipo E 1 a

Fíg . 4 - Distribuição geográfica dos lisotipos caracterizados, na epidemia de
febre tifóide no Parque Edú Chaves, município de São Paulo.
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Maria, já ocupavam, naquela época, posições
das mais proeminentes na ocorrência desta
enfermidade.

Os resultados deparados nas caracteri-
zações bacteriológica e bioquímica das
amostras evidenciaram nitidamente um fe-
nômeno de rara ocorrência nos dias atuais,
pois demonstraram a presença concomi-
tante de três tipos fágicos (A, E I a e D6),
além de duas formas de Salmonella typhi
(amostras Vi degradadas e Vi negativas),
representados por dois tipos distintos de
natureza bioquímica, tanto na classificação
de Kristensen, como na pesquisa da tetra-
tionato redutase.

A existência de mais de um lisotípo Vi,
em uma epidemia de febre tifóide, contraria
frontalmente a teoria da origem unitária
desse acontecimento, exceção feita, quando
o mecanismo de transmissão for efetivado
através de um veículo contaminado por
águas de esgoto, provenientes principal-
mente de um grande centro populacíonal,
fonte por demais reconhecida como alberga-
dora de mais de um tipo fágico de Salmo-
nella typhi.

A irrupção de um pequeno número de
casos da doença, limitada a uma área, per-
mite ainda supor, não para essa eventuali-
dade analisada, a presença de um portador
na cadeia epidemiológica, que se caracte-
riza por eliminar, para o meio ambiente,
dois tipos fágicos aparentados de Salmo-
nella typhi, sendo que um, provavelmente,

propiciou a derivação do outro tipo, no pró-
prio organismo do portador. Este fenômeno
foi, inicialmente, estudado e comprovado
"in vitro" por ANDERSON 1, que em outro
minucioso trabalho, de publicação mais re-
cente 2, investigou e corroborou a transfor-
mação ocorrida no lisotipo 34 para o tipo A,
quando a amostra do fagotipo precursor,
isto é, tipo 34 foi introduzida artificialmente
em carnes enlatadas. Este acontecimento
veio a se constituir no elemento fundamental
para explicar o fenômeno da presença de
dois lisotipos na epidemia de Aberdeen, cujo
veículo, de disseminação, esteve representa-
do por tal alimento.

Um detalhe extremamente interessante
situa-se nos resultados da lisotipia das amos-
tras do Parque Edú Chaves, que propicia-
ram a caracterização do tipo fágico D6'Pode-
se, inclusive, afirmar que se tratou de um
achado surpreendente, com base sedímenta-
da nas investigações anteriores 16,17que,em
nenhuma oportunidade até então, tinham
possibilitado detectar o lisotipo D6 entre as
culturas de bacílos tíficos oriundas dos Es-
tados de São Paulo e da Guanabara.

Para uma comprovação e, por conse-
guinte, uma melhor avaliação dessa parti-
cularidade assinalada, são apresentados, na
tabela 6, os dados referentes à freqüência
dos diferentes lisotipos ocorrentes na região
que foi acometida com os casos de febre
tifóide, assim como, em áreas vizinhas, du-
ra.nte o período de 1966-1970.

TABELA 6

Lisotipos de S. typhi encontrados no Parque Edú Chaves, Jardim Brasil e áreas vizinhas
no período de 1966-1970.

Lisotipos

Localidades
Vi

Total

I
Degradadas

A , E I a
I

F 1 L 1 I + IV
I

I
t

Jardim Brasil 1 2 - 2 1

I
- 6

Tucuruvi 3 1 1 - - - 5
Guarulhos 3 - - - 1 - 4
Jaçanã 1 - - - 1 1 3
Edú Chaves 1 1 - - - -

I
2

Vila Medeiros - - - - 1 - 1

Total 9 4
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Em complemento à análise da lisotípla,
acrescenta-se que os resultados da caracte-
rização bioquímica dessas amostras revela-
ram, em sua totalidade, que aquelas perten-
centes aos tipos fágicos A,LI e I+IV classifi-
caram-se no biotipo lI, enquanto que os
lisotipos E 1 a e FI enquadraram-se no
biotipo 1. Sem uma única exceção, todas as
culturas evidenciaram a presença da tetra-
tionato redutase.

Convém todavia frisar que entre as
amostras provenientes de Salvador, Bahia
(dados a serem publicados), foram caracte-
rizadas algumas como pertencentes ao liso-
tipo em questão, deixando portanto bem
claro que, em certas áreas do Brasil, este
tipo fágico está presente. Ainda, em relação
a esse pormenor, destaca-se que o perfil bío-
químico das amostras do lisotipo D6' tanto
daquelas isoladas em São Paulo como as da
Bahia, foi idêntico, situando-se no biotipo lI,
da classificação de Kristensen (xilose e ara-
binose negativas) e demonstrando, na tota-
lidade, serem possuidoras da tetrationato
redutase.

Outro fato, digno de uma exposição por-
menorizada, reside no ponto figurado pelo
grande número de exemplares de amostras
consideradas impróprias para a lisotipia, re-
presentadas pelas culturas com o antígeno
Vi degradado. Pela possibilidade da caracte-
rização por meio das preparações adaptadas
do fago Vi lI, essas amostras criam extra-
ordinária dificuldade, ou mesmo, tornam-se
inadequadas a qualquer outra iniciativa
nesse campo, para a identificação de seus
lisotipos primitivos. No problema em pauta,
as nossas amostras, definidas como Vi de-
gradadas, podem ser admitidas como pro-
váveis descendentes do lisotipo D6' em
decorrência de apresentarem uma nítida
resistência à lise por ação dos fagos somá-
ticos (01, 02 e 03) de Felix e Callow, com-
portando-se, de modo idêntico, àquelas cul-
turas, reconhecidas no tipo fágico D6' Além
disso, salienta-se que os demais lisotipos
envolvidos na epidemia, E 1 a e A, demons-
traram ser sensíveis à ação lítica dos fagos
somáticos.

Aumentando ainda mais esta possibili-
dade de um vínculo mais íntimo entre os
lisotipos D6e as formas Vi degradadas, tem-
se a assinalar o detalhe da homogenia das

reações observadas na tipificação bioquí-
mica.

Finalmente, como em circunstância de
difícil refutação do elo entre as duas formas
de Salmonella typhi, pode-se alegar o isola-
mento do bacilo tífico nas duas vias pesqui-
sadas, isto é, do sangue e das fezes dos
mesmos doentes. Assim, em cinco indivíduos
acometidos de febre tifóide, as hemoculturas
efetuadas evidenciaram quatro vezes o liso-
tipo D6 e em apenas uma ocasião, a forma
Vi degradada. Já as coproculturas realizadas
nessas mesmas pessoas revelaram, somente
em duas oportunidades, o lisotipo D6' fi-
cando as três amostras restantes caracteri-
zadas como Vi degradadas. Corroborando
esta relação aventada, salienta-se que essas
culturas apresentaram idênticas reações nas
provas bioquímicas perpretadas. como tam-
bém, foram observados resultados pratica-
mente análogos nos antibiogramas.

Por sinal, este aspecto da transformação
"in vivo" do lisotipo D6 para formas Vi de-
gradadas pode ser arrolado como uma ten-
tativa para explicar o fenômeno da extrema
labilidade do antígeno Vi, demonstrado por
essas culturas. Desde o início, a grande
maioria das amostras se comportaram den-
tro do esquema sorológico da variação V-W
de Kauffmann, como espécimes cujo antíge-
no Vi estava em franca fase de degradação.

Aliás, à vista do problema exposto, exis-
tiria, além dos fatores normais que íntrínsí-
camente influenciam as alterações que
ocorrem nas estruturas antigênicas da Sal-
monella typhi, outro fator relacionado com
o isolamento de umas poucas colônias ou,
como na maioria das vezes ocorre, de uma
única, durante a fase de identificação e sua
posterior manutenção no laboratório. Desta
forma, na eventualidade do recolhimento de
uma colônia que por ventura estivesse na
fase inicial de perda da especificidade do
antígeno Vi, esta condição em semeaduras
posteriores implicaria e revelaria o domí-
nio de uma progênie com permanente defi-
ciência ou total desaparecimento do antí-
geno Vi.

A fim de contornar tal problema, An-
derson e FeIix enfatizam como ponto capital
para a observação plena das reações na liso-
tipia Vi que, de cada exame, sejam iso-
ladas pelo menos dez colônias de Salmo-

63



HOFER, E.; PESSOA, G.V.A.; MORAIS, J.S.; MELLES, C.E.A.; COLNAGO, E.J.; LACERDA,
M.D. & VILHENA, M.I. - Considerações sobre o estudo bacteriológico de amostras de Sal-
monella typhi isoladas em um surto epidêmico de febre tifóide ocorrido no município de São
Paulo, Brasil. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 34: 53-67, 1974.

nella typhi, na fase V, como também frio
sam a necessidade de que essas amostras
devem ser mantidas preferencialmente em
meio de Dorset ou Pai.

Contrastando a esta alteração verífi-
cada entre as amostras do lisotipo De e os
demais tipos fágicos envolvidos, principal-
mente, as culturas do lisotipo A evidencia-
ram um elevado grau de estabilidade do
antígeno Vi, refletindo-se pela predomínãn.
cia de amostras na fase V, mesmo após
terem sido efetuados alguns repiques, com
a finalidade precípua de visualizar a inten-
sidade da possível degradação deste antí-
geno de envoltório. Se antes não tinha sido
detectado na região o lisotipo D6' o mesmo
fato não ocorr-eu com os dois outros tipos
fágicos identificados, em particular o liso-
tipo E 1 a, cuja freqüência foi das mais
destacadas, em observações anteriores, apre-
sentando também uma perfeita identidade
no que concerne às r-eações bioquímicas.
Assim, agruparam-se essas amostras no bio-
tipo I, isto é, fermentando apenas a xilose
e todas foram capazes de desdobrar o tetra-
tionato.

Quanto às amostras do lisotipo A, reve-
laram certas particularidades bioquímicas
não muito comuns, quaís s-ejam, de se clas-
sificar no biotipo I e serem desprovidas da
tetrationato redutase. Embora esse porme-
nor de natureza bioquímica do lisotipo A
possa ser considerado como discreto, em
sua ocorrência normal, não é, no entanto,
totalment-e invulgar, pois em ensaios ante-
riores já foram consignadas culturas iso-
ladas no município de São Paulo, com tal
característica.

Com o recurso da verificação do compor-
tamento das amostras diante dos fagos so-
mátícos, possível se torna levantar a hipó-
tese de relacionar a filiação das seis cultu-
ras, definidas como isentas do antígeno Vi,
todas pertencentes ao mesmo tipo bioquí-
rnico (biotipo 11), como prováveis remanes-
centes do lisotipo D6'

Colocando em plano de discussão a for-
ma pela qual o lisotipo D6 tenha atingido
as proporções de tal importância no surto
epidêmico em estudo, pode-se considerar, em
primeiro lugar, que obviamente entre os
habitantes da região ou da circunvizinhança
estiveram presentes portador ou portadores
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deste lisotipo. Implica tal conjetura em
advogar qu-e talvez esses indivíduos tenham
adquirido e desenvolvido a enfermidade sob
uma forma assintomática, bem como é pos-
sível aventar a suposição de que se tenham
infectado em outras regiões do país, ou
mesmo, no estrangeiro. Por ora, todas essas
circunstâncias detalhadas podem ser consi-
deradas plenamente válidas, na tentativa de
explicar o aparecimento do lisotipo De que,
até então, não tinha sido assinalado no mu-
nicípio de São Paulo.

Em nosso meio. o lisotipo De foi reco-
nhecido apenas entre as amostras de ba-
cilos tíficos isolados em Salvador, Bahia.
como foi dito anteriormente, apesar de que
NICOLLE et alii 2í', com base em seus levan-
tamentos da distribuição geográfica mun-
dial, consideram-no como lísotípo semi-cos-
mopolita. Caracterizam ainda os autores
supracitados qu-e as áreas de maior inci-
dência do lisotipo D6 concentram-se no
Japão, no extremo-oriente; Marrocos e Se-
negal, no continente africano, e Peru e
Argentina, na América do Sul.

Também SCHOLTENS 31 descreve a pre-
sença freqüente do lisotipo De nas amostras
da Indonésia, inclusive tendo este fato uma
extraordinária repercussão na fórmula de
Lisotipia, determinada na Holanda, em ra-
zão dos antigos vínculos coloniais exist-entes
entre essas regiões.

Relativamente ao comportamento bio-
químico do lisotipo D6' após consulta dos
resultados encontrados por JUDE & NICOL-
LE 18 e PAVLATOU& NICOLLE 29, que em
síntese caracterizam-no como heterogêneo
em suas reações, verificou-se, entretanto, que
a maioria das amostras oriundas do extre-
mo-oriente apresentaram uma maior tendên-
cia em se classificar no biotipo n.

Quanto aos resultados da caracterização
bioquímica segundo Kristensen. tem-se ainda
a destacar fundamentalmente a presença do
biotipo I entre as amostras do tipo fágico
A. Sem dúvida alguma esse d-etalhe, aliado
a uma circunstância peculiar, que essas
culturas demonstraram na sua incapacidade
de desdobrar o tetrationato, constituiram-
se em elementos de substancial importância
para a sua nítida descriminação dos liso-
tipos -e das formas restantes envolvidos no
problema.
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Em pertinência a esse aspecto, salienta-
se, ainda, que em poucas ocasiões tais cul-
turas foram identificadas no município de
São Paulo, tendo como ponto contraditório,
que a maioria dessas amostras teve como
referência suas origens locais, muito dís-
tantes dentro do município, sem a menor
conexão com o Parque Edú Chaves e suas
áreas vizinhas.

Infere-se do exposto que as provas de
natureza bioquímica propiciaram, com seus
resultados, a possibilidade de estabalecer
nitidamente as diferenças existentes nos três
tipos fágicos caracterizados. Além disso, e
de modo peremptório, orientaram extraordi-
nariamente a concatenar o conceito de que
as amostras individualizadas como Vi degra-
dadas, e Vi negativas, representassem, em
sua quase totalidade, seqüelas de um liso-
tipo ancestral. provavelmente o tipo D6'

Finalmente, analisando os resultados
obtidos nas determinações efetuadas nos
antibiogramas, verificou-se que nenhuma das
amostras evidenciou qualquer sinal de re-
sistência ao cloranfenicol, ampicilina e heta-

cilína, fármacos rotineiramente utilizados
na terapêutica da febre tifóide. É ínteres-
sante discorrer sobre essa faceta, uma vez
que, em período idêntico ao surto de São
Paulo, ocorreu também no México uma epí-
demia de febre tifóide, de largas proporções
e que se caracterizou pelo elevado número
de culturas de Sulmonella typhi resistentes
a altas concentrações de cloranfenicol, tetra ..
ciclina e estreptomícína 8.

Cumpre salientar que, curiosamente, este
fenômeno da múltipla resistência do bacilo
tífico foi, inicialmente, reconhecido e des-
crito por ANDERSON & SMITH 3, em duas
amostras isoladas de ingleses que se conta-
minaram no México.
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SUMMARY: From February to May 1972, 187 Salmonella typhi
strains were isolated during an epidemic outbreak of typhoid fever in
the São Paulo area. Such cultures were analysed from several stand-
points such as a) serological, where they were classified as to the va-
riation of Vi antigens; b) bíochernical, where fermentative types were
established, based on the reactions with xylose and arabinose plus the
investigations of tetrathionate reductase; c) sensibility to antibiotics; d)
classification by Vi-phage typing ,

The results demonstrated a very unusual situation namely, the pre-
sence in an epidemic outbreak of typhoid fever. of three Vi-phage types:
D6' E I a and A, plus 2 biochemicaI types which are considered to be
inadequate for determínation with Vi Ir adapted phage types (Vi de-
graded strains and strains with no Vi antígens) .

DESCRIPTORS: Salmonella typhi; typhoid fever (São Paulo); bac-
teriophage.
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RESUMO: Descrevem-se neste artigo algumas características do di-
cloridrato de buclizina, um tranqüilizante e antí-histamínico usado em
composições farmacêuticas. Curvas de titulação e espectros de absorção
da substância pura são apresentados.

Descreve-se, também, uma técnica para determinação da substância,
quando livre, por simples titulação em meio não aquoso, com ácido
perclórico e cristal violeta como indicador, e técnica para determinação
por titulação espectrofotométrica, com ou sem purificação prévia por
lavagem com éter dietílico, e por cromatografia em camada delgada e
com leitura espectrofotométrica a 239 nm, em solução clorofórmica, ou
274 nm, em benzeno.

DESCRITORES: dicloridrato de buclízína, características; diclori-
drato de buclizina, determinação espectrofotométrica em medicamentos;
medicamentos, dicloridrato de buclizína,

INTRODUÇÃO

A buclizina é uma substância tranqüili-
zante e anti-histamínica, cujo nome quí-
mico é l-(p-tert-ButilbenziD-4-(p-cloro «-feníl-
benzil)piperazina. Comercialmente apresen-
ta-se sob a forma de dicloridrato, com a
seguinte fórmula estrutural:

Esta substância foi sintetizada inicial-
mente por MORREN 1 e, mais recentemente,
por CHUAN-MING et alii2• Suas proprie-
dades físicas e químicas são muito pouco
conhecidas; está inscrita no Index iMerck,
8a ed., p. 172,onde encontramos cue o ponto
de fusão do dicloridrato é de 230 a 240°C
e o da base livre é de 217 a 220°C, como des-
crito por MORREN, em sua patente.

Em relação aos métodos de dosagem,
também pouco registra a literatura; CIAC-
CIO et alii 3 e RINK et alii 7 verificaram
que a substância é titulável em meio não

* Realizado no Departamento de Controle de Qualidade da Laboratil S.A. - Indústria Farma-
cêutica, São Paulo, S. P .

'"* Do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S. P.
** * Da Laboratil S.A. - Indústria Farmacêutica.
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aquoso por ácido perclórico, verificando o
primeiro que a buclizina apresenta um ponto
de viragem em meio acético e dois em ace-
tonitrila, comportando-se, em meio acético,
como substância dibásica; apresenta, em
seu trabalho, curvas de neutralização deter-
minadas potenciometricamente. Rink et alii
descrevem uma técnica para a mesma do-
sagem potenciométrica, e outra usando o
cristal violeta como indicador, com o ponto
de viragem para o azul, em meio benzeno-
acético.

BLAZEK et alii 1 separaram a bucli-
zina de outros anti-histamínicos por croma-
tografia em coluna, depois de extrair a mis-
tura, de preparados farmacêuticos, com
álcool a quente, e titulagem da base livre
potenciometricamente com ácido clorídrico
0,1 N.

Uma tentativa de dosagem da buclizina
por cromatografia em fase gasosa é descri-
ta por SMITH & CARLSON8, que trans-
formaram a buclizina em éter trimetil-síli-
co, que é facilmente volatilizável e estável.

A literatura registra métodos para sepa-
ração e identificação deste e de outros anti-
histamínicos por cromatografia em camada
delgada, em trabalhos elaborados por FI-
KE 4, FIKE & SUNSHINE ", SUNSHINE et
alii 9 & ZINGALES 10. Todos esses autores
descrevem técnicas para a separação de uma
série de anti-histamínicos, incluindo a bucli-
zina, através de vários solventes. Reagentes
para identificação e os Rf também são des-
critos.

Descrevemos em nosso trabalho algumas
características e métodos para o controle
do produto comercial e uma técnica para a
determinação da buclizina em produtos far-
macêuticos, tais como comprimidos, cápsu-
las e suspensões.

MATERIALE MÉTODOS

1. Características da buclizina

O produto comercial apresenta-se sob
a forma de dicloridrato, o que é compro-
vado pela dosagem do cloro potenciometri-

* Combi-titulador Methron.
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camente; é praticamente insolúvel em água,
pouco solúvel em álcool e em benzeno, so-
lúvel em álcool a quente, e muito solúvel
em clorofórmio. Purificada por recristali-
zação em álcool-água, ou álcool-água em
meio clorídrico, apresenta-se sempre co-
mo monocloridrato. A figo 1 reproduz a
curva de titulação do cloro no produto co-
mercial e no recristalizado, onde se observa
claramente a composição dos respectivos
cloridratos* .

+ 300
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.~ + 100

~
o

,00 ---------

4 10

ml Ag N0
3

0,1 N (F o I, o 255)

Comercial (151,Omg)

Purificado (165,Omg)

Fig. 1 - Dosagem de cloretos no diclori-
drato de buclizina na amostra comercial e

na purificada.

rn l de HCI0
4

O,IN (F;; O,977)

Fig. 2 - Titulação do dicloridrato de bu-
clizina com ácido perclórico O,lN (265,4mg) ,
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Fig. 3 - Absorbância do dicloridrato de buclizina (a) e monocloridrato de
buclizina purificada (b) em clorofórmio (50 lLg/ml).
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72

No n ô met r os



PREGNOLATTO, W. & PISSATTO, N. L.
titulação espectrofotométrica em produtos
1974.

Características da buclizina e determinação por
farmacêuticos. Rev. Inst. Adolfo Lute, 34: 69-77,

2. Métodos de determinação

A buclizina pode ser determinada por
volumetria (títulação em meio não aquoso
por ácido perclórico) ou por métodos espec-
trofotométricos; a figo 2 reproduz a curva
de titulação em meio não aquoso com ácido
perclórico e a figo 3 reproduz os espectros
de absorção, em clorofórmio, do produto
comercial e do recristalizado; ambos apre-
sentaram máximo em 260 e 239 nm e mí-

nimo em 225 nm, com E i~:n= 103,6e 95,6

a 260 e 239 nm, respectivamente.
A figo 6 reproduz o espectro no infra-

vermelho do produto comercial, obtido em
espectrofotômetro*, pastilha de Kbr. O
ponto de fusão do produto comercial situa-
se entre 210-225°Ce o do purificado entre
232,5-247,5°C.

2. 1 Determinação por titulação com
ácido perclórico

Pese cerca de 0,250 g do produto,
transfira para frasco de 300 ml, dissolva
em 100 ml de ácido acético glacial pre-
viamente tratado com anidrido acético, adi-
cione 10 ml de solução de acetato de mer-
cúrio a 6% p/vem ácido acético, e 3
gotas do indicador cristal violeta a 1%
pyv em ácido acético glacial.

Titule com ácido perclórico 0,1 N em
solução acética até viragem para verde.
Cada ml de ácido perclórico 0,1 N equi-
vale a 25,297 mg de dicloridrato de bu-
clizina.

2.2 Determinação espectro jotométrica em
comprimidos, cápsulas e suspensões.

a) Em comprimidos e cápsulas

O teor de buclizina em especialidades
farmacêuticas na forma de comprimidos e
cápsulas contendo, além de buclizina, vita-
minas Bl, B2, B6, carnitina e nicotinamida,
foi facilmente determinado por processo di-

* Perkin Elmer 137-B.
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Fig. 5 - Absorbância da buclízína em

benzeno (50 ug/ml).
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reto de extração da buclizina com cloro-
fórmio e leitura em espectrofotômetro*.

Foram triturados em almofariz 10 com-
primidos de buclizina, ou o conteúdo de 10
cápsulas 02,5 mg de buclizina por uni-
dade). Uma alíquota do pó contendo teo-
ricamente 5mg de buclizina foi transferida
para balão volumétrico de 100 ml e junta-
ram-se 50 ml de clorofórmio. Agitou-se forte-
mente o balão por cinco minutos, com-
pletou-se o volume com clorofórmio e homo-
geneízou-se, A solução foi, em seguida, fil-
trada por papel e a absorbâncía determi-
nada em 239 nm, em cuba de 1 em, e cloro-
fórmio como branco.

Uma prova em branco foi inicialmente
feita com a mistura das mesmas substân-
cias nas mesmas concentrações. A figo 7
reproduz o perfil do extrato clorofórmico
dessa mistura nas condições ante riomente 0,4
descritas.

b) Em suspensões

Os preparados analisados continham,
além da buclizina, carnitina, vitaminas B1,
B2, B6, nicotinamida, ácido glutâmico, glí-
cerofosfato de cálcio, conservadores, eloreto
férrico. Nesse caso, o solvente ideal para a
extração da buclizina foi o benzeno, por
ser seletivo. Nenhuma purificação prévia foi
necessária.

Uma alíquota do produto que continha
teoricamente 5mg de buclizina foi transfe-
rida para balão volumétrico de 100 ml, jun-
taram-se 50 ml de benzeno e agitou-se forte-
mente por 10 minutos, completou-se o vo-
lume com benzeno, homogeneízou-se e fil- 0, I
trou-se, Determinou-se a absorbância a
274 nm, usando cuba de 1em e benzeno
como branco. Cuidado especial foi tomado
com as cubas, que devem ser do tipo de
fechamento perfeito.

Em alguns casos de suspensões com fór-
mulas completamente desconhecidas, uma
purificação prévia foi necessária. Umas
vezes, uma simples purificação por extra-
ção com éter dietílico foi suficiente; ou-
tras, purificação cromatográfica em cama-
da delgada tornou-se necessária.

o 0,3
ü
c
<o
..o
•...
o
Ul..o
<!

0,2

0,6

0,5

250 300 350

Fig. 7 - Absorbância do dicloridrato de
buclizina em medicamentos (50 llg/ml).

Nonômetros

* Varian, modo 635 com registrador.
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2.3 Purificação por cromatoçratia em
camada delgada

A buclizina foi separada por cromato-
grafia em camada delgada, usando-se o sis-
tema IV, descrito por Zingales. A placa foi
observada sob luz ultra-violeta e a mancha
que apareceu a um Rf 0,89foi raspada, eluí-
da em clorofórmio e determinada espectro-
fotometricamente, como já descrito para
comprimidos. Provas de recuperação por
adição de quantidades conhecidas de bucli-
zina em produtos desta classe foram feitas
e a recuperação ficou situada ao redor
de 98%.

RESULTADOS E DISCUSSÕES

A buclizina, quando pura, pode ser facil-
mente dosada por titulação em meio acético
com ácido perclóríco. usando-se cristal vio-
leta como indicador, tomando-se como ponto
de equivalência a viragem para o verde. Essa
afirmação se baseia em provas que efetua-
mos titulando a substância potenciometrica-
mente em presença do indicador. Vê-se, na
figo 2, que o ponto de equivalência cor-
responde a 10,6ml de ácido perclórico 0,1 N
(F. 0,9779)para uma amostra de 265,4mg e,
exatamente neste ponto, o indicador virou
para o verde.

Em misturas, a buclizina pode ser do-
sada por extração direta em benzeno ou clo-
rofórmio e determinada espectrofotometrica-

mente ou, às vezes, a dosagem depende de
uma prévia purificação, que tanto pode ser
uma simples extração de interferentes com
éter dietílico, ou separação cromatográfica.

Tentativas foram por nós feitas para a
extração da buclizina, contida em produtos
farmacêuticos, com etanol absoluto e pos-
terior determinação espectrofotométríca.
Apesar de trabalharmos com pequenas quan-
tidades de substância, a extração etanólica
nunca se mostrou quantitativa, quando com-
parada com as extrações clorofórmica ou
benzênica. Devemos ainda acrescentar que,
para misturas complexas, o benzeno, seguido
do clorofórmio, mostraram-se sempre agen-
tes de extração muito mais seletivos.

Usando a técnica descrita, determinamos
a buclizina em uma série de produtos com
ou sem fórmula completa conhecida, sem-
pre com resultados satisfatórios. Na tabela
abaixo estão relacionadas as diferentes
classes desses medicamentos; os da clas-
se A são produtos cuja composição com-
pleta não era conhecida e dos quais a bucli-
zina foi extraída e determinada diretamente
em clorofórmio, não necessitando purifica-
ção prévia cromatográfica; os da classe B
são os mesmos produtos da classe A, mas
que necessitam uma prévia purificação por
cromatografia. Os da classe C são de fór-
mula completa conhecida, dos quais a bucli-
zina foi extraída e determinada em benzeno.
Os da classe D são de fórmula completa
conhecida, nos quais a buclizina foi extraída
e determinada diretamente em clorofórmio.

Teores de dicloridrato de buclizina em diferentes classes de medicamentos

Teor de dicloridrato de buclizina
Classe N_o

do de médio Variação
declarado encontrado máximo-mínimoproduto amostras mgjdose mgjdose mgjdose

A 5 5,0 5,09 5,27 - 4,93
B 12 10,0 10,10 10,22- 9,84
C 25

I
5,0 4,94 5,01 - 4,75

D 5 12,5 13,14 13,9 - 12,50
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PREGNOLATTO,W. & PISSATO, N.L. - On the characteristics of bucli-
zine dihydrochloride and its detection through spectrophotometric
titration. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 34: 69-77,1974.

SUMMARY: Some characteristics of the buclizine dihydrochloride,
a tranquilizer and anti-histaminic agent used in pharmaceuticals, are des-
cribed in this work. Titration curves and absorption spectra of the plain
substance are also shown herein ..

It is described as well a technic for detecting the substance, when
free, through a simple titration with perchloric acid in a non-aqueous
medium and violet crystal as indicator. Further it is described a technic
for detecting the substance through spectrophotometric titration with
or without previous purification by diethyl ether washing, and through
thin-layer chromatography, with absorbance readings either at 239 nm
in chloroformic solution or at 274 nm, in benzene.

DESCRIPTORS; buclizine dihydrocloride, characteristics; buclizine
dihydrocloride, spectrophotometric determination in pharmaceuticals;
pharmaceuticals, buclizine dihydrocloride.
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LARA,W.H. & YABIKU, H.Y. - Método para identificação de sorbi-
tol por cromatografia em camada delgada. Rev. Inst. Aâoljo Luiz,
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RESUMO: Ê descrito um método de cromatografia em camada
delgada para identificação do sorbitol, em presença de seus possíveis
contaminantes (rnanítol, maltose, glicose, xilose, frutose, sacarose) . O
solvente é uma mistura de água, propanol e acetato de etila e Ü' revela-
dor, uma solução de permanganato de potássio.

O método detecta até 0,5 /.Lgj /.LI de sorbitol e separa nitidamente
até 5% de manitol em sorbitol.

DESCRITORES: sorbitol, identificação; cromatografia em camada
delgada, na identificação e separação do sorbitol.

INTRODUÇÃO

Sorbitol é empregado como aditivo para
alimentos; tem o uso em balas e produtos
similares, em recheios e revestimentos de
produtos de confeitaria e em produtos die-
tétícos, regulamentado pela atual legis-
laçãos. Como umectante, mantém condições
de umidade que impedem a cristalização do
açúcar, tornando maior o período em que
certos doces ficam armazenados. Nos pro-
dutos dietéticos, é empregado porque, tendo
o mesmo valor calórico que o do açúcar, é
entretanto assimilado mais vagarosamente
no trato intestinal, devido a se transformar
mais em frutose que glicose sob a ação das
enzimas hepátícast.

Quimicamente é um hexahídroálcool, en-
contrado na natureza em frutas de rosáceas

(pera, maçã, pêssego, ameixa). Foi isolado,
em 1872,por J. Boussingault de uma fruta
das montanhas (espécie Sorbus), Após a
introdução, em 1937, de métodos de obten-
ção por redução eletrolítica da glícose e,
mais recentemente, por hidrogenação cata-
lítica de glicose ou de açúcar invertido, pas-
sou a ser produto bastante accessível e
utilizado em maior escala: novos produtos
a ele relacionados, as sorbitanas (Spans) ,
são misturas de ésteres de sorbitol com áci-
dos graxos e também são utilizados na
tecnologia de alimentos.

Sorbitol pode apresentar vários conta-
minantes ligados ao tipo de obtenção. Assim,
manitol, glícose, sacarose e frutose são pos-
síveis contaminantes de sorbitol.

A prova qualitativa para sorbítol, cons-
tante da Farmacopéia Americanas, baseada

Realizado na Seção de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P.
"" Do Instituto Adolfo Lutz.
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no ponto de fusão do derivado benzelidêni-
co, além de demorada, não distingue as
impurezas potenciais.

Uma revisão dos métodos analíticos foi
feita em 1971 por EGAN & COLLINS5. Ou-
tros métodos de identificação de sorbitol,
tais como cromatografia de papelê, e gás",
são bons mas demorados, sendo que as
técnicas de cromatografia em camada del-
gada oferecem vantagem pela rapidez e sim-
plicidade. Muítos têm sido os sistemas em
camada delgada propostos ultimamente,
variando os adsorventes e solventes empre-
gados. Em alguns casos, agentes comple-
xantes foram usados para modificar o ad-
servente. DE SIMONE & VICEDONIM04
propuseram o uso de um meio alcalino e
nitrato de chumbo Ir para a separação dos
poliálcoois. COLES JR. & UPTON3 usam
água como fase móvel em placas de sílica
gel G, enquanto que TICKHOMIRA et alii9
empregam placas com CaS04 e ácido sul-
fúrico (1:1) como revelador.

Investigando a aplicação destes méto-
dos e comparando-os, introduzimos modifi-
cações em relação à fase móvel e tratamen-
to prévio da placa. Resultou um método
não só para identificação do sorbitol, como
capaz de separar os seus possíveis contami-
nantes, simples e rápido.

MATERIAL E MÉTODO

Material

Aparelho para preparação de placas para
cromatografia em camada delgada

Placas de vidro de 20 x 20 x 0,3 em para
C.C.D.

Cuba de vidro para C.C.D.
Sílica Gel G (tipo 60) *
Solução de tetraborato de amônio a 1%
Solvente: propanol - acetato de etíla -
água (3:2:5)
No momento de usar, adicionar 0,1 ml
de hidróxido de amônio para cada
100 ml da mistura.

Revelador: solução de permanganato de
potássio a 0,35% em hidróxido de só-
dio 1 N

Soluções padrão de poliálcoois
Solução a 0,1% de sorbitol, manitol,
maltose, glícose, xilose, frutose, sacarose

* Merck
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Preparação das placas

Agitar vigorosamente sílica gel com
água, na proporção de 12 g para 24 ml e
aplicar às placas de vidro na espessura de
250 11. Secar ao ar, de 10 a 15 minutos e
depois deixar 30 minutos em estufa a 1100C.
Retirar da estufa, resfriar ao ar e imediata-
mente pulverizar com a solução de tetra-
borato de amônio a 1%. Secar ao ar e
usar.

Procedimento

Aplicar alíquotas de 5)tl das soluções
padrão de manitol, sorbitol, frutose, glicose,
mal tose, xilose, sacarose e da amostra pre-
parada. Correr com o solvente até atingir
aproximadamente 14 em de altura na placa.
Retirar da cuba e secar à temperatura am-
biente. Pulverizar com o revelador. Os po-
liálcoois (sorbitol, manitoD aparecem como
manchas amarelas sobre fundo rosa. Com
o tempo, tornam-se brancos sobre fundo
castanho claro.

RESULTADOE DISCUSSÃO

Com o procedimento acima descrito
conseguiu-se ótima separação dos contami-
nantes usuais do sorbitol, o que é eviden-
ciado pelos valores de Rf que são dados na
tabela seguinte, que correspondem à média
de valores obtidos em sete diferentes cor-
ridas:

Valones de Rf x 100 de sorbitol e
contaminantes potenciais

Políálcoois Rf x 100

Sorbitol 33
Manitol 41
Frutose 46
Xilose 54
Glucose 64
Maltose 69
Sacarose 75

Este método identifica e separa até 5%
de manitol em sorbitol e serve à identifica-
ção de sorbitol até 0,5 Jjg/ ul,
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Comparado aos métodos de cromato-
grafia em camada delgada descritos na li-
teratura, este apresenta vantagens quanto
ao revelador que é uma solução de fácil
obtenção. Em relação ao método de Coles
& Upton, que usa igual revelador, apresenta
a vantagem do solvente.

CONCLUSÃO

O método proposto é simples e especí-
fico, servindo ao controle da presença de
sorbitol, em produtos de confeitaria e die-
téticos, ao mesmo tempo que o distingue
de outros possíveis poliálcoois e açucares.
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LARA, W.H. & YABIKU, H.Y. - Thin-Iayer chromatography method
for identification of sorbitol. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 34: 79-81, 1974.

SUMMARY: A thín-Iayer chromatography method for identification
and separation of sorbítol from its contaminants (mannitol, maltose,
glucose, xylose, fructose, sucrose) is described.

The solvent used ís a mixture of water, propanol and ethyl acetate
and the spray reagent is a solution of potassium permanganate.

Method detects up to 0.5 Ilg/ III of sorbitol and clearly separates up
to 5% of mannitol from sorbitol.

DESCRIPTORS: sorbitol, identification and separation; thín-layer
chromatography, identification and separation of sorbitol.
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PESSÔA, S.B. - Notas sobre alguns parasitas de ratos silvestres do
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RESUMO: E assinalado o encontro em ratos silvestres, do Estado
de São Paulo, Brasil, dos seguintes parasitas:

1. Entamoeba histolytica, em 3 espécies de Oryzomys, determinan-
do lesões do intestino grosso;

2. Hepatozoon sp., encontrado em esfregaço de medula óssea, tam-
bém em espécie do gênero Oryzomys.

3. Haemobartonella muris, no sangue de várias espécies dos gêne-
ros Oruzomus, Nectomus e Clyomys. No sangue de Nectomys squamipes,
além da Haemobartonella muris, foi encontrado o Eperythrozoon sp.

4. Em esfregaços de sangue do Proechmys iheringi, foi encontrado
Trypanosoma renjijoi Deane, 1961.

5. No pulmão do Akodon (Thaptomys) nigrita foi encontrada uma
larva do 6:° estádio do Porocephalus crotali.

DESCRITORES: parasitas em ratos silvestres; ratos silvestres
(São Paulo); Akotion (Thaptomys) nigrita; Clyomys sp.; Neciomps sp.;
Nectomys squamipes; Oryzomys sp.; Proechrnus iheringi; Entamoeba
histolytica; Eperythrozoon sp.; Haemobartonella muris; Hepatozoon sp.;
Porocepiuüus crotali; Trypanosoma renjitoi Deane, 1961.

INTRODUÇÃO mos o sangue de cerca de 500,e o sangue e
a medula óssea de cerca de 200. Separamos
alguns que nos pareceram doentes, para a
pesquisa de protozoários intestinais e foi
ocasionalmente que encontramos em um
deles uma larva de Porocephalús crotali,
no pulmão.

Graças à boa vontade do Dr. Oscar S.
Souza Lopes, Chefe da Seção de Vírus
Transmitidos por Artrópodos do Instituto
Adolfo Lutz, realizamos algumas pesquisas
sobre parasitas de ratos capturados no cam-
po, para estudo daquela Seção.

As nossas observações limitaram-se qua-
se que exclusivamente à pesquisa de hemo-
parasitas dos roedores, dos quais examina-

Pensamos ser agora oportuno relatar
estes trabalhos, por não termos a intenção
de prosseguí-los.

* Realizado na Seção de Vírus Transmitidos por Artrópodos do Instituto Adolfo Lutz, São
Paulo, S.P.

"'" Assistente voluntário do Instituto Adolfo Lutz.
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MATERIAL E MÉTODOS

Os ratos silvestres foram capturados
em diversas estações de campo mantidas
pela Seção de Vírus Transmitidos por Ar-
trópodos; o sangue foi extraído assética-
mente do coração e feitos esfregaços em
lâminas; na mesma ocasião foram feitos
esfregaços da medula óssea; o material era
em seguida fixado pelo metanol e corado
pelo Giemsa. Em relação às tezes, foram
examinadas a fresco e após coloração pelo
lugol; havendo indicação, eram fixadas pelo
líquido de Schaudinn e coradas pela hema-
toxílína férrica. Fragmentos de órgãos pa-
rasitados eram fixados no formol a 10% ou
no fixador de Bouin, incluídos em parafina
para cortes histológicos.

RESULTADOS

1. Amebíase espontânea de ratos silves-
tres do gênero Oryzomys, pela Entamoeba
histolytica Schaudinn, 1903.

E bem conhecido o fato de o rato ca-
seiro ou ratazana (Rattus rattus) sofrer es-
pontaneamente de disenteria amebiana se-
melhante à que ocorre no homem. Foi
LYNCH13um dos primeiros pesquisadores
a encontrar o Rattus rattus com disenteria
amebiana espontânea. O parasita dos mu-
rídeos, nestes casos, não se distingue da E.
histolytica e JONESll servia-se destes ani-
mais infetados no laboratório para pesqui-
sas farmacológicas de substâncias amebící-
das. NEAL14, por sua vez, empregou o
rato para o estudo da virulência das diver-
sas raças da E. histolytica.

Mas, o encontro de ratos silvestres,
apresentando espontaneamente um síndro-
me de disente ria amebiana com a E. histo-
lytica nas fezes, parece-nos não ter sido
relatado entre nós; no estrangeiro tem sido
assinalada, com certa freqüência, a infecção
espontânea de ratos caseiros pela E. hisio-
lytica, porém não conseguimos achar o re-
gistro de ratos silvestres sofrendo de dísen-
teria amebiana espontânea.

Ê por isso que julgamos de interesse o
relato do encontro de três ratos silváticos
do gênero Oryzomys (a espécie não foi
determinada), todos os três capturados no
campo, no local denominado "Floresta Es-

tadual de rtapetininga", situado a cerca de
18 km desta localidade. Um exemplar foi
capturado em 9 de outubro de 1973 (n.o
25.718) e dois outros em 19 do mesmo mês
e ano (n.o 25.940 e 25.941). O fato de apre-
sentarem disenteria e sangue nas fezes le-
vou-nos ao seu exame parasitológico, com
o encontro de amebas com os caracteres
da E. histolytica, com formas vegetativas e
císticas nas fezes de todos eles (fig. 1, 4,
5 e 7).

Examinamos a mucosa do intestino
grosso e em todos encontramos ulcerações
superficiais da região em apreço; pelo exa-
me histológico verifica-se a necrose da ca-
mada glandular (ratos 25.940 e 25.941, figo 6
e 8), até o córion, e nas figo2 e 3 percebe-se
uma ameba na porção superficial da mucosa
do grosso intestino que se mostra erodida
e necrosada (rato 25.718). O fígado de todos
os exemplares apresentava-se aparentemente
normal.

Vê-se, por conseguinte, que nos três
roedores as lesões encontradas nas infec-
ções espontâneas são também de natureza
superficial, como tem sido assinalado por
vários autores em relação às infecções ex-
perimentais (FAUST 8).

Como foi relativamente pequeno o
número de exemplares de ratos por nós
examinados para a pesquisa de lesões ame-
bianas, é de causar surpresa o encontro
destes três animais com parasitismo tão no-
tável pela E. histolytica. Pensamos que este
é um campo digno de maiores pesquisas,
pois é bastante obscura a fonte de infecção
de ratos silvátícos, capturados longe de
qualquer habitação humana, por raça de E.
histolytica de virulência bastante evidente.
Deve-se também levar em consideração os
antigos, porém importantes, trabalhos de
LYNCH 13 e CHIANG 2 sobre a possibilida-
de de os ratos (os autores se referem aos
ratos das cidades) se comportarem como
portadores ativos da E. histolytica e por
conseguinte como disseminadores da ame-
bíase.

Finalmente queremos observar que ra-
tos silvestres são freqüentemente parasí-
tados pela Entamoeba muris, espécie não
patogênica e própria de murídeos. Exami-
namos vários roedores assim parasitados
sem nunca encontrarmos lesões do intes-
tino, como as anteriormente descritas.
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2. Hepatozoon sp., do Oryzomys sp.

Apesar de termos examinado o sangue
e medula óssea de um total de 700murídeos
silvestres (de 500 o sangue e de 200 o san-
gue e a medula óssea), somente encontra-
mos um único com Hepatozoon na medula
óssea. Tratava-se de um Oryzomys sp. cap-
turado na Floresta Estadual de Itapetininga.
O parasita achava-se situado no interior de
um polimorfonuclear da medula óssea, dan-
do a impressão de estar na c:iv~são(fig. 9 e
10). Esta raridade de hemoparasita mostra-
nos a falta de transmissor entre os ratos
silvestres; quanto à espécie do Hepatozoon,
não nos foi possível determiná-la, pois atual-
mente se admitem várias espécies do espo-
rozoário parasitando murídeos (KUDO 12,

1962), como por exemplo o H. muris (Bal-
four, 1905), o H. musculi (Portar. 1907), etc.
A transmissão de rato a rato (Mus norve-
çicus e Mus rattus) se dá por intermédio do
Echinolaelapis echidninus.

3. Haemobartonelia e Eperythrozoon

Infecções naturais pela Haemobartonel-
la muris (Mayer, 1921), foram por nós en-
contradas em várias espécies de ratos sil-
vestres, como no Nectomys squamipes,
capturado no Rio Guaratuba; no Oryzomys
sp., no Clyomyslaticeps, capturados na
Floresta do Estado, Itapetininga (fig. 11
e 12).

Também no rato Nectomys squamipes
diagnosticamos um parasita do sangue que
nos parece ser o Eperythrozoon sp. (Fig.13).

Como se sabe, a diferenciação morfoló-
gíca deste parasita para com a Haemobar-
tonella é difícil e se baseia, segundo GRIE-
SEMER 9, principalmente no fato de este
último hemoparasita não possuir forma
ovóide ou em anel (fig. 13). Aliás, o Epe-
rythrozoon foi visto unicamente no Necto-
mys squamipes, ao contrário da Haemobar-
tonella que foi encontrada em várias espé-
cies de murídeos. Assim é que CARINI &
FONSECA 1, em 1943, registraram o encon-
tro de Grahamellas em exemplares de Nec-
tomys squamipes, capturados em São Paulo,
e em exemplares de Oryzomys sp. prove-
nientes de Minas Gerais.
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4. Trypanosoma do Proechmys iheringi
(Trypanosoma renjito: Deane, 1961).

DEANE 4, 5 descreveu este tripanosoma
em um rato do gênero Proechmys da re-
gião amazônica brasileira (Proechmys caye-
nensis ).

Anteriormente, RENJIFO & MOIBE 16

assinalaram, porém sem dar nome, um trí-
panosoma, provavelmente idêntico ao T.
reniiioi, parasitando outra espécie do mes-
mo gênero de ratos, o Proechmys guyan-
nensis, da Colômbia.

O nosso esfregaço de sangue foi exami-
nado por Deane que confirmou -O diag-
nóstico.

As dimensões dos nossos exemplares
nos parecem um pouco menores do que as
médias dadas por HOARE 10 para a espécie
pois alcançaram no máximo 23 mícrons de
comprimento.Também notamos que os trí-
panosomas nos esfregaços parecem ter a
tendência de se colocar em fileiras de 2 e 3
organismos (fig. 14 e 15).

Devemos notar que, apesar de termos
examinado o sangue de mais de 700 ratos
selvagens, somente encontramos um animal
(Proechmys iheringi) parasitado por tripa-
nosomas. Parece-nos que isto vem mostrar,
como acentuamos anteriormente, a falta de
ectoparasitas transmissores, provavelmente
pulgas, nos ratos silvestres de São Paulo.

5. Larva de porocephalus crotali (Hum-
boldt, 1808): Pentastomida, no pulmão do
rato silvestre - Akoãon (Thaptomys) ni-
grita.

No pulmão de um rato selvagem-Ako-
don (Thaptomys) nigrita - capturado em
Casa Grande (Reserva do Rio Claro), no Mu-
nicípio de Salesópolis (murídeo n.O 21.856),
encontramos no pulmão uma larva dentro de
uma cápsula, que identificamos como sendo
larva de 6.° estádio do Porocephalus crotali
(fig. 16). A identificação desse organismo
foi facilitada pelo excelente trabalho de
ESSLINGER 6 que nele estuda minuciosa-
mente o desenvolvimento do P. crotaii. Este
6.0 estádio constitui a larva infecciosa, a
qual sendo ingeri da pelo hospedeiro defini-
tivo (em geral uma serpente) transforma-se,
no pulmão do ofídio, no verme adulto. A
ninfa do 6.0 estádio é encontrada encapsu-
lada, e se acha dentro da cápsula enrolada
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sobre si mesma, de modo que as extremi-
dades anterior e posterior se tocam. Quan-
do a cápsula é fendida a ninfa se liberta, e
torna-se bastante ativa. O comprimento do
corpo da nossa ninfa, livre, é de cerca de
12mm e a espessura no centro do corpo, de
1,5 mm. Os ganchos bucais têm a mesma
aparência dos do adulto do Porocephalus.
O pulmão do rato não se apresentou muito
lesado conforme se pode ver pelas microfo-
tografias (fig. 17 e 18). O parênquina mos-
tra-se congestionado e pode-se notar a exis-
tência de uma pequena infiltração ao redor
dos bronquíolos. Pode-se assinalar uma
pequena área hemorrágica no ápice do
pulmão (fig. 17).

Por conseguinte, fica assinalado o en-
contro de uma ninfa do P. crotali no pulmão
de um rato selvagem do Estado de São
Paulo. Ao que nos consta, até hoje no Bra-
sil, apesar de terem sido evidenciados fre-
qüentemente os parasitas adultos em ser-
pentes, seus hospedeiros intermediários
têm sido menos encontrados. Recentemente
REGO e VICENTE 15 relataram o encontro
de formas evolutivas do P. crotali no fígado
do quati (Nasua narica) e citam que L. Tra-
vassos (1943) o encontrou na cuíca (Chiro-
nectes minimus). Como não temos conhe-
cimento de terem sido encontradas larvas
de Porocephalue crotali em espécies de
ratos silvestres do gênero Akodon, julgamos
justificada a publicação desta nota.

Fíg. 1 - Entamoeba histolytica (forma ve-
getativa) - Intestino do Oryzomys
sp. (n,v 25.718); notar as duas
hemáceas fagocitadas no interior
da ameba e o pseudópode no
lado esquerdo da microfotogra-
fia, 1.000 X. (Coloração hemato-
xilina-férrica) .

Fig. 2 - Corte do intestino do Oryzomys
sp. (n.o 25.718). Notar descama-
ção e erosão glaudular; no tecido
vê-se uma ameba. (Coloração he-
matoxilína-eosina) .

Fig. 3 - O mesmo, com maior aumento
(1.000X), para mostrar a ameba.
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Fig. 4 - E. histolytica (forma vegetativa) - Intestino do Oryzomys sp. (n."
25.940); notam-se os pseudópodos grossos. (Coloração hematoxilina
férrica) .

Fig. 5 - E. histolytica (forma cística) - Oryzomys sp . (n.o 25.940); cisto com
um núcleo, l. 000 X. (Coloração Lugol).

Fig , 6 - Corte do intestino de Oryzomys sp. (n.o 25.940). Segmento normal,
para comparar com o segmento lesado. (Coloração hematoxilina-eosina).

Fig. 7 - E. histolytica (forma cística) - Oryzomys sp . (n.> 25.941) 1.000 X.
(Coloração pelo lugól) .

Fig. 8 - Corte do intestino do Oryzomys sp . (n.v 25.941), para mostrar necrose
com formação de úlcera superficial. (Coloração hernatoxilína-eosína) .
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Fig , 9 - Hepatozoon sp. - Medula óssea do Oryzomys sp., 1.800 X (Colora-
ção Gíemsa) .

Fig. 10 - O mesmo organismo com aumento maior, 3.000 X.

Fig. 11 - Haemobartonella muris, do Nectomps squamipes, rato, 1.800 X. (Co-
loração Gíemsa) ,

Fig. 12 - Haemobartonelia muris, do Clyomys laticeps, 3.000 X. (Coloração
Giemsa) .

Fíg . 13 - Eperythrozoon sp : do rato Nectomys squamipes. 1.000 X. (Coloração
Giemsa) .

Fig. 14 - Trypanosoma renjijoi Deane, 1961,do rato Proechmys iheringi, no san-
gue periférico, 1.800 X. (Coloração Gíemsa) .

Fig. 15 - Outra microfotografia do T. renjijoi no sangu-e do rato Proechmus
iherinçi, para mostrar a tendência que têm em se colocar em fileira.
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Fig. 16 - Larva do 6.0 estádio de Porocephaalus crotali, do pulmão do rato sil-
vestre Akodon (Thaptomys) nigrita. Aumento cerca de 100 X.

Fig. 17 - Corte do pulmão do Akodon (Thaptomys) nigrita que não se mostra
muito lesado; pode-se notar uma pequena área hemorrágica no ápice
do pulmão.

Pig . 18 - O mesmo corte com aumento maior.
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SUMMARY: The finding of the following rats parasites in specímens
from the São Paulo are a, Brazil, is described in this paper:

1. Entamoeba histolytica was found in three specimens of Orpeo-
mys sp , to which it caused lesíons in the large bowel.

2. H epaiozoon sp, was found in abone marrow slide, als o per-
taíníng to an Oryzomys specírnen.

3. Haemobcrionella muris was found ín the blood of several spe-
cíes pertaíníng to genera Oryzomys, Nectomys and Clyomys. In the blood
of a Nectomys squamipes, another parasite namely Eperithrozoon sp ,
was also faund.

4. Trtrpanosoma renjijoi Deane. 1961 was found in the blood of a
Proechmys iheringi.

5. A 6th instar Porocepluüus crotali larva was found in the lung
of an Akodon (Tluiptomus ) nígrita.

DESCRIPTORS: parasites ín wild rats; wild rats (São Paulo);
Akoâon (Thaptomys) nigrita; Clyomys sp.; Nectomys sp.; Nectomys
squamipes; Oryzomys sp.; Proechmys iherinai; Entamoeba histolytica;
Eperythrozoon sp.; Haemobarionella muris; Hepaiozoon sp.; Poroce-
phalus crotali; 'I'rupanosoma reniitoi Deane. 1961.
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determinação de mercúrio em peixes de água salgada e doce do
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RESUMO: Descreve-se método para determinação de resíduos de
mercúrio em peixes. Baseia-se na destruição da matéria orgânica com
ácido sulfúrico, ácido nítrico e catalizador à base de dióxido de titânio;
extração do mercúrio em meio fortemente ácido com solução de ditizona
em tetracloreto de carbono, e determinação da absorbância em espectro-
fotômetro, a 490nm.

Foi determinado o mercúrio residual em 10 amostras de peixe de
água doce e 109 de água salgada, sendo que continham mercúrio 4
amostras no primeiro caso e, no segundo, 27 amostras.

A totalidade das amostras positivas e 50% das amostras negativas
foram controladas por espectrofotometria de absorção atômica, havendo
plena concordância nos resultados.

DESCRITORES: mercúrio residual em peixes do Brasil, determi-
nação espectrofotométrica.

INTRODUÇÃO

Dos diferentes metais que podem conta-
minar um alimento é o mercúrio talvez o
mais perigoso.

A presença de mercúrio em alimentos
pela sua toxidez é um problema que vem
nos preocupando há alguns anos, principal-
mente depois que em 1966 constatamos o
uso indevido de pesticidas mercuriais orgã-

nicos pelos nossos agricultores, principal-
mente em plantações de tomate. Naquele
ano foram por nós analisadas cerca de 1.500
amostras de tomate e uma centena de amos-
tras de massa de tomate, que apresentaram
um índice de contaminação de 30% para o
tomate e de 50% para as massas.

Intoxicações coletivas por mercúrio têm
sido verificadas em diversas partes do mun-
do (Japão, África do Norte) príncipalmen-

* Realizado na Seção de Cosméticos e Produtos de Higiene do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S. P.
* * Do Instituto Adolfo Lutz.

95



PREGNOLATTO, W,; GARRIDO, N,S. & TOLEDO, M. - Pesquisa e determinação de mercurro em
peixes de água salgada e doce do Brasil. Rev. Inst. Aâolfo Lutz, 34: 95-100, 1974.

te depois que se permitiu o uso de cloreto
de metilmercúrio para desinfetar sementes,
destinadas exclusivamente ao plantio. Dois
fatos importantes ocorreram: primeiro, par-
te dessas sementes foram desviadas para o
consumo humano; segundo, os agriculto-
res usaram indiscriminadamente o pestici-
da, aplicando-o diretamente a legumes, ver-
duras, cereais etc.

Notáveis exemplos de contaminação co-
letiva por mercúrio e danos causados fo-
ram os ocorridos em Minamata (1953-1960) e
Niigata 0964-1965), cujas famílias se alimen-
taram durante anos com peixes contami-
nados com metilmercúrio. No primeiro ca-
so, 46 pessoas morreram entre 121 afetadas
e, no segundo caso, 6 entre 47 morreram,
por cerca de 1970.

Esse problema não é somente brasilei-
ro, mas sim um problema mundial. Em vis-
ta disso, a pesquisa de resíduos de mercú-
rio em alimentos tornou-se quase obriga-
tória e, em quase todas as legislações bro-
mato lógicas, foram introduzidos limites de
tolerância para mercúrio em ali.mentos.

A Food and Drug Administration, por
exemplo, estabelece tolerância zero no ca-
so de uso intencional, mas tolera até 0,5 ppm
em peixes e produtos do mar.

Na legislação italiana a tolerância pa-
ra peixes é de 0,7 ppm e, na Suécia, 1ppm.
A legislação brasileira estabelece de uma
maneira geral a tolerância de 0,05 ppm de
mercúrio em alimentos.

Não são os alimentos os únicos res-
ponsáveis pelas intoxicações rnercuríaís. Na
verdade, o homem está sujeito a uma cons-
tante poluição por mercúrio através de di-
ferentes fontes, além dos alimentos, tais
como: equipamentos elétricos, antissépticos
mercuriais, cosméticos etc. (A pele é muito
permeável a compostos de mercúrio).
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Peixes contaminados por metilmercúrio
eliminam muito lentamente o tóxico, pois
sua meia vida é de cerca de 2 anos, enquan-
to que para o homem a meia vida é de 74
dias 7.

Teores elevados de mercúrio tem sido
encontrados em peixes na Suécia, Finlândia
e outros países 4.

É importante, portanto, para a Saúde
Pública, um contínuo controle do mercúrio
residual nos alimentos em geral, mas prin-
cipalmente nos peixes, pois a maior parte
dos pesticidas mercuriais é constituída por
cIoreto de metilmercúrio que, por ser so-
lúvel em água, acabará, fatalmente, conta-
minando as águas do mar.

Métodos para determinação de mercú-
rio em alimentos estão fartamente descri-
tos na literatura, sejam químicos ou fisi-
coquímicos, tais como por ativação por nêu-
trons 4, absorção atômica 5,8. Métodos des-
ta classe permitem determinar resíduos de
mercúrio em alimentos na casa de nanogra-
mas.

Métodos envolvendo a destruição de
substância orgânica e posterior extração
do mercúrio na forma de complexo com
ditizona também são descritos na literatu-
ra, dentre os quais podem ser citados os
trabalhos de HORDYNSKA3, GORSUCH1,

NABRZYSKI6, do Analytical Methods
Committee $) e da International Union of
Pure and Applied Chemistry.

o processo proposto neste trabalho en-
volve a destruição da matéria orgânica com
a mistura ácido sulfúrico, ácido nítrico e
catalizador à base de dióxido de titânio;
extração do mercúrio em meio fortemente
ácido com solução de ditizona em tetra-
cloreto de carbono e leitura espectrofo-
tométrica.
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MATERIAL E MÉTODOS

Material

Espectrofotômetro *

Reaçenie»

Ácido sulfúrico concentrado
Ácido nítrico concentrado
Tetracloreto de carbono
Cloridrato de hidroxilamina
Sulfato de sódio anidro
Mistura catalizadora
dióxido de titânio - sulfato de po-
tássio (0,6:10)

Solução aquosa de ácido sulfúrico (1:1)
Solução estoque de ditizona

Transfira 50 mg de difeniltiocarbazo-
na, exatamente pesada e previamen-
te purificada para balão volumétrico
de 1.000 ml e complete o volume com
tetrac1oreto de carbono. Agite até dis-
solução completa.

Solução de trabalho de ditizona

Transfira 20 ml solução estoque, exa-
tamente medidos, para balão volu-
métrico de 100 ml, complete o volu-
me com tetracloreto de carbono e
homogeneíze por agitação.

Nota: todos os reagentes foram testa-
dos e estão isentos de mercúrio.

Técnica

1. Preparo e análise da amostra

a) Retire os filés dos peixes, sem pele
e espinhas. Homogeneíze bem. Pese 10 g,
seque em estufa a 40°C, durante cerca de
mais ou menos 12 horas. Transfira para
balão de fundo chato de 250 ml de capaci-
dade, com boca de esmeríl, adicione 20 ml
de ácido sulfúrico e 6 g da mistura cata-
lítica.

* Beckman DU.

b) Coloque um condensador (de pre-
ferência de bolas) e aqueça durante 5 mi-
nutos. Deixe esfriar (-+- 5 minutos) e adi-
cione 2 ml de ácido nítrico. Aqueça por
mais 10 minutos. Desligue. Esfrie e adicione
2 ml de ácido nítrico. Aqueça novamente
por mais 10 minutos. Desligue. Esfrie e adi-
cione mais 2 ml de ácido nítrico. Aqueça
por mais 25 minutos.

Deixe esfriar bem e lave o condensa-
dor com 20 e depois com 10 ml de ácido
sulfúrico (1:1) e, em seguida, com duas ve-
zes 50 ml de água destilada.

Transfira quantitativamente o conteúdo
do balão para um balão volumétrico de
250 ml e complete o volume com água.

Transfira 125ml dessa solução para co-
po doe 600 ml e aqueça em banho-maria,
cuidadosamente, até que a solução atinja a
temperatura de 40°C, adicione 2 g de clori-
drato de hidroxilamina e deixe em repouso
até esfriar (-+- 30 minutos).

Transfira a solução fria para funil de
separação de 250 ml e junte 2 ml de tetra-
c1oreto de carbono. Agite vigorosamente
por mais ou menos 30 segundos. Deixe se-
parar as camadas e despreze a de tetraclo-
reto de carbono. Extraia então o mercúrio
com duas vezes 5 ml de solução de traba-
lho de dítízona, reunindo os extratos em
tubo de ensaio.

Filtre através de papel contendo 2 g de
sulfato de sódio anidro e determine a ab-
sorbância a 490 nm, usando como branco
a solução de ditizona de trabalho tratada
como se indica a seguir:

Branco - A 10 ml de ditizona de tra-
balho adicione 2 g de cloridrato de hidro-
xílamína, agite e filtre através de papel
contendo 2 g de sulfato de sódio anidro.

Calcule a quantidade de mercúrio com-
parando a leitura em curva padrão pré-es-
tabelecida:
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Curva padrão para determinação colorimétrica do mercuno.
(Espectrofotômetro Beckman DU, 490 nm, cuba de 1 em)

2. Curva padrão

Transfira para balão de fundo chato de
250ml de capacidade, com boca de esmeril,
20 ml de ácido sulfúrico, 6 g da mistura
catalítica, quantidades apropriadas de so-
lução padrão de mercúrio contendo de 1,0
a 25,0 tLgde mercúrio e continue a partir
do item b .

RESULTADOSE DISCUSSÃO

O método é simples, rápido, demanda
pouca aparelhagem e pode ser realizado em
laboratórios com equipamentos modestos. A
sensibilidade vai até 0,2 p.g de mercúrio
por ml.

Com esse método foram analisadas 109
amostras de produtos do mar e 10 amos-
tras de peixe de água doce; eram de sardi-
nha, pargo, serra, merluza, garoupa, namo-
rado, linguado, peixe espada, bonito, taí-
nha, lula, pescada, camarão, mariscos, man-
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juba, porquinho, cação, curimbatá, mandi-
guaçú, lambari, traíra e tilápia.

Das espécies de água salgada analisa-
das, em 82 amostras não foi positivada a
presença de mercúrio e, em 27, foram en-
contrados de 0,01 a 0,66 ppm de mercúrio,
com um valor médio de 0,25 ppm. A maio-
ria dos peixes contaminados eram pargos
provindos do Rio Grande do Sul. Os peixes
do litoral Paulista, com exceção de algu-
mas amostras entre sardinhas, manjubas,
porquinhos, pescadas e cação, mostraram-se
quase sempre limpos.

Dos peixes de água doce, 40% das amos-
tras apresentaram-se positivas e 60%, nega-
tivas. Esses resultados foram confirmados
por espectrofotometria de absorção atômi-
ca, segundo HATCH & OTT2, havendo
plena concordância de resultados. Note-se
que, por absorção atômica, positiva-se até
1 ng de mercúrio.

Detalhamos na tabela seguinte as espé-
cies de peixe analisadas e os resultados, on-
de algumas amostras de mariscos e crusta-
ceos foram também incluídas:
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Quantidades e tipos de peixes analisados

Amostras

Produtos
do Procedência Analisadas Positivas Negativas
mar

n.? n.? n.?

I
Pargo R. G. do Sul (S) 42 20 22

Pargo Lit. Paulista (S) 3 - 3

Sardinha Lit. Paulista (S) 13 3 10
Manjuba Lit. Paulista (S) 1 I 1 -
Porquinho Lit. Paulista (S) 1 1 -
Pescada Lit. Paulista (S) 14 1 13

Cação Lit. Paulista (S) 1 1 -
Serra Lit. Paulista (S) 1 - 1
Merluza Lit. Paulista (S) 1 - 1
Garoupa Lit. Paulista (S) 1 - 1
Namorado Lit. Paulista (S) 1 - 1

Linguado Lit. Paulista (S) 1 - 1
Espada Lit. Paulista (S) 1 .- 1
Bonito Lit. Paulista (S) 1 - 1
Taínha Lit. Paulista (S) 4 - 4
Lula Lit. Paulista (S) 1 - 1
Camarão Lit. Paulista (S) 15 I - 15
Marisco Lit. Paulista (S) 7 - 7
Curimbatá Ibitinga-S. P. (D) 1 1 -
Mandi-Guaçú Ibitinga-S. P. (D) 1 1 -
Traíra São Paulo (D) 2 1 1
Lambari São Paulo

Represa (D) 1 1 -
Tilápia São Paulo

Represa (D) 5 - 5

S = peixes de água salgada

D = peixes de água doce

Dos resultados obtidos podemos con-
cluir que os peixes do litoral paulista es-
tão relativamente limpos em relação ao
mercúrio, não havendo perigo imediato no
seu consumo, enquanto que uma pesquisa

mais detalhada e com outros tipos de pei-
xes do Sul deve ser feita para se verificar
se a contaminação encontrada foi aciden-
tal ou se de fato a poluição é geral.
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detection of mercury resídues in Brazilian salt and fresh water
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SUMMARY: A method for detectíng mercury residues, specially ín
físh, is described herein. The method is based on the destruction of the
organic material with sulfuric and nitric acíds, being this operation cata-
lysed by titanium dioxide, estraction of mercury by a solution of ditizone
in carbon tetrachloride in heavy acid medium, and verification of the
absorbance rate at 490 nm in a spectrophotometer.

10 samples of fresh water fishes and 109 of salt water fishes were
analysed and as a result it was detected the presence of mercury in 4
of the former and 27 of the latter.

All positive samples and 50% of the negative ones were also ana-
lysed through atomic absorption spectrophotometry, and a complete
consonance was observed in the results.

DESCRIPTORS: mercury residues in fish (Brazíl), spectrophoto-
metric determination.
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TAKEUCHI, C.; PESSÔA, G.V.A.; HOFER, E.; MELLES, C.E.A. &
RASKIN, M. - Isolamento de Listeria monocytogenes de líquido
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RESUMO: Foi realizada pesquisa sistemática em 1008 amostras de
líquidos cefalorraquidianos, turvos e purulentos, no período de novem-
bro de 1973a junho de 1974,no Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, Brasil,
que demonstraram ausência de outros microrganismos, no intuito de
esclarecer a participação de Listeria monocytogenes. Todas as amostras
foram incubadas nas temperaturas de 4 e 15°C, tendo sido isolada esta
bactéria em 4 amostras; em uma delas, apenas a 4'°C,em duas, apenas
a 15°Ce, em uma, em ambas as temperaturas. A quase totalidade, foi
isolada após uma semana de incubação a baixa temperatura.

Três amostras pertenciam ao sorotipo L 1/2a e uma ao L 4/b.

DESCRITORES: meningite por Listeria; Listeria monocytogenes;
líquido cefalorraquidiano, isolamento de Listeria monocytogenes.

INTRODUÇÃO ou não, apresenta sérias dificuldades devi-
das principalmente à peculiaridade inerente
ao seu primo isolamento.

A despeito das inúmeras descrições re-
velando o crescente aumento da f'reqüênoia
do encontro de Listeria monocytogenes na
natureza 3, 17, ainda assim, o seu isola-
mento de espécimes clínicos, contaminados

Contornada essa situação, o microrga-
nismo desenvolve-se com extrema facilidade
nos meios artificiais comumente emprega-
dos, à temperatura de 37°C.

* Realizado na Sf'ção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P., e no De-
partamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, GB.

* * Do Instituto Adolfo Lutz.

* * * Do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto Oswaldo Cruz.
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A técnica de crio-enriquecimento em
temperaturas de 4°C é considerada de fun-
damental importância no isolamento dessa
bactéria, segundo vários autores 1,3,4,5,8,10,

11,13,17, embora DESPIERRES4 tenha utili-
zado e preconizado a temperatura de 15°C,
como ideal para o enriquecimento de Lis-
teria, em material altamente contaminado.

Com o intuito de esclarecer a partici-
pação deste microrganismo na etiologia das
meningites purulentas, foi realizada na
Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo
Lutz, São Paulo, durante o período de
novembro de 1973 a junho de 1974, uma
pesquisa sistemática em líquidos cefalor-
raquídianos (L.C.R.) oriundos de doentes
internados no Hospital Emílio Ribas, São
Paulo, nos quais os resultados demonstra-
ram ausência de outros agentes bacterianos,
normalmente detectados pelo esquema roti-
neiro adotado por esta Seção.

Considerando a importância do crio-
enriquecimento para o cultivo inicial de
L. monocuioçenes, foi ainda efetivada, no
transcurso deste levantamento, uma análise
confrontando o comportamento das tempe-
raturas de 4°C e 15°C, durante a fase do
isolamento primário.

MATERIAL E MÉTODO

Foram examinadas 1.008 amostras de
L.C.R., caracteristicamente turvos ou puru-
lentos, provenientes de doentes internados

* Tryptose Broth Difco.

* * Tryptose ágar Difco ,
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no Hospital Emílio Ribas. A totalidade
deste material não evidenciou crescimento
microbiano nos meios de cultura, utilizados
na rotina, para demonstrar a presença de
outras bactérias.

Alíquotas de 0,5 ml de L.C.R. foram
semeadas em duplicata, em tubos contendo
10 ml de caldo tríptose", com 0,5% de dex-
trose, sendo uma das amostras incubada
a 4°Ce outra a 15'ÜC,durante cinco semanas.
Dos meios semeados, foram retirados repi-
ques semanalmente e transferidos para
placas de ágar trtptose= e incubados a 37°C,
por 48 horas.

Para o reconhecimento e isolamento das
colônias lançou-se mão da técnica de GRAY7,
sendo a seguir analisadas sob o ponto de
vista morfo-tintorial e bioquímico.

Nas linhagens que se comportaram
como Listeria monocytogenes, fez-se a
caracterização sorológica, de acordo com
o processo descrito por DONKER-VOETG,
aliada à execução da prova de Anton, que
evidencia a ação patogênica experimental
desta bactéria.

RESULTADOS

Das 1008 amostras de L.C.R. estudadas
foram isoladas e identificadas 4 cepas de
Listeria monooutoçenes, que apresentaram
os seguintes caracteres morfológicos, cultu-
rais, bioquímicas e poder patogênico expe-
rimental, sumariados na tabela 1:
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TABELA 1

Caracteres morfológico, cultural, bioquímico e patogenicidade experimental das
4 cepas de Listeria monocytogenes isoladas

Gram
Flagelação (campo escuro)
Metabolismo respiratório
Crescimento em ágar nutriente
Hemólise em ágar sangue de carneiro
Motilidade a 37°C

a 22°C
Catalase
Oxidase
Nitrato redutase
Urease
H2S

Arabinose
Dextrina
Esculina
Glicose
Lactose
ONPG
Levulose
Maltose
Manitol
Ramnose
Sacarose
Salicina

Trealose
Prova de Anton

positiva
peritriquia
aeróbio,anaeróbio facultativo
colônias pequenas com bordos lisos
total (beta)
negativa
positiva
+

-to

+-

+ (sem gás)
+- (1)
-r-
+-
+-

+ (2)
+- (3)
-r-

+
positiva

+ ácido após 1 dia.
negativo após 30 dias.

(1) 2 amostras positivas em 5 dias, 2 amostras positivas em 10 dias.
(2) 1 amostra positiva em 3 dias.
(3) 1 amostra positiva em 3 dias, 3 amostras positivas em 10 dias.

A identificação sorológica efetuada re-
velou a presença de dois sorotipos distintos
(tabela 2):

As amostras identifica das nesta etapa
de trabalho, como prováveis pertencentes

ao sorotipo L lj2a (culturas números 121,
199 e 352), foram, em fase subseqüente,
analisadas diante dos antí-soros OH dos
tipos L lj2a e L 1j2b. Os resultados, obti-
dos na titulação dos antígenos flagelares,
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TABELA 2

Caracterização sorológica das amostras isoladas de Listeria monocytogenes

Antínegos somátícos
Antígenos
somáticos

L 1/2a I I I
L 4bL l/b L 4a

I

L 1/2a 1/640 1/320 - -
L 1/2b 1/320 1/1280 1/20 1/20
L 4a 1/20 1/20 1/1280 1/160
L 4b 1/40 1/20 1/80 1/1280

121 1/640 1/160 1/20 1/20
199 1/640 1/320 - 1/20
352 1/640 1/320 1/40 1/20
826 -

I
- 1/80 1/1280

TABELA 3

Distribuição dos sorotipos isolados segundo a idade e o sexo

Número das Idade
amostras Sorotipos (anos) Sexo

121 L 1/2a 57 Fem.
199 L 1/2a 1 Fem.
352 L 1/2a 39 Masc.
826 L 4b 12 Fem.

demonstraram que as cepas em questão
enquadram-se com uniformidade no soro-
tipo L 1/2a.

sorotipos de Listeria monocytogenes, cum-
pre ainda destacar os dados referentes à
idade e sexo dos portadores (tabela 3),
assim como os períodos em que foram
detectados após o enriquecimento nas duas
temperaturas empregadas (tabela 4):

Com referência a outros aspectos impli-
cados com o isolamento dos diferentes

104



TAKEUCHI, C.; PESSOA, a.V.A.; HOFER, E.; MELLES, C.E.A. & RASKIN, M. - Isolamento
de Listeria monocytogenes de líquido cefalorraquidiano. Rev. Inst. Adolfo Lute, 34: 101-
107, 1974.

TABELA 4

Freqüência dos isolamentos das amostras nos diferentes períodos de
crio-enriquecimento e nas temperaturas empregadas

Número Presença de crescimento em semanas Temperaturas
das Soro-

amostras tipos l.a 2.' 3: 4." 5." -í°C 15°C

121 L 1/2a + + + + + +
199 L 1/2a + + + +
352 L 1/2a + + + +
826 L 4b + + + + +

+ positiva
negativa

DISCUSSÃO

As manifestações clínicas da listeriose
humana são extremametne variáveis, obser-
vando-se, no entanto, predominância de
localização no sistema nervoso central e,
neste, comprometimento preferencial das
meninges, de acordo com BUSCH3 e
SEELIGER15.

A Listeria monocytogenes pode advir
como agente secundário de diversas af.ec-
ções de natureza crônica, como soe acon-
tecer no transcurso da Doença de Hodgkin,
de outras neoplasias, no diabete mélito e
no lupus eritematoso. Por vezes, esta situa-
ção está intimamente relacionada com o
emprego de certos esquemas terapêuticos,
em que se faz uso de corticóides e de fár-
maco-imuno-depressores (GRABER et aliiõ,
BUCHNER & SCHNEIERSON2 e JOHNSON
& COLLEy12.

Um exemplo bem típico do problema
questionado refere-se ao achado de SUAS-
SUNA et alii16, que isolaram uma amostra
de Listeria monocutoçenes, caracterizada
como sorotipo L 1, de um caso de menin-
gite em paciente adulto e cujo diagnóstico
primário foi firmado como sendo linfoma.

Nos quatro casos em que foi isolada
Listeria, o quadro clínico era o de menin-
gite purulenta aguda, não tendo em nenhum
deles ocorrido a administração de drogas
imunodepressoras; todos os pacientes alcan-
çaram a cura clínica.

Embora seja restrito o número de
nossas observações, é interessante assinalar
que as amostras 352 e 826 foram isoladas
de pacientes pertencentes às faixas etárias
em que raramente é assinalada a presença
de Listeria como causa de meningite ou
meningoencefalite (BOJSEN-MÇJLLER1).

Outro aspecto a ser detalhado é o da
importância do crio-enriquecimento como
técnica prioritária para o isolamento dessa
bactéria, considerando que, na maioria das
vezes, a incubação do material a 37°C é
satisfatória para o seu pleno desenvolvi-
mento. Sem dúvida alguma, esta condição
cria sérios problemas para a adoção mais
imediata das medidas terapêuticas, tendo
em vista a demora do diagnóstico bacte-
riológico; todavia, nenhum outro recurso
laboratorial foi idealizado para contornar
este óbice, até o momento.

Verifica-se, pelos resultados expostos na
tabela 4, na incubação do material a baixa
temperatura, que a quase totalidade das
amostras de Listeria foi isolada após uma
semana de permanência e, curiosamente,
todas as amostras pertenciam ao soro tipo
L 1/2; cumpre também salientar que a tem-
peratura de 15°C evidenciou uma pequena
superioridade sobre a de 4!°C,no que tange
ao crescimento das amostras isoladas. Este
aspecto, por sinal, é dos mais controver-
tidos, tendo em vista as diferentes opiniões
emitidas, nas quais se encontram referên-
cias à temperatura ideal para Listeria
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monocytogenes, situada a 4°C, segundo
GRAY & KILINGER8, GRAY & STAFSETo
e BOJSEN-MlOLLER1;10oC, segundo WIL-
KINS et alii-ê: 15°C, segundo DESPIER-
RES4; 30'°C,segundo KRAMER & JONES14.

CONCLUSÕES

Pela primeira vez em São Paulo foi
conseguido o isolamento e a identificação

de Listeria monocytogenes entre 1008L.C.R.
turvos ou purulentos, provenientes do Hos-
pital Emílio Ribas. Dos quatro casos, três
pertenciam ao sorotipo L 1j2a e um ao L 4b.

Todos os pacientes apresentaram um
quadro clínico agudo de meningite puru-
lenta, tendo alcançado a cura.

Se bem que a casuístíca seja pequena,
o melhor resultado por nós obtido foi com
crio-enriquecimento à temperatura de 15'ÜC_
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TAKEUCHI, C.; PESSÕA, G.V.A.; HOFER, E.; MELLES, C.E.A. &
RASKIN, M. - Isolation of Listeria monocytogenes from cere-
brospinal fluido Rev. Inst. Aâolto Lutz, 34: 101-107,1974.

SUMMARY: From November 1973to June 1974a systematic research
on 1008 samples of feculent and purulent cerebral spinal fluid was
carried out at the Instituto Adolfo Lutz. Such study was developed to
disclose the extension of the role of Listeria Monocitogenes in thís type
of infection. As a general result it was demonstrated that no other
micro-organisms took part in the process, All samples were incubated
from 4 samples only. In one of these samples isolation was made
at 4?C; in two other samples at 15°C and in the 4th sample isolation
was obtained at both temperatures.

In almost all cases bacteria was isolated after one week incubation
period under low temperature.

DESCRITORES: meningitis, Listeria; Listeria monocuioçenes; cere-
brospinal fluid, isolation of Listeria monocytogenes.
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TAKIMOTO, S.; PANNUTI, C.S.; LEVI, G.C.; AMATO NETO, V.;
BARBOSA, H.H.; TANAKA, H. & SALLES-GOMES, L.F. - Pneu-
mopatia por Mycoplasma pneumoniae: apresentação de um caso
clínico com a respectiva comprovação etiológica. Rev. Aâolio Lute,
34: 109-117,1974.

RESUMO: Mycoplasma pneumoniae foi isolado e identificado a
partir de material da orofaringe de uma criança de 13 anos de idade
que apresentava, ao estudo radíográfíco, aspecto de broncopneumonia
no lobo inferior esquerdo.

Os exames sorológicos demonstraram aumento significante de anti-
corpos contra o M. pneurnoniae no soro colhido durante a convalescença
da infecção.

Não foi evidenciada qualquer alteração de títulos de anticorpos
contra AIEngland/42/72, A/Hong Kong/1/68, B/Massachusetts/66, adeno-
vírus e vírus respiratório sincicial.

O quadro clínico e a resposta do paciente ao tratamento com a
eritromicina não diferiram dos de casos similares relatados na literatura.

DESCRITORES: bronco pneumonia; Mycoplasma pneumoniae.

INTRODUÇÃO Posteriormente, estudos em voluntários hu-
manos demontraram a possíbílídade de
transmissão desta infecção pelo agente
isolado, o qual ficou conhecido como agente
de Eaton 22. Em 1962, CHANOCK et alii 6,7

Em 1944, EATON et alii9 descreveram
o isolamento de um agente filtrável de casos
clínicos de pneumonia primária atípíca.

* Realizado no Serviço de Doenças Transmissíveis do Hospital do Servidor Público Estadual "Fran-
cisco Morato de Oliveira", São Paulo, S.P. e na Seção de Vírus Respiratórios Entéricos e
Outros do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S. P.

* * Do Hospital do Servidor Público Estadual.
* * * Do Instituto Adolfo Lutz.
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caracterizaram o agente de Eaton como uma
micobactéria pertencente à família das
Mycoplasmataceae e propuseram o nome
de Mycoplasma pneumonuies,

A importância deste agente como cau-
sador de doença respiratória aguda no
homem foi demonstrada através de nume-
rosas investigações epidemiológicas e estu-
dos em voluntários1,2,3,5,11, 12,14,15,16,25. Veri-
ficou-se que a infecção humana por Myco-
plasma pneumoniae pode ser a causadora
de um espectro variável de respostas
clmicas, desde as chamadas infecções sub-
clínicas até a pneumonia primária atípica
grave.

A freqüência da pneumonia primária
atípica em relação às pneumonias de outras
etiologias é variável, segundo alguns auto-
res, dependendo da população estudada.
MUFSON et alii14 estimaram a freqüência
em 4% das pneumonias verificadas em
hospitais. Já MOGABGAB28encontrou índice
de 45% em recrutas, e EVANS et alii10 cita
que em universitários do Estado de Wís-
consin a freqüência da pneumonia primária
atípica devida ao M. pneumoniae é de 40%
do total das pneumonias observadas. Em
populações abertas, a freqüência achada foi
de 20% em crianças na idade escolar e em
adultos jovens, sendo que a freqüência má-
xima da infecção ocorreu no grupo etárío
de 5-10anos.

o presente trabalho relata, pela primeira
vez em nosso meio, um caso clínico de
pneumonia primária atípica confirmado etío-
logicamente pelo isolamento e identificação
do Mycoplasma pneumoniae e pela resposta
sorológica específica. Tem, ainda, o propó-
sito de chamar a atenção para o diagnóstico
desta infecção que por vezes pode ser
grave, e alertar para a possibilidade prática
da sua confirmação laboratorial.

ESTUDO CLíNICO

Apresentação do caso

F.L.C., paciente de treze anos, proce-
dente de São Paulo, S.P., apresentou em
16/08/1973 mal-estar geral, cefaléia e febre
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contínua, variando de 38 a 39°C. Um dia
após, teve início tosse seca irritativa, sendo
prontamente medicado com Pivampicilina,
na dose de 2 g por dia, via oral. No quinto
dia da doença, com os mesmos sintomas,
foi feita radiografia do tórax, cuja chapa
demonstrou somente "hilos alargados". Foi
acrescentada ao esquema terapêutico Gen-
tamicina, na dose de 40mg, intramuscular,
cada doze horas. No oitavo dia da evolução
da doença, foi atendido no Serviço de
Doenças Transmissíveis do Hospital do
Servidor Público Estadual "Francisco Mo-
rato de Oliveira", em São Paulo. Nessa
ocasião, queixou-se de cefaléia, tosse seca
e febre diária que variava de 37,5 a 37,7°C.
No interrogatório complementar, negou co-
riza, otalgia, dor de garganta, náuseas e
vômitos. Os antecedentes pessoais e epide-
miológicos não revelaram quaisquer dados
de interesse.

Ao exame físico, o paciente apresentava
bom estado geral: eupnêíco, acianótico,
hidratado e corado. A temperatura axilar
estava em 39°C e a tensão arterial foi de
12X 6, o pulso estava com 100 batimentos
por minuto, cheio e rítmico. Não apresen-
tava lesões cutâneas; foram encontrados
alguns linfonodos cervicais posteriores de
cerca de 0,5 em de diâmetro, discretamente
dolorosos. O cavum não mostrava altera-
ções dignas de nota, assim como o restante
do exame físico, com exceção do exame do
tórax que apresentava, à ausculta, estertores
crepitantes na base pulmonar esquerda e
alguns roncos esparsos. Foi submetido a
novo exame pelos raios X e as chapas resul-
tantes foram interpretadas como de pro-
cesso broncopneumônico no segmento pos-
terior do lobo inferior esquerdo (fig. 1).
Exames complementares feitos na ocasião
resultaram no seguinte:

Hemograma: série vermelha e plaque-
tínea, normais. Global de leucócitos, 14.600,
com 1% de bastonetes, 62% de segmentados,
10% de eosinófilos, 19% de linfócitos, 7%
de monócitos e 1% de plasmócitos. O teste
do N.B.T. (nitroblue-tetrazolium) foi de 6%;
mucoproteínas, 2,6g%; Paul-Bunnell, David-
sohn e Sabin-Feldman, negativas.
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Fig. 1 - Radiografias mostrando opacificação heterogênea no lobo inferior
do pulmão esquerdo.

Foi adicionada Cefalexina na dose de
3g por dia, via oral, ao esquema de trata-
mento. Como após dois dias ainda persis-
tissem febre e tosse, com propedêutíca pul-
monar inalterada, foi internado para trata-
mento intensivo.

o tratamento por antibióticos, foi
mudado para Penicilina G cristalina na
dose de 3 milhões de unidades a cada qua-
tro horas, por via endovenosa, Cefalotina
na dose de 1g a cada seis horas, por via
endovenosa, Oxacilina na dose de 1g a
cada seis horas, por via endovenosa e Gen-
tamicina na dose de 60mg a cada oito
horas, por via intramuscular. Nesta ocasião,
novas radiografias demonstraram o mesmo
aspecto das anteriores.

Devido à evolução clínica da infecção e
ao quadro radiográfico, aventou-se a possi-
bilidade de tratar-se de uma pneumonia pri-

mana atípica. Conseqüentemente, orientou-
se a investigação laboratorial no sentido de
esclarecer a etiologia e foi solicitada a dosa-
gem de críoaglutininas, tentando-se o cultivo
e sorologia específica para M. pneumoniae.

Várias hemoculturas foram realizadas e
todas resultaram negativas para bactérias.

Em vista do resultado da titulagem das
crioaglutininas (1:256), a hipótese diagnós-
tica de pneumonia primária atípica tornou-
se mais consistente.

Em 30/08/1973, portanto com duas
semanas de doença, o quadro clínico do
paciente permanecia inalterado. Com o re-
sultado das crioaglutininas, foi abandonado
o esquema terapêutico até então usado e
substituiram-se todos os antíbíótícos por
somente Eritromicina na dose de 2g por
dia, via oral a Gentamicina na mesma dose
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usada anteriormente. A melhoria da sinto-
matologia foi evidente e, após 24 horas, a
febre do paciente não ultrapassou 37,2°C.
Teve alta quatro dias após, em boas con-
dições, afebril, porém com tosse seca dis-
creta e estertores crepitantes na base pul-
monar esquerda. Ainda estavam presentes
alguns roncos e sibilos esparsos.

A administração de Gentamicina foi
suspensa três dias após a alta e a Eritro-
micina foi mantida até o décimo dia após
a alta.

No dia 10/09/1973 o paciente foi exa-
minado novamente, estando completamente
assintomático e com propedêutica pulmonar
normal.

ESTUDO ETIOLóGICO

Materiais e Métodos

Foi colhido, por meio de bastão de
"swab", material da orofaringe para a ten-
tativa de isolamento de vírus e micoplasma.
Duas amostras de sangue foram colhidas,
a 1.", no 4:° dia de evolução da doença e a
2.', exatamente 17 dias após a 1." colheita.
O material da orofaringe foi suspenso em
caldo glícosado e guardado em congelador
a -70°Caté o momento em que foi inoculado
em meio de cultura adequado para o isola-
mento de vírus respiratórios e micoplasmas.
Para o isolamento de vírus respiratórios
foram utilizados sistemas celulares deno-
minados Hep-2 e Vero (linhagens contínuas
de células humanas e de macaco) mantidas
em nosso laboratório, e ovos embrionados
de galinha. A manutenção das culturas celu-
lares, observação do efeito citopático e as
reações de hemaglutinação dos vírus foram
realizados segundo as técnicas recomenda-
das pela American Public Health Associa-
tion23•

Para as tentativas de isolamento de
micoplasma foi utilizado o meio difásic026•

Em cada meio para PPLO foram ino-
culados 0,2 ml do material da orofaringe
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sem tratamento com antibióticos (o meio
contém acetato de tálio e penicilina) e as
garrafas foram incubadas a 37'°Caté o mo-
mento em que se observou a viragem do
indicador da cor vermelha para amarela.
Após uma passagem em caldo PPLO, o
material foi inoculado em meio seletivo
contendo azul de metileno para Mycoplasma
pneumoniaezc, e também em meio sólido,
para observação das colônias típicas do
gênero Mycoplasma. A identificação soro-
lógica definitiva do microrganismo isolado
foi feita através das reações da inibição
do crescímentoee, utilizando soro imune
padrão anti-M. pneumoniae, gentilmente
cedido pela Dra. M.S. Pereira, do Central
Public Health Laboratory, Virus Reference
Lab., Colindale, London.

Para as titulagens dos anticorpos con-
tra os vírus respiratórios foram empregadas
as reações de inibição da hemaglutinação
para os vírus da influenza e a fixação do
complemento para adenovírus e vírus res-
piratório síncícíalet.

O diagnóstico sorológico, nas duas
amostras de soro do paciente, para anti-
corpos contra M. pneumoniae, foi realizado
pela reação de inibição da fermentação,
utilizando-se a amostra de M1]Coplasma
pneumoniae padrão (Mac Strain CIX3).

A determinação do título de críoaglutí-
nina foi realizada no soro após retração
do coágulo a 37'''C, por 30 minutos, pela
técnica usual-''.

RESULTADOS

Não foi isolado qualquer vírus nos
meios de cultura utilizados para este fim.
Nas amostras de soro do paciente, não
houve elevação significativa do título de
anticorpos para os vírus Influenza A/Eng-
land/42/72, AlHong Kong/1I68 e B/Massa-
chusetts/66, adenovírus e vírus respiratório
síncícial. Houve, no entanto, elevação ou
aumento significativo do título de antí-
corpos para Mycoplasma pneumoniae, de
mais de quatro vezes, como demonstra a
tabela 1:
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TABELA 1

Resultados das reações soro lógicas

Soro

Antígeno 1: amostra 2: amostra
Título Título

20 10
20 20
10 10
16 8
8 8
8 128

A/Englandj42/72'"
AjHong Kongjl/68*
B/Massachusettsj66;'
Adenovírus="
Vírus respiratório síncicíal="
Mycoplasma pneumoniae***

" Inibição da hemaglutinação
,'á Fixação do complemento

Inibição metabólica

Fig. 2 - JJ.Iycoplasma: coloração negativa pelo ácido fosfotúngico. Aumento 9.600X.
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Após 20 dias de incubação, a 37°C, foi
isolado, no meio de cultura para PPLO,
um agente que demonstrou, ao microscópio
comum colônias típicas de micoplasma. Nos
repiques, este agente multiplicou-se em
meio contendo glicose e azul de metileno,
que é considerado como meio seletivo para
gênero e espécie Mycoplasma pneurnoniae.
O agente isolado foi completamente inibido
no seu crescimento pelo anti-soro imune

padrão para M. pneumoniae, completando
assim sua identificação. Foram também
realizadas microfotografias eletrônicas do
microrganismo isolado pelo método da colo-
ração negativa (AFT) , que revelou morro-
logia idêntica à do micoplasma (fig. 2).
As evidências laboratoriais que resultaram
do diagnóstico etiológico de certeza da in-
fecção, neste paciente estudado, podem ser
resumidas na tabela 2:

TABELA 2

Resultados dos exames feitos para Mycoplasma pneumonia e no soro
e material orojaringeano

Especificações
Amostras obtidas nos dias

Título das crioaglutininas
Título da reação de IF
Isolamento do Mycoplasma pneumoniae

20/08/73 30/08/73 06/09173

nf
8

+

256
nf
nf

1024
128

IF inibição da fermentação
nf não f.eito
+ positivo

negativo

COMENTÁRIOS

A infecção por M. pneumonia e tem
inicio geralmente insidioso, os sinais e sin-
tomas aparecem após 2 a 4 dias do início
da infecção. Os sintomas mais comuns são
febre, que está presente em 94% dos casos,
durando de 3 a 10 dias em média; tosse,
que ataca 99% dos casos, sendo seca e
paroxística no início. Mal-estar geral pode
estar presente em cerca de 89% dos casos.
Após 1 a 2 semanas de infecção, pode apa-
recer expectoração escassa que raramente
é sanguínolentas.s.s.t", Além destas mani-
festações, podem ainda ocorrer cefaléia
em 66% dos casos, dor de garganta em 54%,
rouquidão em 37% e coriza em 29% dos
casos de infecção por M. pneumoniae. Estes
sintomas em conjunto poderiam levar à
confusão diagnóstica com viroses do apa-
relho respiratório.
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Ao exame físico é característico o bom
estado geral do paciente, raramente se cons-
tata cianose, dispnéia ou outras manifesta-
ções de insuficiência respiratória, contras-
tando com o extenso comprometimento
pulmonar visto por vezes ao exame radio-
lógico do tóraxê. É comum durante a pro-
pedêutica pulmonar constatarem-se ester-
tores sub-crepitantes, roncos e sibilas, sendo
que estes últimos ocorrem principalmente
na fase final da doença. Ao exame radio-
lógico do tórax, a infecção não apresenta
características próprias, mas demonstra,
geralmente, uma imagem intersticial, uni-
lateral em 80% dos casos, acometendo na
maioria das vezes o lobo pulmonar, sendo
por isto, muitas vezes, interpretado como
imagem de broncopeumonía.u.ra.ic.

No caso em apreço, a febre durou 19
dias, a tosse manteve-se sempre seca, sem
expectoração. Estes sinais, assim como a
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imagem radiológica, regredíram rapidamen-
te após a introdução da eritromicina, o que
está de acordo com o encontrado na litera-
tura especializada1fJ,27,28_ É do conhecimento
geral que muitas vezes a tetracíclína e a
eritromicina, mesmo levando à melhora
clínica, não conseguem erradicar totalmen-
te o M_ pneurnoniae do organismo infectado,
eis que o micoplasma continua sendo eli-
minado através das secreções respirató-
rias29,3o, constituindo-se o paciente em um
portador da infecção. Em nosso caso, a
eritromicina debelou a infecção e com mui-
ta possibilidade o M. pneumoniae foi erra-
dícado, pois a tentativa de isolamento do
agente, na convalescença, foi negativa. Deve-
se ainda ressaltar que as penicilinas não
têm ação sobre os micoplasmas porque este
antibiótico age através da lesão da parede
celular dos microrganismos e os mícoplas-
mas são destituídos de parede celular.

Como foi demonstrada em numerosos
trabalhos, a reação para determinar o título
das crioaglutininas não é específica para
M. pneumoniae, pois que 36% das reações
positivas não são devidas a este agente e
somente 50% dos casos de pneumonia pri-
mária atípica resultam positivos nesta rea-
ção16,18. Por outro lado, a reação de inibição

da. fermentação, usada neste trabalho, é das
mais sensíveis e específicas para detectar
anticorpos para M. pneumonia e, além de
apresentar a vantagem de ser de fácil
execução-".

Nosso objetivo, ao apresentarmos este
trabalho, foi demonstrar a existência de
M. pneumoniae em nosso meio, como agen-
te etiológíco de grave doença respiratória,
e que a identificação da infecção pode ser
feita sorologicamente por uma reação espe-
cífica e sensível, através da titulagem de
anticorpos em duas amostras de sangue
colhidas na fase aguda e na convalescença
da infecção. Concomitantemente, poderá ser
tentado o isolamento e identificação do
M. pneumoniae que, se resultar positivo,
dará mais consistência ao diagnóstico de
certeza da infecção em estado.
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TAKIMOTO, S.; PANNUTI, C.S.; LEVI, G.C.; AMATO NETO, V.;
BARBOSA,H.H.; TANAKA,H. & SALLES-GOMES,L.F. - Myco-
plasma pneumonia e pneumonitis: a case report with etiological study.
Rev. Inst. Aâotto Lutz, 34: 109-117,1974.

SUMMARY: Mycoplasma pneumoniae was isolated and identified
from the throat of a 13 years old boy with X-rays appearence of bron-
chopneumonia involving the left lower Iung, Serological tests showed
a significant rise in antibody against M. pneumonia e in the convalescence
serum. On the other hand, no significant rise was detected against
Influenza virus AjEnglandj42j72, A/Hong Kong/1I68, B/Massachusetts/66,
adenoviruses and respiratory syncytial viruses.

The clinical features of the case and the response to the treatment
with erithromycin were typical.

DESCRIPTORS: bronchopneumoniae; Mycoplasma pneumoniae.
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- Especificidade imunológica dos polissacarídeos extraídos de
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RESUMO: A partir de culturas de Neisseria meningitidis em meio
líquido e através de precipitação com Cetavlon (brometo de cetil trí-
metil amôneo) , foram obtidos polissacarídeos de oito diferentes grupos.
A especificidade imunológica dos polissacarídeos foi estudada pelas
reações de imunoeletroforese cruzada e hemaglutinação passiva contra
soros de coelhos imunizados com Neisseria meningitidis, soro-grupos
A, B, C, D, 29E, X, Y e Z.

DESCRITORES: Neisseria meninqituiis; polissacarídeos de Neisse-
ria meninçiiuiis, especificidade imunológica.

INTRODUÇÃO

O presente trabalho tem por objetivo
estudar se o método de extração de polís-
sacarídeo grupo específico de Neisseria
meningitidis, preconizado por GOTSCHI-
LICH et alii1, poderia ser aplicado a outros
grupos de N. meningitidis com a finalidade
de utílízá-los nas reações de diagnóstico
das infecções meningocócicas.

Para isso foram usados oito diferentes
grupos de N. meningitidis, verificada a
composição química dos antígenos extraí-
dos pelo método acima citado, e analisada

a sua especificidade imunológica através
de reações de eletroforese cruzada e he-
maglutinação passiva.

MATERIALE MÉTODOS

1. Culturas de Neisseria meningitidis

N. meningitidis dos grupos A-962,
B-2092,D-128e Y, provenientes do Center
for Disease ControI, Atlanta, Georgia, USA,
e C-642, 29E-648,X-645e Z-646,provenientes
do Laboratoire de Recherches de Micro-

* Trabalho realizado na Seção de Imunolog1a do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S. P.
"* Do Instituto Adolfo Lutz.
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biologie (Centre International de Reférence
pour les Méningocoques), Pare du Pharo,
Marseille VII, France, foram empregadas.

Partindo de cultura em ágar-chocolate,
foram semeados balões de 600ml de meio
MüIler-Hinton líquido com 5% de soro de
coelho. Após 18 moras de incubação em
banho-maria, 36°C, com agitação, foi reti-
rada uma amostra para verificar o número
de germes por ml, em espectrofotômetro
Coleman Jr. II a 650 nm e leitura contra
curva padrão. O controle de pureza das
culturas foi feito através de esfregaços em
lâminas corados pelo método de Gram.

2. Extração do antígeno polissacariâeo

Usando a técnica de GOTSCHLICH
et alii 1, nas culturas em meio líquido foi
adicionado brometo de cetil trimetil amô-
nio na proporção de 1mg por 1ml de meio.
Deixou-se em repouso por uma hora e o pre-
cipitado formado foi lavado com solução
salina 0,85%, tamponada com fosfato O,OlM
com pH 7,2 (PBS 7,2), e .posteriormente
extraído exaustivamente com solução de
elo reto de cálcio 0,9M e em seguida cen-
trifugado.

Separados os sobrenadantes, precipi-
taram-se os ácidos nuclêicos com etanol
25% em banho de gelo, que foram retirados
por centrifugação e a seguir precipitou-se
o polissacarídeo com etanol 80% e o pre-
cipitado final foi ressuspendido em PBS-7,2.

3. Caracterização do antígeno

o trabalho foi baseado na caracteriza-
ção do ácido siálico, principal componente
do polissacarídeo da N. meningitidis do
grupo C.

A identificação e quantificação do ácido
siálíco foi feita pelo método de SVENNER-
HOLD5, usando o reagente de resor-
cinol e o ácido siálico* como padrão.

A determinação de proteínas foi feita
pelo método de LOWRY2, utilizando-se rea-

* Sigma
* * Merck Sharp & Dohme.
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gente de Folin e soro albumina bovina
como padrão,

A determinação de lipídeos foi feita
pelo método de ZOELLNER & KIRSCH6,
utilizando-se o reagente de sufofosfovani-
lina e padrão de colesterol.

A detecção de carbohidratos foi feita
pelo método de SCOTT & MELVIN4, utili-
zando-se o reagente de antrona e glicose
como padrão, que não permite a identifi-
cação de cada componente do carbo-hidrato.

4. Fracumamenio do tmiiçeno obtido de
N. meningitidis do grupo C.

fi. fração solúvel obtida em PBS-7,2 foi
passada em coluna de Sephadex G-200,cujo
volume vazio era 9,0ml e tampão de
eluição PBS-7,2. Nos eluatos de 0,6ml foi
verificada a presença de ácido siálico e
proteínas, sendo o primeiro através de
reação com resorcinol e o segundo em
espectrofotômetro Beckman D.U. em 280nm.

5. Verificação da especificidade antigênica

Os soros imunes de coelhos foram
obtidos na Seção de Bacteriologia do Ins-
tituto Adolfo Lutz, que informou terem
títulos aglutinantes, para o antígeno usado
na sua produção, considerados satisfatórios.

O antígeno correspondente a cada um
elos grupos de N. meningitidis foi posto
em presença dos vários soros imunes e
feita separadamente a reação de imunoele-
troforese cruzadas (I. E. C,) e a de hema-
glutinação passiva? (H. P,). No caso do gru-
po C, foi também utilizada como padrão
a vacina políssacarídeo C * -.

RESULTADOS

A figura abaixo mostra o resultado da
passagem do antígeno de N. meningitidis,
grupo C, por coluna de Sephadex G-200,
onde foram obtidos dois picos de proteínas
e um pico de ácido siálico coincidente com
o primeiro pico de proteína. Esta fração
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rica em ácido siálico encontra-se logo após
o volume vazio da coluna, sugerindo um
componente de peso molecular maior que
100.000 dáltons.

Na tabela 1 estão os vários componen-
tes químicos dos diferentes antígenos.

Avaliando-se a tabela, verifica-se que
em todos os antígenos a fração polissaca-
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TABELA 1

Características químicas dos polissacarídeos extraídos de Neisseria meningitidis.

Neisseria
meningitidis

Grupo Ácido
Proteínassiálico Hexoses Lipídios

mg% mg% mg%

A 26 - 72 14 - 33
B 28 35 - 310 9 - 50
C 23,8 - 86 100 - 250 13,5 - 20,5
D 12,5 - 85 20 - 32,5

29 E 20,5 53,5 - 77 23 - 89
X 26,5 - 110 13 - 45
Y G- 13,2 23 - 32 26
Z 23 - 100 13 - 35

Polissacarídeos
características químicas

- = Negativo

rídica continha proteínas. Nos grupos B,
C, 29 E e Y foi constatada a presença do
ácido siálico como compoente do políssaca-
rídeo. Em nenhuma das preparações foi veri-
ficada a presença de lipídeos, aos níveis de
sensibilidade da reação com sulfovanilina.

Os resultados da reação I. E. C. estão
esquematizados na tabela 2. As reações
sempre foram positivas quando se usou o
antí-soro correspondente.

Reações cruzadas só ocorreram com os
antígenos B e D frente aos anti-soros Z e
C respectivamente.

Na tabela 3 estão esquematizadas as
reações H. P. com hemácías sensibilizadas
pelos vários antígenos frente aos antí-soros
correspondentes, onde se verifica aparente-
mente não ter havido sensibilização das
hemácias em presença dos antígenos D e
Z; com os outros anti-soros as reações
foram positivas, sem ocorrerem reações
cruzadas.

DISCUSSÃO

Apesar de os volumes de cultura se-
meados terem sido sempre os mesmos, bem
como o inóculo inicial, as variações de

122

crescimento foram bem grandes (de 6x 108
a 3x 109 bactértas/rnl). Essa variação pode
ter importância, pois determina maior ou
menor rendimento nas extrações de an-
tígeno.

As reações sorológicas efetuadas permi-
tem evidenciar que os grupos B, C, 29 E
e Y são entidades antigênicas distintas,
apesar de apresentarem um componente
comum - o ácido siálico. Com relação ao
Grupo A, GOSCHLICH et alii já havia
demonstrado que não possui ácido siálico,
sendo o seu principal componente polissa-
carídeo a N-acetil monosamina fosfato.

As reações de hemaglutinação passiva
mostram que os polissacarídeos obtidos
foram capazes de sensibilizar hemácíes
frescas, com exceção dos de grupos DeZ.
Esse fato pode ser devido a problemas de
conformação molecular do complexo pro-
teína-polissacarídeo, ou bloqueio de gru-
pamentos do polissacarídeo importantes
para a ligação com as hemácias, ou mesmo
bloqueio ou ausências de receptores nas
próprias hemácias, uma vez que os polissa-
carídeos D 8' Z contêm hexoses e proteínas
em quantidades semelhantes às dos outros
antígenos estudados.
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TABELA 2

Reação de imunoeletro [orese cruzada entre polissacaruieos extraídos de vários
grupos de N. meningitidis e anti-soros de coelho específicos para cada grupo.

:s: I
-_ .. ------

I I
A B C D 29 E

I
X

I

y Z

1

A + - - - - - - -
B - + - - - - - +
C - - + - - - - -

D - -- + + - - - -

29 E - - - - + - - -
X - - - - - + - -
y - - - - - - + I -
z - - - - - - -

I +
I

Negativo

-l- Positivo

TABELA 3

Títulos obtidos na reação de hemaglutinação passiva entre polissacarideos
extraídos dos vários grupos de Neisseria meningitidis e anti-soros de coelho

específicos para cada grupo.

Antígeno
A B C D y z29 E X

6-4 _._----[---

512 I

A
B
C
D

29 E
X
Y
Z

32.000

128
32

8.000

- = Negativo

Diluições iniciais
Anti-soro A = 1:32
Outros anti-soros = 1:16

123



CARBONARE, S. B.; TAKEDA, A. K.; JORDAO, F. B. M. & TAUNAY,A. E. - Especificidade ímunoló-
gica dos polissacarídeos extraídos de diferentes grupos de Neisseria meningitidis. Reu. Inst.
Aâolfo Lutz, 34: 119-125, 1974.

Na tabela 3 pode-se verificar que a
reação H. P. é altamente específica para
detecção de anticorpos no soro, não ha-
vendo reações cruzadas entre os diferentes
grupos.

As reações de I. E. C. também foram
específicas para cada grupo, apenas os
antígenos B e D reagiram positivamente
com os antí-soros Z e C, respectivamente;
no entanto, as reações inversas não ocor-
reram, ou seja, antígeno Z e C com anti-
soros B e D não reagiram. Este aparente
paradoxo pode ser explicado levando-se em
conta que todas as preparações políssaca-
rídicas estavam contaminadas com uma
fração protêíca, sendo que, no fraciona-
mento em coluna do antígeno C, parte desta
proteína revelou-se associada ao políssaca-
rídeo. Como já ficou revelado largamente
na literatura, a porção polissacarídica das
Neisseria é grupo-específica, o mesmo não
ocorrendo com a fração protêica, pois
existem algumas frações protêícas comuns
a vários grupos destas bactérias.

Provavelmente os políssacarfdeos B e
D estão contaminados com proteínas co-
muns a Z e C respectivamente. Como os
antí-soros de coelho são preparados contra
a bactéria total e não apenas contra a
fração polissacarídica, provavelmente as
reações cruzadas são devidas a proteínas
e não ao polissacarídeo.

Essa fração protêica eventualmente po-
deria ser eliminada através de uma hídró-
lise enzimática proteolítica.

CONCLUSÃO

Diante desses resultados, pode-se con-
cluir que os antígenos polissacarídeos
extraídos pelo método empregado neste
trabalho, quando sensibilizam hemácías,
podem ser usados para fins diagnósticos,
uma vez que são grupo-específicos para
as Neisseria.
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CARBONARE,S. B.; TAKEDA,A. K.; JORDÃO, F.B.M. & TAUNAY,A. E.
Immunological specificity of polysaccharides obtaíned from díffe-
rent groups of Neisseria meningitidis. Rev. Inst. Adoljo Lute, 34: 119-
125, 1974.

SUMMARY: Polysaccharides obtained from eight Neisseria menin-
gitidis serogroups were studied with respect to their immunological
specificity. Antigen was obtained from Iíquíd medium cultures by means
of precipitation made with Cetavlon (cetyl-triemethyl ammonium bro-
rníde).

The immunological specificity of such polysaccharídes was studies by
means of counterimmunoelectrophoresis and haemagglutination assays.
The sera employed in thís assays was obtained from rabbits immunized
with Neisseria meningitidis of A, B, C, D, 29E, X, Y and Z groups. No
cross-reactíons were observed among any of the polysaccharides here
obtained.

DESCRIPTORS: Neisseria meningitidis; polysaccharides from Neis-
seria meningitidis, immunological specificity.
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TAKEDA,A.K.; TAUNAY,A.E.; SCALABRINI,L.G.P. & CASTRO,!. O.
- Anticorpos antí-polissacarídeo C de Neisseria meningitidis: detec-
ção através da hemaglutinação passiva em soros de pacientes e de
vacinados. Rev. Inst. Aâolio Lutz, 34: 127-133,1974.

RESUMO: Foi utilizada a reação de hemaglutinação passiva para
avaliar a resposta humoral antipolissacarídica C em dois grupos popu-
lacionais, na região da Grande São Paulo, S. P. e em um grupo em
Ipatinga, M.G., Brasil, após a vacinação com a vacina antí-meningocócíca,
grupo C. A mesma técnica também foi usada para pesquisa de antí-
corpos da mesma natureza em pacientes com diagnóstico clínico e
laboratorial de meningite meningocócica, a fim de avaliar sua especifi-
cidade como método diagnóstico. Os resultados obtidos autorizam o
emprego dessa técnica como método seguro e específico.

DESCRITORES: Neisseria meningitidis, grupo C; hemaglutinação
passiva, no diagnóstico da meningite meningocócica; meningite, meníngo-
cócica.

INTRODUÇÃO foi estudada a sua aplicabilidade, na ava-
Ilação da vacina anti-meningocócica do
grupo C, a dois grupos populacionais da
região da Grande São Paulo, S. P. € a um
grupo em Ipatinga, M.G. Também foi pes-
quisado o desenvolvimento de anticorpos
da mesma natureza em pacientes com
dignóstico clínico e laboratorial de menin-
gite meníngocócíca, a fim de avaliar sua
especificidade como método diagnóstico.

A pesquisa de anticorpo antípolissa-
carídeo pela reação de hemaglutinação
passiva com hemácias sensibilizadas foi
introduzida por SANBORN & VEDROS5.

Apesar de a sensibilidade dessa reação
ser menor do que a do ensaio radíoírnune,
sua especificidade nunca foi contestada.

Sendo uma técnica de fácil execução,

" Trabalho realizado na Seção de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S. P.
Do Instituto Adolfo Lutz.

,"* '" Do Hospital Emílio Ribas, São Paulo, S. P.
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MATERIAL E MÉTODOS

Vacina utilizada

Políssacarfdeo de Neisseria meninçüuiis,
grupo C*.

Amostras

Foram estudados soros de quatro gru-
pos populacionais:

Grupo 1 - 98 crianças normais, de 6 meses
a 3 anos de idade, vacinadas
com 50 !l g. Foram colhidas 2
amostras: uma, antes, e outra
30 dias após a vacinação.

Grupo 2 - 77 jovens entre 13 a 17 anos de
idade, do sexo masculino, de
uma Instituição escolar parcial-
mente fechada, vacinados com
100 p.g. Foram colhidas 3 amos-
tras: uma, antes da vacinação,
duas outras, após 30 e 90 dias
da vacinação.

Grupo 3 150 indivíduos normais de 1 a
20 anos de idade, vacinados com
50 ug. Foram colhidas 3 amos-
tras: uma, antes da vacinação,
e duas outras, a 14 e 30 dias a
partir da data da vacinação.

Grupo 4 279 crianças de 6 meses a 3 anos
de idade, internadas no Hospital
Emílio Ribas, São Paulo, S. P.,
com meningite meníngocócíca,
Foram colhidas 3 amostras: a
primeira, na internação; a se-
gunda, por ocasião da alta e a
terceira, trinta dias após a alta.

Antígenos

Foram empregados na ocasião dois

1.0 - A vacina polissacarídeo do grupo C*.

2.° - Polissacarídeo do grupo C extraído
de Neisseria meningitidis** do gru-
po C,

SensibiZização das hemácias

Lavar 6 ml de suspensão a 10% de
hemácias humanas "O", Rh negativo, três
vezes em solução salina tamponada (NaC1-
0,15M; fosfatos - 0,01M), pH 7,2, centri-
fugar a 3.000 rpm durante 10 minutos. Divi-
dir o sedimento em dois lotes. Ao primeiro,
adicionar 2ml de antígeno, ao segundo, adi-
cionar 2 ml de solução salina tamponada
(NaC1- 0,15M, fosfatos -0,01M), pH 6,9, pa-
ra controle da reação. Inocubar em banho-
maria a 37'°C,durante 30 minutos.

Lavar as duas suspensões em solução
salina tamponada pH 6,9. Ressuspender o
sedimento a 4 ml da mesma solução salina
a qual se adicionou 0,5% de soroalbumina
bovina.

Determinação da concentração ótima
sensibilizante do antígeno

Determinada por meio de titulação em
bloco, variando-se as concentrações dos
antígenos que foram estabelecidos por
dosagem química, pelo método de Svenne-
rholme para ácido siálico. Para 0,024ml de
papa de hemácias, a concentração do polis-
sacarídeo utilizado variou de 1 - 3 J.Ig'/rnl
para o antígeno por nós preparado e de
3,5 - 7 J.lg/ml quando foi utilizada a vacina.

Técnica da reação

Em placas de hemaglutinação*: adio
cionar 50 J.l1de solução salina tamponada
(NaC1 - 0,15M, fosfatos - 0,01M), pH 6,9,

antígenos: adicionada de 0,5% de soroalbumina bovina,

Meningococcus group C vacine, Merck Sharp & Dohrne Research Labs., New Jersey and West
Point, Pa., E. U. A.

Microtiter, Cook Engineering Company, E. U. A.

"" Amostra C-1054, proveniente do Center for Disease Control, Atlanta, Georgia, E. U. A.
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a todos os orifícios. Em seguida, adicionar
50 !lI de cada novo soro em duplicata e,
com alças díluídoras, proceder a diluições
sucessivas, de razão 2, de todos os soros.

Distribuir na primeira linha correspon-
dente a cada soro 50 !lI de hemácias

sensibilizadas e, na segunda linha, 50 !lI de
hemácias não sensibilizadas, como controle.

Incubar as placas em câmara úmida,
a temperatura ambiente, por 3 horas. Lei-
tura, para verificação ou não de aglutinação,
como demonstrado na figo 1:

Fig .. 1 - Placa demonstrativa da reação de hemaglutinação passiva.

RESULTADOS E CONCLUSÕES

A figura 2 mostra a variação de títulos
em crianças vacinadas pertencentes ao pri-
meiro grupo. Neste grupo praticamente não
houve conversão de títulos.

No grupo de 13 a 17 anos (fig. 3), após
30 dias da vacinação, verificou-se conversão
sorológica em 95% dos indivíduos. Já, na
amostra colhida 90 dias após a vacinação,
em 27% não foi possível mostrar a pre-
sença de anticorpos no sangue, mostrando

serem estes anticorpos de natureza fugaz.
Estes resultados permitem concluir que, na
dose empregada para essa população, a
vacina mostrou-se capaz de induzir à for-
mação de anticorpos.

j
O terceiro grupo, cuja idade variou de

1 a 20 anos, como mostra a tabela 1, con-
firma os dados anteriores, ou seja, na faixa
etária de 1 a 3 anos, 4,35% converteram o
título, enquanto que, na faixa de 20 anos,
88,9% converteram o título.

129



TAKEDA, A. K.; TAUNAY, A. E.; SCALABRINI, L. G. P. & CASTRO, 1. O. - Anticorpos antt-
polissacarídeo C de Neisseria meningitidis: detecção através da hemaglutinação passiva em
soros de pacientes e de vacinados. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 34: 127-133, 1974.

O/o

100

90 '\
80

\\
70 I"li

\',
60 \\

50 :~
40 Ii

11\

30
\,

I

20

10

I: 16 I: 32

I~ AMOSTRA: ANTES DA VACINAÇÃO

2<;' AMOSTRA: 30 DIAS APÓS VACINAÇÃO

N? DE CASOS: 98 ,
DOSE DA VACINA: 50)Jg DE POLlSSACARIDEO C

FAIXA ETARIA: 6 MESES A 3 ANOS

TITULO

Fig. 2 - Detecção de anticorpos contra polissacarídeo C de Neisseria meningitidis,
através da reação de hemaglutinação passiva. Grupo 1.
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Fif. 3 - Detecção de anticorpos contra polissacarídeo C de Neisserui meningitidis,
através da reação de hemaglutinação passiva. Grupo 2.
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TABELA 1

Avaliação da resposta à vacina polissacarídica C em diferentes faixas etârias,
em Ipatinga, M. G.

--
Faixa etária

(anos)
Títulos

1 - 3 I 4 - 5 I 6 - 10 I 11 - 15 I 16 - 19 I 20
I

22 15 I 23 i 10 7 I 2
S/conversão (95,65%) (78,95%) (74,20%) (43,48%) (31,82%)

I

(11,10%)
1 4 8 I 13 15 16

C/conversão ( 4,35%) (21,05%) (25,80%) (56,52%) (68,18%) (88,90%)
i I

Total 23

%
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FAIXA ETARIA 6 MESES A 3 ANOS

•..••......•_---

1'8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1.024

Fig. 4 - Detecção de anticorpos contra polissacarídeo C de Neisseria meningitidis,
através da reação de hemaglutinação passiva. Grupo 3.

No quarto grupo (fig. 4) procurou-se
verificar se nas meningites de provável
etiologia bacteriana e especificamente me-
ningocócica apareciam anticorpos contra o
polissacarídeo C, uma vez que no grupo
vacinado da mesma faixa etária a conver-
são de título variou em proporções muito

baixas (fig. 2). Por esta figura podemos
verificar que houve 100% de conversão de
títulos após 10 dias da internação e que,
após 30 dias, 18% desses
indivíduos se tornaram negativos, o que
vem a confirmar a natureza fugaz destes
anticorpos.
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TABELA 2

Especijicidade da reação de hemaçluiinação passiva para
Neisseria meningitidis, grupo C.

Conversão
Bacterios- Cultura IEC de títulos

N.O de Casos copia no soro
%

I
194 + + + 100
151 I 36,5-

I
"- -

21* - I - - O

rEC imunoeletroforese cruzada

+ positivo

negativo

positivo para outra etiologia que não a meníngocócíca.

Por esta tabela, sempre que o exame
bacterioscópico, a cultura e a pesquisa do
polissacarídeo no líquor foram positivos, a
conversão de títulos na reação de hema-
glutinação também o foi. Quando a bacte-
rios copia, a cultura e a pesquisa de polis-
sacarídeo no líquor foram negativas, houve
36,5% de conversão de títulos. Com relação
a infecções meníngeas de outra etiologia,
não houve desenvolvimento de anticorpos
específicos ou, se presentes, não houve con-
versão de títulos nas reações subseqüentes.

o fato de se obterem 36,5% de resul-
tados positivos com conversão soro lógica,
sendo os demais exames negativos, leva a
acreditar ser este método mais sensível
que os outros empregados, uma vez que
em todos os casos a sintomatologia clínica
e o exame químíco-cítológíco do líquor in-
dicavam tratar-se de infecção bacteríana das
menínges que, no caso presente, foi íntí-
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tulada como sendo infecção meningocócica
do grupo C.

Diante desses resultados, conclui-se que
a vacina induz à formação de anticorpos
específicos, de preferência nos grupos etá-
rios acima de 3 anos. A ausência da res-
posta para grupos etários abaixo de 3 anos
poderia ser justificada pela incapacidade
de resposta frente ao antígeno polissaca-
rídíco, por ter-se usado uma dose insufi-
ciente, ou pela falta de contacto anterior
desta população com o agente infeccioso.

A reação de hemaglutinação com he-
máceas sensibilizadas com políssacarídeo
extraído da N. rneninçituiis do grupo C,
mostrou-se excelente como método de
diagnóstico de grande auxílio no esclareci-
mento de casos em que falharam os
métodos usuais de diagnóstico da doença
meningocócica.



TAKEDA, A. K.; TAUNAY, A. E.; SCALABRINI, L. G. P. & CASTRO, I. O. - Anticorpos anti-
polissacarídeo C de Neisseria meningitidis: deteccão através da hemaglutinação passiva em
soros de pacientes e de vacinados. Rev. Inst. Atiolfo Lutz, 34: 127-133, 1974.

RIAL-A/40B

TAKEDA, A.K.; TAUNAY,A.E.; SCALABRINI, L.G.P. & CASTRO, I. O.
- Antibodies against polysaccharíde C of Neisseria meningitidis:
detection through passive haemagglutination in sera from patients
and vaccinated normal persons. Rev. Inst. Aâolio Luie, 34: 127-133,1974.

SUMMARY: Passíve harnagglutinating reaction was used to evaluate
the hurnoral immune response against polysaccharide C of two popula-
tional groups, one of the São Paulo metropolítan area and another of
Ipatinga, M_G., both in Brazil, after vaccination with antí-group C
meningococcal vaccine. Sarne techic was used to detect the same
type of antibodies in patients wich clinical and laboratory diagnosis of
meningococcal meníngitís, in order to evaluate its specificity as a díagno-
sis method. The results confirrned the specificity of this reaction.

DESCRIPTORS: Neisseria meningitidis, serogroup C; passive hae-
magglutination in meningococcic meníngitis, diagnostic method.
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