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PROFESSOR SAMUEL BARNSLEY PESSÕA

Aos 3 de setembro de 1976 faleceu em São Paulo o Professor Samuel Barnsley
Pessôa fundador da maior Escola de Parasitologia Médica que floresceu e fru-
tificou em nosso país com projeção e conotaçôes internacionais.

Nascido aos 31 de maio de 1898 em São Paulo, filho de Leonel Pessôa, médico,
e D.a Anna Barnsley Pessôa, efetuou seus estudos no Ginásio iAnglo-Brasileiro,
prestando exames parcelados de admissão à Faculdade de Medicina e Cirurgia de
São Paulo, onde se matriculou em 1916.

Em 1922 doutorou-se em Medicina defendendo tese sobre "Estudo dos com-
ponentes de óleo essencial de chenopodio. SUJaaplicação na profilaxia da Ancy-
losiomose".

Em 1923 foi nomeado inspetor sanitário sendo-lhe confiada a direção de um
Posto Experimental anexo aos Serviços de Projilaxia Geral do Estado de São
Paulo. A observação dos excelentes resultados proporcionados por este Posto foi
a motivação para a criação dos Centros de Saúde de São Paulo. Em 1925, como
assistente do então Instituto de Higiene de São Paulo, organizou a Seção de Pa-
rasitologia aplicada à Higiene.

Em março de 1926 recebeu o título de Docente Livre da Cadeira de Higiene
da Faculdade de Medicina de São Paulo; em julho de 1927 foi para a Europa a
convite da Seção de Higiene da Sociedade das Nações, percorrendo os Serviços
Antimaláricos e demais Instituições Científicas da Iugoslávia, Itália e Espanha.

1



Rev. Inst. Aãolfo Lutz
35/36: 1-4. 1975/76.

RIAL-A/409

Em Hamburgo, freqüentou o curso de Medicina Tropical e, em Paris, estagiou
no Laboratório de Parasitologia do Pro]. E. Brumpt.

Em 1929 organizou o Serviço de Higiene e Laboratório Clínico da Companhia
Paulista de Estradas de Ferro retornando, em fevereiro de 1930, às suas funções
no Instituto de Higiene.

Após memorável concurso, aos 17 de abril de 1931 assumiu, a cátedra de Para-
sitologia da Faculdade de Medicina de São Paulo, que dirigiu pelo espaço de 24
anos, imprimindo às suas atividades características próprias que, a largos traços,
assim podem ser resumidas:

sábia orientação de não divorciar o ensino da pesquisa, realizando ambas as
atividades paralelamente, sem hipertrofiar uma em detrimento da outra pois, em
verdade, só pode ensinar bem o professor que investiga, da mesma maneira que
o pesquisador encontra no ensino um fator estimulante ao seu trabalho de inves-
tigação;

entranhado amor pelo estudo e solução das endemias parasitárias que cons-
tituem o núcleo básico dos problemas médico-sociais brasileiros. No exercício deste
mister, em íntimo contacto com as populações urbanas ou rurais parasitadas,
foi levado a estudar outros fatores associados, tais como os diferentes tipos de
desnutrição, os hábitos alimentares, o clima e o microclima, as condições de tra-
balho e de higiene; não se limitava pois às variáveis condicionantes das parasi-
toses humanas mas, sempre que necessário, identificava e quantificava todas essas
variáveis, desde os fatos biológicos e bioquímicos até os fatos sócio-econômicos,
o que implicava em enorme esforço de trabalho;

preocupação permanente em despertar vocações em pesquisadores e em fazer
discípulos, orientando-os como verdadeiro chefe de Escola, permitindo a cada
assistente, a cada auxiliar, desenvolver-se com autonomia em função de suas
características próprias à luz de sua larga experiência; formou assim a maior
Escola em Parasitologia da América Latina, caracterizada por parâmetros de ele-
vado nível técnico-científico, ímpar criatividade com estabelecimento de inúme-
ras linhas de pesquisa, e por incondicional reperência às populações portadoras
de parasitoses, no sentido social e humanístico, como beneficiários da pesquisa
científica.

Em atitude da maior raridade, a fim de prestigiar a renovação no Departa-
mento de Parasitologia que dirigia, deixou a cátedra em 1955, ocasião em que
recebeu da Congregação da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo
o título de Professor Emérito.

Em 1936 foi galardoado com o título de Professor "Honoris Causa" pela Facul-
dade de Medicina do Recife. Idêntica distinção recebeu em 1952, 1969 e 1970 das
Faculdades de Medicina da Paraíba, da Universidade Federal de Goiás e da Fa-
culdade de Medicina de Itajubá.

Ao discursar na solenidade inaugural da Faculdade de Medicina da Paraíba,
em 15-3-1952, ocasião em que recebeu o título de Professor "Honoris Causa", en-
cerrou-o com comovente homenagem de amor filial:

"Na segunda metade do século passado, um menino paraibano que há pouco
acabava de perder a mãe, e pobre, como a maioria dos meninos do Nordeste, dei-
xava Bananeiras, sua terra natal, para tentar a vida no sul do país. Fêz seu curso
médico no Rio de Janeiro, parte como caixeiro de loja, parte como interno dlos
hospitais. Mudando-se para São Paulo, clinicou muitos anos no Interior e na Ca-
pital e lá constituiu numerosa família. Um dos seus filhos, que vós neste momento
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cumulais com as palmas de vossa generosidade, volta agora às terras de seus
ancestrais e, cercado de tanto carinho e amizade, pode compreender porque seu
pai, até morrer, sempre falava com saudade da sua doce Paraíba. Esta recor-
dação, como elo suave, ainda mais me prende à vossa terra hospitaleira".

Foi presidente honorário da Federação Latino-Americana de Parasitologia,
membro honorário da Sociedade Mexicana de Parasitologia, da Sociedade Brasi-
leira de Parasitologia, da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, da Sociedade
Argentina de Parasitologia e "Honorary Felour" da Royal Society ot Tropical Medi-
cine and Hygiene da Inglaterra, sendo desde 1974 o único brasileiro e sui-americano
a receber esta distinção, atribuída desde 1907 a apenas 51 cientistas de renome
mundial, tais como Erlich, Golgi, Finlay, Shiga, Brumpt, Schweitzer, etc-

Inúmeros prêmios, medalhas e honrarias outras recebeu ainda o eminente
cientista que publicou 17 livros e monografias e cerca de 350 trabalhos cieniiji-
cos, além de 59 artigos que escreveu para jornais ou revistas. A sua "Parasitologia
Médica" se constituiu, através dos anos e com atualizações sucessivas, na grande
fonte de estudos de Parasitologia nas escolas médicas de nosso país. Foi ainda
um grande sanitarista, emérito educador sanitário, pioneiro da Medicina Social
e da Geografia Médica dentre nós e um dos primeiros pesquisadores nacionais
que procuraram mostrar as relações entre ecologia e doenças parasitárias.

Foi escolhido como paraninio pelos doutorandos de 1940 da Faculdade de
Medicina da Universidade de São Paulo - a primeira vez em que um professor
das cadeiras básicas foi distinguido com essa homenagem. De seu discurso disse
que, se fosse praxe dar título, âenomirui-lo-ia: "Sobre a necessidade de médicos
rurais para o Brasil" ou então "Sobre a necessidade urgente de assistência mé-
dica e higiênica às populações rurais brasileiras"; depois de pintar o quadro
impressionante das doenças parasitárias, da desnutrição, do analfabetismo e das
condições de trabalho desumanas da população de uma zona de desbravamento
deste Estado, onde se desenvolviam os trabalhos da Comissão de Estudos da
Leishmaniose a qual chefiava, desde 1939, terminou sua corajosa e realista oração
com este apelo, aos seus doutorandos, que continha a motivação básica de sua
atividade profissional:

"Vede, meus jovens colegas. os nossos irmãos do sertão: sob o clima brando
e puro dos campos e das matas; em contacto com a terra boa e bemjazeja, que
produz os mais ricos alimentos nas matas e florestas, nos campos e montanhas
- morrendo, mal ao nascer, degenerando, se alcançam a idade adulta - assolados
por moléstias erradamente denominadas tropicais, de fácil prevenção e mais
fácil cura ainda.

Nós, que tivemos a felicidade de receber o benefício da civilização e da cul-
tura, que nos permitiu retemperar o corpo e alçar o intelecto, devemos nos âe-
dicar até o sacrifício, no desejo constante de fazer deste país terra verdadeira-
mente generosa, não somente para alguns, porém para todos os seus filhos.

Trabalhai pois, meus amigos, porém trabalhai por este alto e nobre ideal
o melhoramento da saúde de nosso povo; é êle um grande e imperioso dever
social ao qual vos não podeis eximir.

É o que esperamos de todos vós - o trabalho, o penoso trabalho - fonte
de mérito e base de toda dignidade humana; pois "só o trabalho dá a liberdade
e cada trabalhador é uma força social" (Ingenieros).

Sede a mais eficiente, a mais poderosa e a maior das forças sociais, para
a. saúde e redenção do Brasil."
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A turma de 1940 honrou seu poraninfo produzindo mais de vinte professores
titulares de várias Universidades do Brasil, além de destacados profissionais em
numerosos ramos da medicina.

Em 1965, convidado por Ariosto Büller Souto, então Diretor do Instituto Adolfo
Lutz de São Paulo, pôde o Proj. Samuel Barnsley Pessõa, reencetar suas pesquisas
desde então voltadas para parasitas de animais, em particuiar de hemoparasitas.
Nesse mesmo ano foi homenageado pelo nosso Instituto ao ser agraciado com o
diploma e Medalha "Adolfo Lutz" conferidos pelo Governo do Estado de São Paulo,
ao ensejo do Jubileu de Prata do Instituto Aâolto Lutz.

Acolheu-o também em seus laboratórios o Instituto Butantan. Em ambas as
instituições sua produção científica alcançou cerca de 50 publicações das quais
as últimas ainda estão no prelo, a traduzir a sua insaciável sede de pesquisar
e de despertar vocações até seus últimos dias, quando chegava ao Instituto cami-
nhando com dificuldade, arrastando suas pernas cansadas de tantas caminhadas
por estes brasis afora, com o ituieieciioel boné na cabeça, as grossas lentes dos
óculos a aumentar-lhe os olhos, através dos quais se percebia a mente ágil e
lúcida iluminada pela chama da bondade, do calor humano que provinha do mais
íntimo de sua alma.

Em suma, foi um laborioso operário da rnesse de Deus que cumpriu inte-
gralmente sua missão neste mundo, apóstolo que foi do amor ao próximo tra-
duzido por sua intensa atividade como professor universitário de tantas Faculda-
des, pesquisador emériio das múltiplas taceuis das doenças parasitárias de nossos
irmãos de todo este imenso país, e cidadão brasileiro exemplar.

São Paulo, 3 outubro de 1976.

Marcelo O. A. Corrêa
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INCIDÊNCIA DOS HELMINTOS CAUSADORES DA ANCILOSTOMIASE
HUMANA EM SANTA MARIA, RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

Astrogildo AZEVEDO *
Léo SILVEIRA t,*
Sérgio WEINMANN **
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AZEVEDO, A.; SILVEIRA, L. & WEINMANN, S. - Incidência dos hel-
mintos causadores da ancilostomíase humana em Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brasil. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 35/36: 5-7, 1975/76.

RESUMO: Pelo estudo morfológico das larvas filarióides obtidas
por cultura, foi verificado, em Santa Maria, que a ancilostomíase é cau-
sada em 94% dos casos por Necaior, 2% por Ancylostoma e, em 4%, por
ambos os gêneros.

DESCRITORES: Ancylostoma; Necator; ancilostomíase no Rio Gran-
de do Sul, Brasil.

INTRODUÇÃO

O parasitismo por Ancylostoma e Ne-
caior tem sido denominado de ancílosto-
míase. Esta helmintíase tem ampla distri-
buição geográfica. No Brasil, em 2.440.467
coproscopias realizadas pelo DNERu (1968)
foi. verificada uma positividade, para ancí-
lostomídeos, de 619.832 (28,23%) 1.

No Estado do Rio Grande do Sul, inqué-
ritos coproscópicos em diferentes regiões
mostram índices que variam de 8 a 80%
(PELLON & TEIXEIRA4, 1963). Em Santa
Maria, a taxa de infestação por estes hel-
míntos variou de 12,98 a 3"0,2% (Leal, 1962;
CARVALHO 2, 1966 e ROCHA 6, 1968).

O objetivo desta publicação foi verificar
a prevalência de Anculostoma e Necator em
Santa Maria, pelo estudo diferencial da
morfologia das larvas filarióides obtidas
por cultura.

MATERIAL E MÉTODO

Durante três meses foram realizados
exames de fezes, usando diferentes técnicas
de enriquecimento (Faust, Telemann e
Willis-Mollay), sendo encontradas 100
amostras positivas para ancilostomídeos.
Estas amostras foram submetidas a cultu-
ra e extração das larvas pelo método de
ROBERT'S & O'SULLIVAN 5, 1950).

Realizado na Seção de Parasitologia Humana do Departamento de Patologia da Universidade Fe-
deral de Santa Maria, R,io Grande do Sul.
Do Departamento de Patologia da Universidade Federal de Santa Maria.
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Ap6s a extração, as larvas filari6ides
foram colocadas em lâminas, imobilizadas
com dicloridrato de piperazina a 6% (SAN-
TIAGO7, 1972) e recobertas com lamínulas.

A diferenciação genérica baseou-se nos
seguintes caracteres: estruturas da cavida-
de bucal, estriações da bainha e compro-
metimento total das larvas (SILVA 8, 1974).

RESULTADOS

Nas 100 amostras de fezes foram íden-
tificadas, em 94%, larvas de Necator, em
2%, larvas de Ancylostoma e, em 4%, larvas
de Ancylostoma e Necator.

COMENTÁRIOS

Os nemat6deos do homem, com exce-

ção de Ancylostoma e Necator, são ídentí-
ficados especialmente nos exames laborato-
riais de rotina. SOOD et alii 9 (972), com-
parando a morfologia de ovos e larvas com
a dos helmintos adultos, verificaram que
somente a caracterização da larva filari6ide
é processo seguro para a diferenciação en-
tre Ancylostoma e Necator.

Utilizando este processo, verificamos a
incidência destes helmintos causadores da
ancilostomíase humana em Santa Maria.

Agradecimentos

Aos Profs. Drs. Albert Thomas Londero
e Marco Aurelio Miranda Santiago pela
orientação recebida na realização do pre-
sente trabalho.
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AZEVEDO,A.; SILVEIRA, L. & WEINMANN, S - Incidence of helminths

causing human ancylostomiasis in Santa Maria, Rio Grande do Sul,
Brazil. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 35/36: 5-7, 1975/76.

SUiMMARY: Through the morphologic study of filaricid larvae
obtained from cultures, it was verified that in the city of Santa Ma-
ria, RS, ancylostomiasis is caused by Necator in 94% of the cases; by
Ancylostoma in 2% and in the remaining 4% the disease is caused by both
these worms.

DESCRIPTORS: Ancylostoma; Necaior; ancylostomiasis in Rio Gran.
de do Sul, Brazil.
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OCORRÊNCIA DE VIBRIO PARAHAEMOLYTlCUS EM OSTRAS E
OUTROS PRODUTOS MARINHOS NO LITORAL DE SÃO PAULO,

BRASIL. REVISÃO E CONSIDERAÇÕES SOBRE O RISCO
POTENCIAL PARA A SAÚDE PÚBLICA *

Dilrna Scala GELLI id,

Takako TACHIBANA H

Thecdosio M. P . SILVA ,'*
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GELLI, D. S.; TACHIBANA, T. & SILVA, T. M. P. Ocorrência de
Vibrio parahaernoluticus em ostras e outros produtos marinhos no
litoral de São Paulo, Brasil. Revisão e considerações sobre o risco
potencial para a saúde pública. Reo. Inst. Adolfo Lui.z, 35/36:
916, 1975/76.

RESUMO: Foi pesquísada a incidência de Vibrio pcrahaemoluticus
em 101 amostras, sendo 12 de peixes, 5 de mariscos, 6 de camarões, 70
de ostras e 8 de água do mar (região costeira), encontrando-se 75 amos-
tras positivas, assim distribuídas: 5 de peixes, 2 de mariscos, 3 de
camarões, 6 de água do mar e 39 de ostras; 40 cepas, que foram soro-
tipadas pela Food and Drug Administration, Department of Health,
Education and Welfare, dos Estados Unidos, eram não hemolítícas e,
dentre elas, encontraram-se 17 tipos sorológicos diferentes. Os resul-
tados são discutidos com base na revisão da literatura pertinente à
disseminação e patogenicidade desse microrganismo.

DESCRITORES: Vibrio parahaemolyticus, isolamento em ostras e
outros produtos do mar (São Paulo, Brasil),

INTRODUÇÃO A primeira descrição dessa bactéria foi
feita, por T. Fujino (1951), que a deno-
minou de Pasteurella parahaemolyticus.
Em 1958, Takikawa sugeriu o nome de
Pseudomonas enteritis; Míyamoto propôs a
criação de um novo gênero - Oceanomo-
nas - com as espécies O. parahaemolyticus,
O. enteriiis e O. alginolyticus. R. Sakazaki,
em estudos posteriores, verificou a seme-
lhança dessa bactéria com as bactérias do

o Vibrio parahemolsjticus é um mi-
crorganismo Gram-negativo, halófilo, aeró-
bio facultativo. O seu desenvolvimento é
favorecido quando se acresce ao meio de
cultura 2 a. 4% de cloreto de sódio, e sua
multiplicação é intensa a 37°C e em tempe-
raturas ambientes. É facilmente destruído
pelo calor e, portanto, pela cocção 6,

* Trabalho realizado na Seção de Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo,
S.P.

* * Da Seção de Microbiologia Alimentar do Ins tituto Adolfo Lutz.
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gênero Fibrio, e propôs a designação de
Vibrio parahaemoluiicus, que permane-
ce 10, 22, 28.

Ubiqüitário dos ambientes marinhos, o
Fibrio parahaemolyticus parece ser capaz
de se multiplicar em águas salgadas sem
a concorrência de um animal hospedeiro 10.

Tem sido isolado repetidamente em amos-
tras de águas costeiras e de estuários, em
sedimentos marinhos, peixes, crustác-eos e
moluscos, na quase totalidade dos oceanos,
de locais reconhecidamente poluídos ou
não 3, 8, 10, 15, 19, 20, 22, 23. Onúmero desses
microrganismos tem distribuição sazonal,
maior nos períodos quentes do ano. Con-
seqüentemente, deve ser quantitativamente
maior a presença de Vibrio panüuiemoiç-
ticus nas costas dos países de clima quente
e temperado 8, 10, 19, 23, 28.

Também, repetidamente, esse organis-
mo tem sido isolado e apontado como
agente causal de gastrenterite e responsa-
bilizado por surtos de toxi-infecções alimen-
tares 1, 2, 4, 11, 16, 21, 25, 29. A primeira des-
crição de infecção entérica foi realizada
por Fujino (1951), na investigação de surto
provocado pelo consumo de shirasu con-
taminado, no Japão 13. Nesse país, a in-
fecção por Vibro parahaemolyticus é signi-
ficativamente alta (40-70% dentre todas as
infecções bacterianas) sem dúvida por cau-
sa elos hábitos alimentares típicos de
consumo de produtos pescados não cosi-
dos 13,29. Porém, ocorrências semelhantes,
embora menos freqüentes, têm sido descri-
tas em outros países (Inglaterra, índia, Es-
tados Unidos, Coréia, Malásia, Panamá,
Togo, Nova Zelàndia etc.).

o quadro clínico desenvolvido, quando
da infecção gastrentérica pelo Vibrio pa-
rahaemoiuticus, é de moderada gravidade,
com a apresentação dos primeiros sinto-
mas, 6-24 horas após o consumo do ali-
mento infectante, -e inclui dores epígástrí-
cas violentas, náuseas, vômitos, diarréia
(com presença de muco e sangue nas fe--
zes), febre, dor de cabeça e calafrios. Esses
sintomas, em geral, regridem em 1-3
dias 2, 5, 7, 21, 25, 29, porém o quadro clíni-
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co pode se agravar e confundir-se com o da
diarréia colérica 4, 28, 29. Outras infecções
como septicemias, otites e ulcerações de
pele 10,29 ocorrem, assim como infecções
por acidentes laboratoriais 32. A pesquisa
da origem da infecção conduz sempre aos
ambientes marinhos.

A classificação antigênica do Vibrio pa-
rahaemolyticus é feita com base no antí
geno somátíeo "O" e no antígeno capsular
"K". Os antígenos flagelares (H) são des-
tituídos de importância na sua identifica-
ção, uma vez que não são específicos da
espécie, mas comuns também a outras es-
pécies do gênero Vibrio. Reconhecem-se,
até o momento, 11 diferentes antígenos "O"
e 53 antígenos "K"; porém, o número de
cepas ainda não caracterizadas sorologica-
mente é extenso 10,29. Essa identificação,
à parte de sua importância epídemiológíca,
não fornece nenhum dado seguro acerca da
virulência das cepas; qualquer sorotipo é
potencialmente capaz de provocar infecção.

Em seu estudo pioneiro, Fujino deno-
minou a bactéria, por ele isolada, de alta-
mente tóxica, capaz de provocar a morte
em camundongos que ingeriram ou foram
ínoculados experimentalmente com células
viáveis e, reações severas, quando testada
em alça ligada de íleo de coelho 14.

Caracteristicamente importante foi a
detecção de produção de hemolisinas, que
não obedece a uma distribuição geral en-
tre as cepas; determinados V. paranaemo-
lyticus, independentemente do sorotipo, são
capazes de produzir hemólise do tipo beta,
quando inoculados em ágar-sangue de Wa-
gatsuma (meio básico específico acrescido
de hemácías humanas) e incubados por
13-24horas, a 350C; o teste foi denominado
de Kanagawa 10,2829. SAKURAI et alii e
SAKAZAKI30 demonstraram a existência
de mais de uma hemolisina; as cepas Ka-
nagawa positivas, hemolíticas, são comuns
sobretudo entre os isolamentos de mate-
rial fecaI de doentes, e as negativas, não
hemclítícas, entre os do material obtido do
meio ambiente 10, 28,29,33,34. Correlacio-
nou-se, então, o fenômeno de Kanagawa
diretamente com a virulência desse agente:
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as cepas hemolíticas, designadas de virulen-
tas e as não hemolíticas, de avírulentas.
Na tentativa de se aclarar o mecanismo
de atuação patogênica, surgiram várias hi-
póteses, como a da possibilidade de "con-
versão" ou "seleção" para as virulentas no
próprio trato intestinal 7, 10, 28, 29.

As pesquisas com o fito de determinar
qual das hemolisinas, ou se o conjunto delas
se relacionava diretamente com o fenôme-
no de virulência, não foram bem sucedidas
por todos os pesquisadores, e o conjunto
dos resultados evidenciou várias divergên-
cias. Extratos purificados dessas enzímas
nem sempre provocaram as mesmas rea-
ções nos múltiplos ensaios efetua dos, quan-
do da administração de células viáveis
(ínoculação intraperitonial de ratos, em
alça ligada do íleo de coelho, em duodeno
de cão, por ingestão, e pelo teste de edema
de pata de camundongo). Essa contro-
vérsia foi acentuada pela sucessão de des-
crições de infecções, com isolamento de ce-
pas não hemolíticas, que se apresentavam
com gravidade compatível com as infec-
ções provocadas por cepas Kanagawa posi-
tivas 26, 28, 29.

Vários pesquisadores sugerem a neces-
sidade da ingestão de doses ínfectantes para
que a instalação clínica da infecção ocorra.
Em experiências com voluntários, uma dose
de 3 x 105 células víáveía/rnl de cepas Kana-
gawa positivas foi admitida como suficien-
te; enquanto doses de mais de 109 células
víaveis/rnl de cepas não hemolíticas não o
foram 29. Twedt e colaboradores, em en-
saios com alça ligada de íleo de coelho,
observaram que há um período de incuba-
ção menor quando da inoculação de doses
maiores do agente, incluíndo-se testes com
cepas Kanagawa negativas e com as de Vi-
brio alginolyticus (também ubiqüitár'io de
ambientes marinhos, porém nunca isolado
de infecçoes humanas) 33,34, Kato e cola-
boradores observaram que cepas hemolítí-
cas, desprovidas de antígeno "K", compor-
tam-se como as não hemolíticas; sobretudo,

3S cepas Kanagawa negativas, isoladas de
material humano (fezes diarrêicas e mate-
rial de autópsia), mostram-se igualmente
não reatívas em experimentos com animais
de laboratório.

Em trabalhos recentes, Twedt e colabo-
radores concluíram que as reações em en-
saios experimentais são determinadas por
porçõ-es íntimas da estrutura celular do
ll. parahaemotuticus e que esse fator de
patogenicidade, quando testado pelas par-
tículas lisa das de células, parece ser afe-
tados por forças iônicas, neutralízáveís por
diálise. Seus estudos atuais visam averi-
guar se esse fator é plasmídeo-dependente*.
Portanto, qualquer que seja o princípio vi-
rulento desse agente, ainda falta a sua
identificação e caracterização bioquímica
definida.

Apesar dos numerosos trabalhos, nem
sempre concordantes, o fato primeiro e
importante é que o Vibrio parahaemoly-
ticus é agente freqüente de toxi-infecções
alimentares, podendo apresentar outros ti-
pos de infecção 11. São comuns descrições
da detecção e ocorrência desse agente numa
dada região, seguida a curto prazo de re-
latos de infecções humanas, a exemplo do
que ocorreu na Inglaterra 1, 15, Estados
Unidos 10,11, Panamá 20, 21 e Coréia 8. Não
se sabe se existe sensibilidade individual
ao agente, ou se podem ocorrer imuniza-
ções naturais; porém os relatos de casos
humanos se sucedem, em que crianças, jo-
vens e adultos são afetados, praticamente
em todas as regiões (países de clima quen-
te, temperado e frio, respectivamente), e
nu populações que apresentam hábitos ali-
mentares os mais diversos. Isso porque,
apesar ele o Vibrio parahaemolyticus ser
restrito fi ambientes marinhos, nada o im-
pede de iní'ectar outra classe de alimentos,
desde que presente num ambinte de cozi
nha, nem de reínfectar um produto pesca-
do já cozido.

Comunicação pessoal por carta de 9 de julho de 1975

11
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A presença do Vibrio parahaemolyticus
entre nós já foi apontada por HOFER &
SILVA15, e LEITÃO & ARIMA22, que tra-
balharam respectivamente com peixe e com
águas e sedimentos de origem marinha.

Considerando o já exposto, decidimos
então pesquisar esse agente em produto:
do mar, especialmente em ostras, que são
excelentes sentinelas das condições sanitá-
rias do ambiente que as rodeia, devido ao
sistema biológico de captação de alimentos
por membranas, o que permite retenção e
concentração de partículas pequenas, como
as bactérias, em seus corpos 18. Também
não utilizamos materiais que tivessem so-
frido quaisquer tipos de tratamento (depu-
ração ou processamento): limitamo-nos à
análise qualitativa, com programação de se
complementarem os dados, posteriormente,
com quantificação do agente nas amostras
não tratadas, com o objetivo de determinar
a carga de Vibrio parahaemolyticus nesse
material.

No presente trabalho, relatamos os re-
sultados obtidos. O possível risco para a
Saúde Pública também é considerado.

MATERIAL E MÉTODOS

Usaram-se 70 amostras de ostras, 12 de
peixes, 5 de mariscos, 6 de camarões e 8
de água do mar (região costeira), num total
de 101 amostras.

O método empregado foi o preconizado
no manual fornecido pela Food and Drug
Adrninistratíon 9, e de acordo com trabalho
de F'ISHBEIN & WENTZ 12.

Procedeu-se ao seguinte esquema de tra-
balho:

a) Inoculação de 10 g ou 10ml do ma-
terial em frascos com 100ml de GSTB (glu-
cose salt teepol broht) , como meio seletivo
de enriquecimento, e incubação por 18-24
horas, a 35°C;

* Difco Laboratories, U.S.A.

12

b) Após a ínoculação, o caldo foi se-
meado em placas de TCBS (thiosulfate cí-
trate bile sucrose agar*), pelo método de
estrias e com o auxílio de alça em cabo de
Kolle, incubando-se por 18-24horas, a 35°C;

c) As colônias típicas desenvolvidas fo-
ram isoladas em meio de Rugai 27, com 3%
de cloreto de sódío, substituindo o meio
TSI (triple sugar iron), sem prejuízos téc-
nicos e com a vantagem da indicação de
produção de indol;

d) As cepas presuntivas de Vibrio pa-
rahaemoluticus foram então testadas frente
ao Gram e por provas bioquímicas;

e) 40 cepas com comportamento da es-
pécie foram enviadas à Food and Drug
Admínístratíon, para os Drs. F'ishbein e
Wentz, que confirmaram nossos resultados
de identificação, complementando-os com o
teste de Kanagawa e com a caracterização
sorológica.

RESULTADOS

A caracterização do Vibrio parahaemo-
iuticus foi obtida pelas seguintes reações:

a) Coloração de Gram: bacilos Gram-
negativos, com morfologia típica de Vibrião;

b) TCBS: colônias típicas (verde-azula-
das, com aproximadamente 3mm de diâ-
metro);

c) Comportamento em meio de Rugai,
com 3% de cloreto de sódio: alcalina no
ápice, ácido na base, sem gás, com indol
positivo;

d) Halofilismo: ausência de cresci-
mento em caldo com 0% e 10% de elo reto
de' sódío, e crescimento em caldo com 6%
e 8% de elo reto de sódio;

e) Incubação a 420C: crescimento po-
sitivo;

f) Fermentação da glicose, sem produ-
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ção de gás, pelo método de Hugh Leifson;
g) Fermentação da celobiose, maltose,

manita e trealose;
h) Não fermentação da sacarose, íno-

sita e dulcita;
i) Motilidade: positiva;
j ) Citocromo-oxi das e: posi tiva;
1) Indol: positivo;

m) Decarboxilação da lisina e ornitina;
n) Arginina: negativa;

o) Voges Proskauer: negativa;
p) Teste de Kanagawa: negativo; 40

das cepas testadas não apresentaram hemo-
Iísínas (Kanagawa-negativas).

Dentre as 101 amostras de material ana-
lisado, 75 (74,25%) foram positivas para
Vibrio parahaemolyticus. A incidência por
material teve a seguinte distribuição (ta-
bela 1):

TABELA 1

Amostras positivas para Vibrio parahaemolyticus

Amostras N.o analisado Positivas Percentagem

Ostras 70 59 84,28
Peixe 12 5 41,66
Água do mar 8 6 75,00
Camarão 6 3 50,00
Marisco 5 2 40,00

T o tal 101 75 74,25

Pela identificação sorológica, realizada
em 40 dentre as cepas isoladas, encontra-
ram-se 17 sorotípos diferentes (tabela 2):

TABELA 2
Identificação sorológica

Como era esperado, todos os sorotipos
identificados estavam presentes nos isola-
dos de ostras, sendo os mais freqüentes os
scrotipos 05: K 17, 04: K não tipável e 03:
K 33.

Sorotipos DISCUSSÃO E CONCLUSÃON.O Percentagem

05: K 17
04: K não tipável
01: K 25
03: K 33
04: K 42

010: K 24
01: K 32

010: K não tipável
011: K 50
03: K 31
01: K 38
03: K 6
03: K 30
04: K 53
06: K 18
07: K 19

Oll: K não tipável

7
5
4
3
3
3
2
2
2
2
1
1
1
1
1
1
1

17,50
12,50
10.00
7,50
7,50
7,50
5,00
5.00
5,00
5,00
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50

Nossos achados revelam a alta incidên-
cia do Vibrio parahaemolyticus (74,25% das
amostras analisadas), assim como a multi-
plicidade dos sorotipos (17 sorotipos em 40
c-epas). Embora não concordantes com a
distribuição da freqüência obtida por
LEITÃO & ARIMA 22, os dois resultados
somados sugerem que a população dessa
bactéria pode variar quando se consideram
áreas diferentes de uma mesma região (tra-
balhamos com materiais oriundos de Cana-
néia, enquanto Leitão analisou a região es-
tuáría de Santos), e que existe realmente
diversidade de identidades sorológicas em
nosso meio.T ° tal 40 100,00

13
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Apesar de em ambos os trabalhos as ce-
pas isoladas não serem hemolíticas, não
está excluída a possibilidade de uma toxi-
infecção humana. Como já mencionado, as
cepas isoladas do ambiente são em geral
Kanagawa negativas, nas mesmas regiões
onde são freqüentes e bem conhecidas as
infecções por essa etiologia. Ademais, há
descrições de casos por cepas não hemolí-
tícas, e de isolamentos de Vibrio paruhae-
molsiticus Kanagawa negativos nas fezes de
afetados, com concomitante presença de
cepas Kanagawa negativas nos alimentos
veículadores da infecção. Sobretudo, não
existem dados oficiais da ocorrência de
problemas gastrentéricos por essa etiologia,
na literatura do país. Não sabemos se houve
casos no passado atribuídos, na época, a
outras entidades.

Como sempre, a formulação da questão
do provável papel patogênico de um mi-
crorganismo numa comunidade vem acom-
panhado de muitas incógnitas; o Vibrio
parahaemoiuticus está presente em nosso
meio, e em outros locais é apontado como
agente causal de infecções humanas.

Recomendamos atenção para esse pro-
blema que é de Saúde Pública; a pesquisa
do Vibrio parahaemolyticus deve ser incluí-
da em casos de toxHnfecções alimentares
quando do consumo de pescados e em ou-
tras síndromes onde não tenham sido evi-
denciados outros agentes etiológicos. Reco-
mendamos ainda que seu controle seja pre-
visto pela legislação e fiscalização dos pro-
dutos de origem marinha.

14

Métodos profiláticos adequados devem
ser incentivados. Êsses métodos consistem
principalmente no tratamento das ostras,
em tanques especiais, com água do mar
filtrada, constantemente ozonizada e irra-
diada com luz ultravioleta de comprimento
de onda bactericida, por um espaço de tem-
po de 18-24 horas; devem ser transporta-
das em caminhões com vagões refrigerados,
a exemplo do que já vem sendo realizado
na região de Cananéia, e como foi reco-
mendados por diversos autores 6,17,24. O
conjunto dessas medidas diminui a carga
mícrobiana desses moluscos e não permite
a multiplicação posterior das bactérias.
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GELLI, D. S.; TACHIBANA,T. & SILVA,T. M. P. - Occurence of Vibrio
parohuemoluticue in oysters and other sea products from the São
Paulo littoral in Brazil. Review and coments on the potencial public
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SUMMARY: Occurence of Vibrio parahaemolyticus was researched
ín 101 samples of sea products being 12 fishes, 5 shellfishes, 6 shrimps,
70 oysters and 8 samples of sea water. 75 positive samples were found,
distributed as follows: 5 fishes, 2 shellfishes, 3 shrimps, 39 oysters and
6 samplss of sea water. 40 straíns whích were submitted to serological
analysís by the Food and Drug Administration, U. S. Department of
Health, Education and Welfare proved to be non-haemolytic and among
them 17 different serological types were encountered.

The results are díscussed based ou the review of the Iíterature on
the díssemínatíon and pathogenicity of this microorganism.

DESCRIPTORS: Vibrio parahemolyticus isolation in oysters and
other sea products (São Paulo, Brazil).
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RESUMO: Cem amostras de café torrado e moído (pó), de dife-
rentes partes do Brasil, foram analisadas para determinação de cobre
pelo método de espectrofotometria de absorção atômica. Foram anali-
sados também os cafés bebida correspondentes.

Os resultados encontrados mostraram um valor médio de 17,26 p.p.m.
de cobre para os pós e de 1,19 p.p.m, para os cafés bebida. Como o
café bebida foi preparado de modo a representar uma diluição de 1:5
do pó correspondente, os valores encontrados indicam uma extração
de 34,49% do cobre existente nos pós.

5% das amostras de pó mostraram um nível abaixo de 10 p.p.m. de
cobre. Nestes pós, quase todo o cobre foi extraído quando o café bebida
foi obtido.

Não há correlação entre os valores de cobre obtidos no café bebida
e os contidos no pó. Quando os cafés bebida foram preparados do
mesmo modo (na diluição de 1:5), todos mostraram um nível de cobre
de 1,0 p.p.m. -+- 0,26.

DESCRITORES: cobre, determinação em café torrado e moído; co-
bre, determinação em café bebida; café (torrado e moído), determina-
ção de cobre; café (bebida), determinação de cobre; espectrofotometria
de absorção atômica, determinação de cobre em café.

INTRODUÇÃO crescimento normal e à preservação da
saúde. Participa no metabolismo de ferro,
na síntese de hemoglobina e está associado
à formação de clorofila. Na sua ausência

Cobre é um constituinte de todos os
tecidos vegetais e animais e é essencial ao

Realizado na Seção de Aditivos e Pesticidas Residuais e na Seção de Equipamentos Especíafí-
zados do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S. P.

"" Do Instituto Adolfo Lutz.
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eu deficiência, podem se desenvolver alte-
rações tais como a anemia secundária. Altas
concentrações de cobre, entretanto, podem
produzir efeitos tóxicos sobre plantas e
animais. Quando ingerido em níveis mode-
rados, o cobre não se acumula no organis-
mo humano, sendo eliminado principal-
mente pelas fezes 5, 7.

A necessidade diária de uma pessoa
adulta é da ordem de 2 mg de cobre 4, sen-
do bastante variadas as fontes na alimen-
tação que podem satisfazê-Ia (sucos de fru-
tas, açúcares, óleos e gorduras) 6.

A avaliação toxicológica de contaminan-
tes de alimentos levou a Comissão do Codex
Alimentarius a uma definição de "carga
máxima diária aceitável", para vários con-
taminantes metálicos, entre os quaís o co-
bre, representando essa carga o máximo
aceitável para ser ingerido pelo homem,
diariamente, sem acarretar problemas para
a saúde. Para o cobre, esta "carga máxima
diária aceitável" é da ordem de 0,5 mgyquílo
peso corpóreo 3.

O controle de doenças do cafeeiro trou-
xe paralelamente o uso intensivo e exten-
sivo de fungicidas cúpricos (óxido de co-
bre, oxicloreto de cobre, hidróxido de cobre
e sulfato de cobre) isolados ou associados
a outros produtos. Numerosos trabalhos
sobre o efeito desses fungicidas foram rea-
lizados sob o ponto de vista agronômico
assim como sobre seus efeitos sobre a qua-
lidade dos grãos obtidos 2.

Para o consumidor de café (bebida), e
do ponto de vista de padronização de ali-
mentos, é de importância conhecer o teor
de cobre no café usualmente consumido e
se há relação entre esse teor e o teor exis-
tente no café torrado e moído (pó).

A fim de se conhecerem esses teores,
foram analisadas, pelo método de espectro-
fotometria de absorção atômica para deter-
minação de cobre, cem amostras de café
torrado e moído procedentes de vários pon-
tos do país B os cafés bebida correspon-
dentes.

• Hartman-Leddon 00., Pl1iladelpl1ia, Pa ,; E.U. A.
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MATERIAL E MÉTODO

Material

Espectrofotômetro Perkin-Elmer, modelo
303, equipado com queímador de três
fendas (three slot burner head) para ace,
tileno e ar e registrador Hitachi-Perkin-
Elmer, modelo 165.

Condições instrumentais

Comprimento de onda: 324,7 nm
Fenda: 4 (0,7 nm)
Fonte: lâmpada de cato do oco de cobre
Corrente da lâmpada: 18 mA
Tipo de chama: ar-acetileno (tênue-
azul)

Ácido clorídrico p. a
Água desmineralizada e bidestilada
Soluções padrão de cobre:
Soluções padrão contendo 1. 000 p. p.m,
de cobre"

Solução com 0,5; 1,0; 3,5 e 10,0 p.p.m.,
obtidas a partir da solução padrão
por diluição com água.

Amostras

As amostras empregadas foram as
colhidas no comércio e torrefações, pelo
Serviço de Fiscalização das Agências do
Instituto Brasileiro do Café, em diversos
Estados da Federação, e remetidas à Se-
ção do Café, do Instituto Adolfo Lutz, São
Paulo, para análise fiscal.

Para obtenção do café bebida corres-
pondente, foram seguidas as normas de di-
luição 1:5, em que 5 gramas de pó foram
tratados com 25 ml de água fervente e fil-
trados em papel de filtro. A água utilizada
foi água desmineralizada e bídestilada e o
papel de filtro foi testado para conteúdo
de cobre.

Procedimento

a) Café torrado e moído (pó)

Pesar 2 g de café numa cápsula de por-
celana. Queimar inicialmente com chama
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baixa e depois incinerar na mufla a 500°C.
Esfriar, adicionar 1 ml de ácido clorídrico
a 20%, vjv, filtrar lavando a cápsula e o
papel de filtro com 3 porções de 5 ml de

água e completar o volume de 20 ml com
água.

Fazer a leitura no espectrofotômetro,
utilizando escala 1 e supressão de ruído 1.
Usar branco obtido de 1 ml de ácido clo-
rídrico a 20%, completado a 20 ml com
água e curva de calibração feita com solu-
ções padrão de cobre.

TABELA 1

b) Café (bebida)

Pesar 5 g de café num béquer de 100 ml.
Colocar 25 ml de água fervendo, agitar li-
geiramente com bastão de vidro e em se-
guida filtrar. Fazer leitura diretamente com
o filtrado, usando escala 3 ou 10, com su-
pressão de ruído 2 ou 3, respectivamente.
Usar um branco e curva de calibração nas
condições acima descritas.

RESULTADOS

Os resultados obtidos figuram na
tabela 1:

Teor de cobre em café torrado e moído (pó) e em café bebida mgjkg (p.p.m.)

(Continua)

AMOSTRA LOCALIDADE E SIGLA DO ESTADO Pó BEBIDA
n.O mgjkg mgjkg

1 Guarapuava - PR 20 1,0
2 Cruzeiro do Oeste - PR 13 1,1
3 Apucarana - PR 18 1,0
4 União da Vitória - PR 18 1,1
5 Curitiba - PR 14 0,8
6 Laranjeiras do Sul - PR 17 1,4
7 Assis Chateaubriand - PR 19 1,3
8 Propriá - SE 15 1,3
9 Rio do Sul - SE 12 1,2
10 Palloca - SE 7 0,8
11 Laguna - SE 14 1,3
12 Santos - SP 16 1,3
13 Santos - SP 9 1,1
14 Santos - SP 22 1,4
15 Santos - SP 16 1,8
16 Peruíbe - SP 16 1,4
17 Itanhaém - SP 15 1,0
18 Itanhaém - SP 14 1,6
19 São Caetano do Sul - SP 15 1,3
20 São Paulo - SP 14 1,2
21 Críssíuma - SP 11 1,2
22 F. Westphalen - SP 16 1,6
23 Erexim (ou Erechim) - RS 16 1,0
24 Getúlio Vargas - RS 10 1,2
25 Cachoeira do Itapemerim - ES 18 1,0
26 Alegre - ES 13 1,0
27 Viana - ES 17 2,0
28 Videira - SC 20 1,5
29 São José - SC 14 1,1
30 Fortaleza - CE 11 1,3
31 Fortaleza - CE 25 1,1
32 Fortaleza - CE 16 1,8
33 Formiga - MG 20 1,3
34 Itaúna - MG 18 0,9
35 Luz - MG 20 1,3
36 Pouso Alegre - MG 27 1,0
37 Cambuí - MG 29 0,9
38 Guaxupé - MG 24 1,4
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(conclusão)

AMOSTRA LOCALIDADE E SIGLA DO ESTADO
n.o

Pó
mgjkg

BEBIDA
mgjkg

39 Santa Rita do Sapucaí - MG
40 Passos - MG
41 Cristina - MG
42 Pecuti - MG
43 São Lourenço - ,MG
44 Caxambu - MG
45 Uberaba - MG
46 Teófilo Otoni - MG
47 Ponte Nova - MG
48 Juiz de Fora - MG
49 Mossoró - RN
50 Parelhas - RN
51 Caicó - RN
52 Cruzeta - RN
53 Patos - PB
54 Itabaiana - PB
55 Guaraíra - PB
56 Solânea - PB
57 João Pessoa - PB
58 Souza - PB
59 Castro Alves - BA
60 Valença - BA
61 São Miguel dos Matos - BA
62 Salvador - BA
63 Manaus - AM
64 Manaus - AjlVI
65 Manaus - AM
66 Itacotiara - AM
67 Taquara - .RS
68 São Francisco de Paula - RS
69 Bom Jesus - RS
70 Porto Alegre - RS
71 São Borja - RS
72 Lagoa Vermelha - GO
73 Brasília - GO
74 Taouatínza - GO
75 Uriaçu - GO
76 São Manoel - GO
77 Pires do Rio - GO
78 Catalão - GO
79 Ipomés - GO
80 Anápolis - GO
81 Orizona - GO
82 Bela Vista - GO
83 Morrinhos - GO
84 Buriti Alegre - GO
85 São Simão - GO
86 Jussara - GO
87 Itaberaí - GO
88 Formosa - GO
89 Alvorada do Norte - GO
90 Luziânia - GO
91 Itaguaçu - GO
92 Salvador - BA
93 Rio Branco - AC
94 Rio Branco - AC
95 Nova Friburgo - RJ
96 Porciúncula - RJ
97 Anta - RJ
98 Petrópolis - RJ
99 Porto Velho - RJ
100 Maria da Graça - RJ

23
23
17
18
15
15
20
12
18
20
22
6

18
14
18
22
18
12
12
20
6

18
12
19
14
23
18
10
21
22
19
24
30
7

22
14
16
27
12
14
26
10
22
11
17
14
16
27
20
20
22
20
23
19
16
16
19
19
14
19
19
17

1,2
1,0
0,8
1,0
0,8
1,0
0,9
0,5
10
1,0
1,1
0,9
1,1
1,4
1,0
1,1
1,6
0,5
1,2
1,0
0,9
1,1
1,3
1,1
1,4
1,4
1,4
1,4
1,5
1,2
1,4
1.4
L8
1,0
1.2
1,0
1,5
1.3
1,2
1.3
1,3
1,1
1,7
1,5
1,0
1.0
0,9
1,3
1,0
1,1
1,0
1,4
0,8
1,1
1,3
1,0
1,1
1,3
1,6
1,3
1,3
1,0
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Os teores de cobre nos pós apresenta-
ram um mínimo de 6 e um máximo de 30
p.p.m., sendo apenas 5% das amostras com
valores abaixo de 10 p.p.m. Os teores de co-
bre nas bebidas correspondentes variaram
de 0,9 a 1,2 p.p.m.

A tabela 2 reune as médias e desvios pa-
drão dos valores encontrados e os resul-
tados, quando consideradas isoladamente as
amostras com teores abaixo e acima de
10 p.p.m.

TABELA 2

Média e desvios padrão dos valores da tabela 1

Café torrado e moído (pó)

'-;:-::~=i-:::-~:~F~:-:::
100 I 17,26 I 4,89

95 I 17,80 I 0,26
5 7,00 1,10

Café bebida

N.O amostras Média (mg/kg) De1.vio padrão

100
95
5

1,19
1,20
0,90

0,26
0,26
0,10

DISCUSSÃO

Uma correlação direta entre o teor de
ccbre no pó e no café bebida não é de se
esperar, pois o café bebida representa uma
extração parcial e nem todo o cobre exis-
tente nos pós está em forma solúvel.

Além disto, qualquer estudo compara-
tivo deve levar em conta os fatores que
interferem na extração ao se fazer o café
bebida, O café bebida pode ser obtido por
percolação ou por infusão, mas em ambos
os processos devem ser levados em conta:
o grau de torrefação, o grau de moagem
e o tempo de contacto com a água.

Não há uma padronização de torrefa-
ção e moagem nos cafés torrados e moídos
postos à venda, em nosso país. As amos-
tras analisadas representam uma amostra-
gem ao acaso em relação a essas diferenças.

Os resultados obtidos, entretanto, mos-
tram que os teores de cobre nos cafés be-
bida estão todos muito próximos, mesmo
quando provindos de pós com teores bem
variados.

Assim, se considerarmos as amostras
de pó, com teores acima de 10 p.p.m. de
cobre, e os cafés bebida correspondentes,
estes mostram uma extração do cobre exis-
tente no pó da ordem de 34,49%. Nos casos
de cafés torrados e moídos com teores de
cobre abaixo de 10 p. p. m., esse cálculo
revela uma extração da ordem de 64,38%,
sendo sempre o teor de cobre no café be-
bida da ordem de 1 p.p.m.

Podemos concluir que, independente-
mente do teor de cobre nos cafés torrados
e moídos, e de outros fatores, desde que o
processo de obtenção do café bebida seja
na diluição de 1:5 e por percolação, o teor
de cobre é da ordem de 1,0 -+ 0,26 p.p.m.

Com este valor podemos calcular que
uma pessoa adulta, pesando 70 quilos, ao
tomar meio litro de café por dia, estará
ingerindo 0,5 mg de cobre, o que representa
apenas 1,6% do valor da carga máxima diá-
ria. aceitável.

Na atual legislação brasileira, não há
um valor específico para o teor de cobre
em café bebida, mas sim para alimentos
em geral, da ordem de 30 p.p.m. para ali-
mentos sólidos e de 5 p. p. m. para alimen-
tos líquidos 1. Mesmo os valores mais altos
encontrados neste trabalho estão perfeita-
mente dentro destas especificações.
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LARA,W. H.; TOLEDO, M. & TAKAHASHI,M. Y. - Capper cantents
in roasted and ground coffee and ín coffee drink. Rev. Inst. Adolfo
Luiz, 35/36: 17-22,1975/76.

SUMMARY: One hundred samples of roasted and ground coffee
from different parts of Brazíl were analysed to determine their copper
contents by the atomic absorption spectrornetríc method. Coffee drinks
obtained from the samples were aIso analysed.

The results indicated an average copper contents of 17.26 p.p.m.
for the coffee powder samples and 1.19 p.m.p, for the coífee drinks,
Sinee the coffee drinks were prepared at 1:5 dilutíon of the correspondíng
sample, those results indicate that 34.49% of the copper in the samples
was extracted during the drink preparation.

In 5% of the samples copper contents was below 10 p.p.m, Nearly
all the copper in these samples was extracted when the coffee drinks
were prepared.

There was no relatíon between the copper contents in a sample and
ín the drink prepared from it. When obtained by 1:5 dílutíon, the copper
contents of the drink was of 1.O p.p.m. -+- 0.26.

DESCRIPTORS: copper in coffee (roasted and ground) , determí-
nation; copper in coffee (drínk), determinatian; coff'ee (roasted and
ground), copper determínation; coffee (drínk), copper determination;
atomie absorption spectrornetry, in determination of copper in coffee.
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RESUMO: A análise polarográfica de naftilazoderivados de sulfa-
midas com núcleo pirimidínico é descrita.

DESCRITORES: análise polarográfica, 4-[p-(4,6-dimetil-2-pirimidil-
sulfamil) fenilazo]-1-naftilamina; 4-p-(5-metoxi-2·pirimidilsulfamil)fení-
lazo]-l·naftilamina; 4-[p-(2,6-dimetoxi-4-pirimidilsulfamil)fenilazo] -1-nafti-
lamina; 4-[p-2-pirimidilsulfamil) fenilazo]-l-naftílamína.

INTRODUÇÃO

Os naftilazoderivados tiveram sua pre-
conização como esquistossomicidas através
de ESLAGER et alii 3, 4, 5, 6, 7. KOROLKO-
VAS12, 13,14,15 sintetizou derivados de sul-
fas, entre eles: 4-[p-(4,6-dimetil-2-pirimidil-
sulfamiDfenilazo[-I-naftilamina (I), P.M.
432, 5077; 4-[p-(5-metoxi-2-pirimidilsulfamil)
fenilazo]-I-naftilamina rrn, P.M. 434, 480;
4-[p-(2,6·dimetoxi-4-;Pirimidilsulfamil) fenila-
zo]-I-naftilamina (IlI), P.M. 464, 5046 e
4-[p-(2-pirimidilsulfamil) fenilazo}1-naftila-
mina (IV), P .M. 404, 442.

Estudo espectrofotométrico e provas
qualitativas para estes compostos têm sido
realizados 1, 2, não sendo, porém, consta-
tado o emprego da polarografia nos mes-
mos.

Visa-se, com esta publicação, determi-
nar os potenciais de meia onda e a curva
padrão dos referidos naftilazoderivados de
sulfas com núcleo pirimidínico.

LITERATURA

Azobenzeno e seus derivados podem ser
reduzidos em soluções neutras, ácidas e
alcalinas. Na reação de redução participam
dois elétrons e dois hidrogênios, sendo o
produto da reação dos compostos um hí-
drazo 18:

RN = NR + 2e- + 2H RHN - NHR

Como eletrólito suporte, tem sido em-
pregado na redução de derivados azóicos,
principalmente, o tampão de Britton-Robin-
son (BR) 10, pH 7,08e o tampão de acetato
0,1 N em álcool a 75%16.

* Trabalho realizado no Departamento de Biofarmácia da Universidade Federal de Santa Maria, RS.
*. Do Departamento de Biofarmácia da Universidade Federal de Santa Maria, RS.
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MATERIAL E MÉTODOS trodo? de calomelano saturado (ECS), sob
as condições indicadas na tabela abaixo.

Determinação de potencial de meia onda

Para a determinação de potencial de
meia onda CE 1/2), aplicar aos polarogra-
mas obtidos o processo gráfico 8, 9, 11, 17.

Determinação da curva de calibração

Para a determinação da curva de cali-
bração e potencial de meia onda dos com-
postos em análise, polarografar contra ele-

Condições para a execução da curva de calibração

COMPOSTO I CONCENTRAÇAO MEIO VOLTAGEM
DE PARTIDA

FAIXA I SENSIBILIDADE

-
!I 0,46 x 10 -4 M 10ml DMF* - 0,5 V 2,0 V

\

3 x 10-7 A/mm

0,92 x 10-4 M " " " "

1,38 x 10-3 M " " " I "

1,85 x 10 3 M " " " "

Branco --- " " " "

II 1,15 x 10 -3 M 10ml DMF - 0,25 V I 2,0 V I 12 x 10-8 A/mmI

2,30 x 10 -3 M " " ! " i "

3,45 x 10-3 M " " " "

4,60 x 10-3 M " " " "

Branco --- " " "
I

"
I

10 -4 M
10 mlDMF

I
10 -7lI! 0,86 x +0,5 ml BR** 0,0 V 2,0 V 2 x A/mm

1,29 x 10 -3 M " " " "

1,72 x 10 -3 M " " " "

2,15 x 10 -3 M " " " "

Branco --- " " " "

IV 1,24 10 -3 M 10ml DMF - 0,25 V 2,0 V I 12 10-8 A/mmx x

2,48 x 10 -3 M " " " "

3,72 x 10 -3 M " " " ..
4,96 x 10 -3 M .. " " "

6,20 x 10-3 M " " " "

Branco ---
I

" " " "
,

* Dimetil-formamida
• * Britton-Robinson

Nota - Para todas as soluções
Atenuação: 3
Tempo de gotejamento: 3 segundos

• Utilizou-se polarógrafo OH-I02 - RADELKIS.
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._---_ ..-_ ... --_ .....

RESULTADOS tos H e IV encontram-se expostas na fi.
gura 2.

potencial de meia onda

Foram encontrados, nas condições de
ensaio, os potenciais de meia onda dos com-
postos I, H, HI e IV indicados na figura 3.

Curvas de calibração

As curvas obtidas para os compostos
I e HI encontram-se expostas na figu-
ra 1, e as curvas obtidas para os compos-

6 /
/

O/
/

/

.: 0/
/ /

// /
/0/

/ (:)
.: /

0/ /"
/

/

8

h
(em)

/
o

/"

4

2 r
III

0,46 0,92 1,38 1,84 2,30

X 10-4 M X 10-4 M )l( 10-4 fVI X10-4 M X 10-4 M

Concentração do Composto

Fig. 1 - Curva de calibração para os compostos I e IH.
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18
/

20

16

I
14.,

!
I

I 2 ~

o IV

o Ir

---,----_.-,-----_ ...-
3,722,48 4,96 6,20

x10-3 M

Concentração do composto

Fig. 2 - Curva de calibração para os compostos II e IV.
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Composto

o
l' /H

N=N-S-N,
J.. R
O

o
O

Composto R E 1/2

- O 95V

I1 - O,65V

111
- O,53V

IV -<O - Q,67V

Fig. 3 - Estrutura dos naftilazoderivados analisados e seus potenciais de
meia onda.
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DISCUSSÃO

Os produtos submetidos à análise po-
larográfica apresentam, unicamente, solubi-
lidade em Dimetilformamida, entre os sol-
ventes usuais em laboratório. Por esta
razão, apesar de experimentadas as diver-
sas soluções índícadas pela literatura 10, 16,

apenas foram encontrados resultados com
as descritas na presente publicação.

CONCLUSÃO

No presente trabalho determinaram-se
as curvas padrão e os potenciais de meia

onda dos compostos 4-[p-(4,6-dimetil-2-piri
mídilsulfamil)fenilazo }1-naftilamina; 4-[p-(5
metoxi -2-pirimidilsulfamil) fenilazo ].1-naftíla.
mina; 4-[p-(2,6-dimetoxi-4-pirimidilsulfamil)
fenilazo j-l-naftílarnína: 4-[p-(2-pirímídílsul-
famiDfenilazo]-l-naftilamina, tendo sido en-
contrados, respectivamente, -0,95 V, -0,65 V,
-0,53 V e -0,67 V.
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BITTENCOURT, C. F. & KAMINSKI, C. W. - Polarographic analysís of
naphthylazoderivates. Rev. Inst. Adoljo Lutz, 35/36: 23-29,1975/76.

SUMMARY: The polarographic analysís of naphthylazoderivates
from sulfonamides containing pyrimidine nucleus were described.

DESCRIPTORS: polarographic analysis, 4-[p-(4,6-dimethyl-2~pyrimi-
dylsulphamil)phsnylazo]-I-naphthylamine; 4-[p-(5-methoxy-2-pyrimidylsul-
phamil)phenylazo]-l-naphthylamine; 4-[p-(2,6-dimethoxy-4-pyrimidylsulpha-
mil) pheny lazo]-l-naphthy lamine; 4-[p-2-pyrimidy lsulphamil) pheny lazo]
l-naphthylamine.
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TESTE PARA SUBSTÂNCIAS DEPRESSORAS EM ANTIBIÚTICOS
DE USO HUMANO E VETERINÁRIO *

Serjio L. DALMORA H

Celso F. BITTENCOURT 'H

RIAL-Aj414

DALMORA,S.L. & BITTENCOURT, C.F. - Teste para substâncias de-
depressoras em antibióticos de uso humano e veterinário. Rev. Inst.
Aâolto Lutz, 35/36: 31-34, 1975/76.

RESUMO: Foi aplicado o teste para substâncias depressoras em
antibióticos de uso humano e veterinário, encontrados no comércio, con-
tendo cloranfenicol, cloranfenicol-tetracíclína, e tetraciclina.

DESCRITORES: substâncias depressoras em produtos farmacêuti-
cos contendo antibióticos.

INTRODUÇÃO

Os produtos ínjetáveís, contendo subs-
tâncias antibióticas para uso humano e
veterinário, não devem conter substâncias
que venham ocasionar queda de pressão
sanguínea.

A maioria das Farmacopéias, Formulá-
rios e Códigos utiliza-se do "Teste de Hísta-
mina" para determinar a presença destas
substâncias 1,2,6,7,8.

O objetivo do presente trabalho foi ve-
rificar a presença de substâncias depresso-
ras, principalmente em produtos de uso
veterinário, colaborando, desta maneira, no
controle dos mesmos.

Em conformidade com o proposto,
analisamos dois produtos comerciais des-

tina dos a uso humano contendo, ambos,
cloranfenicol (amostras I e II) e três pro-
dutos para uso veterinário, contendo, res-
pectivamente: cloranfenicol (amostra V),
cIoranfenicol e tetraciclina (amostra III) e
tetraciclina (amostra IV).

MATERIAL E MÉTODOS

Reagentes

a) Solução de diclorídrato de histamina
U.S. P., em solução fisiológica estéril,
de modo a conter o equivalente a
1,0 mg de histamina base por ml
(Standard). Guardar em ampolas fe-
chadas, sob refrigeração, até a utiliza-
ção.

b) Diluir 0,5 ml de Standard a 50 ml, com
solução fisiológica estéril, para obter

* Realizado no Departamento de Biofarmácia da Universidade Federal de Santa Maria, RS.
• " Do Departamento de Biofarmácia da Universidade Federal de Santa Maria.
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solução contendo 10 ,ug de histamina
base por ml (Stock). Esta solução pode
ser conservada, sob refrigeração, até
por 1 mês.

c) Solução teste: 1,0 ,u de hístamína base
por ml. Preparar quando da utilização.

d) Solução manométrica: citrato de sódío
a 7,0%.

e) Solução antícoagulante: heparina sódica
contendo 1.000 U. I. de heparina por
mililitro.

f) Solução anestésica: pentobarbítal sódi.
co, 30 miligramas por mililitro. Usar
1,2 ml por kg de peso.

g) Produto comercial :indicado para uso
humano (I): frasco ampola contendo
0,345g de sal sódico de succínato de
cloranfenicol (equivalente a 0,250 g de
cloranfenícol levógiro).

h) Produto comercial indicado para uso
humano (II): frasco ampola contendo
Dt-l j-treo-cloranfeniool (sob forma de
hemíssuccínato líofílizado), 1 g.

i) Produto comercial indicado para uso
veterinário GIl): frasco ampola con-
tendo sulfato neutro de morfolino ace-
tato de cloranfenicol 0,463 g (corres-
pondente a 0,300 g de cloranfenicol le-
vógiro sintético) - cloridrato de tetraci-
clina 0,100g - ácido ascórbico 0,300g -
polivinilpirrolidona 0,2g.

i) Produto comercial indicado para uso
veterinário (IV): frasco ampola conten-
do cloridrato de tetraciclina 0,500 g e
Vitamina C 0,300 g.

1) Produto comercial indicado para uso
veterinário (V): frasco ampola conten-
do cloranfenicol levógiro 3,0 g, Vitamí-
na Bl 0,10 s. Vitamina B6 0,01 s. Vita-
mina B2 0,01 g, Vitamina B12 0,10 mg,
Vitamina K 0,01 s. Nicotinamida 0,5 g
e Pantotenato de cálcio 0,02 g. Veículo
q.s.p. 100 ml.
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Procedimento

Utilizar gatos adultos, com peso não
inferior a 2,5 quilogramas. Empregar ma-
chos ou fêmeas não prenhes.

Anestesiar o animal previamente pesa-
do, através de injeção intraperitonial. Não
deve ser afetado o nível ou a estabilidade
da pressão sanguínea. Cirurgicamente ex-
por a veia femural para administrar as
soluções. Através de dissecção, separar
completamente a artéria carótida das es-
truturas que a cercam, inclusive o nervo
vago. Canular para medida direta de pres-
são sanguínea.

Através do quimógrafo, inspecionar o
registro da amplitude e da estabilidade da
pressão.

Determinar a sensibilidade do animal
injetando solução contendo o equivalente a
1,0 mícrograma de histamína base por mi-
lilitro.

Injetar doses de 0,05, 0,10 e 0,15 mícro-
gramas de histamina base por quilograma
de peso corporal do animal, em intervalos
de tempo não inferiores a 5 minutos, entre
cada dose (curva dose-resposta). Determi-
nar por repetição, a variação na resposta
depressora para uma mesma dose, através
de 3 administrações na concentração de
0,1 ,ugjkg. Somente poderão ser utilizados
animais cujas respostas para esta dose não
forem inferiores a uma queda de pressão
de 20 mm de mercúrio.

Dissolver os produtos em solução fisio-
lógica, de modo a serem obtidas concen-
trações de 5,0 mg de cloranfenicol e de te-
traciclina por milímetro. Injetar uma série
de 4 doses, no volume de 0,6 ml por qui-
lograma de peso, sob as mesmas condições
em que foi realizada a Curva Dose-Resposta.
Alternar as séries de amostras com a apli-
cação da dose de 0,1 ,ug de histamina base
por kg de peso. Após cada administração,
introduzir na cânula 0,2 ml de solução sa-
lina estéril para remover resíduos.
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A média da resposta depresssora, dos
produtos sob exame, não deve ser maior
do que a obtida com a dose equivalente a
0,1 ,ug/kg de histamína base 1, 2, 6, 7, 8.

DISCUSSÃO

RESULTADOS

O método preconizado pela Farmaco-
péía Brasileira 3 para verificação biológica
da atividade vasopressora difere dos méto-
dos empregados pela maioria das Farma-
copéias, Códigos e Formulários 1,2,6,7,8,

Utilizamos a metodologia proposta pelas
obras internacionais, tendo em vista a geral
concordância destas, e por aceitarmos ser
a de maior atualidade. Dado a este fato,

Os resultados indicados no gráfico abai-
xo representam a média de 5 determina-
ções:

.J
<1
irw
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o:
<1

o ,05 O , 10 O , I 5

CURVA- DOSE
RESPOSTA

0,10

DOSE,
I NTERMEDIARIA

I II IIr v

o
'<1
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(f)
wo:o..
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A M O S T R A S

H S T A M N A

Gráfico demonstrativo dos resultados
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CONCLUSÕESo Code of Federal Regulations, Food and
Drugs, foi basicamente seguido.

Em nosso país a legislação sobre o con-
trole de qualidade dos produtos veteriná-
rios é bastante reduzida 5. O controle destes
produtos fica, praticament-e, sujeito à dedí-
cação dos profissionais da Divisão de Defe-
sa Sanitária Animal do Ministério da Agri-
cultura, conforme deduzimos de informa-
ções obtídas de Moreira *.

No presente trabalho foi aplicado o
teste para substâncias depressoras nos
compostos cloranfenicol (amostras I, II),
c1oranfenicol-tetraciclina (amostra IID, te-
traciclina (amostra IV) e cloranfenicol
(amostra V), tendo sido verificada queda
de pressão maior do que ocasionada pela
dose de O,l[Lgjkgna amostra de número V,
o que vem demonstrar a presença de hísta-
mmo-símílares no produto.

RIAL-Aj414

DALMORA,S.L. & BITTENCOURT, C.F. - Test for depressing substan-
ces in antibiotics of human and veterinarian use. Rev. Inst. Adolfo
Lutz, 35/36: 31-34, 1975/76.

SUMMARY: A test for depressing substances was applied on antí-
biotics containing chloramphenicol, chloramphenicol-tetracycline and
tetracycline which are available in the medicine market for human and
veterinarian use.

DESCRIPTORS: depressing substances in pharmaceutícals with
antíbíotícs.
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CAMPOS,E. P.; MASSIGNANI,A. M. & SILVA, F. R. - Doença de Fox-
Fordyce (miliaria apocrina) das regiões axilares: diagnóstico hísto-
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RESUMO: Os autores apresentaram um caso, cujo diagnóstico foi
feito pelo exame histopatológico, em paciente do sexo feminino, adulto,
de cor branca, queixa antiga de prurido intenso nas regiões axilares, que
se fistulizaram posteriormente. Para esclarecimento foi retirada grande
extensão da lesão da axila esquerda. O quadro histopatológico mostrou
lesões características da doença de Fox-Fordyce, constituídas por hiper-
queratose, tamponamento dos duetos excretores das glândulas, acantose,
dilatação dos duetos e dos corpos das glândulas apócrinas, e infiltrado
inflamatório crônico perianexial. O estudo histoquímico foi feito com
P A S e Azul de Alcian, constando positivas as reações para mucopo-
lissacarídeos (P A S) e fracamente positivas para mucopolissacarídeos
ácidos (Alcian-blue), no material contido nos duetos e glândulas dila-
tadas. O teste de saliva para glicogênio não alterou os resultados histo-
químicos.

DESCRITORES: doença de Fox-Fordyce nas axilas, diagnóstico
histopatológico e histoquímica; miliaria apocrina.

INTRODUÇÃO A doença tem uma evolução crônica,
aparece nas r-egiões onde estão localizadas
as glândulas apócrinas, isto é, nas regiões
axilares, pubiana, lábios, períneo, regiões
mamilares, região umbelical, r-egião pré-
esternal e na parte média superior das co-
xas; há raças onde essas glândulas são mais
desenvolvidas, como na raça n-egra e judai-

A doença de Fox-Fordyce é uma afec-
ção rara e os casos publicados são isolados,
não havendo um autor com uma série pró-
pria apr-eciável de casos. Os textos e tra-
tados de dermatologia têm reunido as pu-
blicações de diversos autores.

• Trabalho da Divisão de Patologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S. P.
Do Instituto Adolfo Lutz.

*** Do Parque da Aeronáutica de São Paulo (Campo de Marte), S. P.
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ca. De causa desconhecida e tratamentos
ineficientes, a doença pode ser curada pela
cirurgia que retira a lesão afetada; é carac-
terizada pelo aparecimento de pápulas sa-
lientes de colaração rósea escura, firmes,
apresentando um ponto escuro central lo-
calizado em volta dos folículos; há intenso
prurido no local das lesões.

Fax e Fordyce em 1902, segundo
MONTGOMERY3, descreveram os dois pri-
meiros casos da doença com localização
nas regiões axilares, nas quais havia pápu-
las intensamente pruriginosas que descreve-
ram como dilatações e obstruções dos po-
ros das glândulas por rolha córnea. So-
mente em 1957 SHERLLEY & LEVY 6

relacionaram a doença com as glândulas
apócrinas.

O prurido se faz sentir mais à noite,
apresentando-se a lesão com os caracterís-
ticos sinais de coçagem. Não há Iíqueníza-
ção das lesões, porém aparece freqüente-
mente híperpigmentação. Sua maior pre-
valência é nas mulheres adultas, em cerca
de 90% dos casos publicados; as lesões se
apresentam com localizações simétricas,
múltiplas ou isoladas; manifestam-se sob
forma de pápulas perifoliculares apagadas,
arredondadas, com um ponto escuro cen-
tral. A retenção de suor nos duetos di-
latados das glândulas dá um aspecto carac-
terístico face ao qual se propôs a denomi-
nação de miliaria apocrina para a doença.
Entre nós, Curban e Elegalde apresentam 2
casos, um de localização axilar e outro, pu-
biana, ambos com comprovação hístopato-
lógica 1.

Atualmente o número de casos publica-
dos vai pouco acima de 300.

MATERIAL E MÉTODOS

Nosso material de pesquisa é constituí-
do por fragmentos obtidos de peça cirúr-
gica rnonobloco, incluindo caminho fistulo-
so, retirada da região axilar esquerda, de
uma paciente do sexo feminino, G.M. de 36
anos, de cor branca, registro IAL. G-23. 008.
Os fragmentos obtidos foram submetidos
aos métodos rotineiros de colorações pela
hematoxílína-eosína para determinação do
quadro histopatológico. As colorações his-
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toquímicas para identificação de mucopo-
líssacarídeos foram feitas pelo P A S, sendo
utilizada para preparação do reatívo de
Schiff a técnica de Tomasi, 1936, conforme
orientação de PEARSE 4. As colorações
histoquímicas, para identificação de muco-
polissacarídeos ácidos foram feitas pelo
Azul de Alcian (Alcían-blue) , segundo a téc-
níca indica da também por PEARSE 5.

RESULTADOS E CONCLUSÕES

Pelas colorações pela hematoxílína-eosí-
na, o quadro histopatológico demonstrou o
seguinte: segmento de pele apresentando
hiperqueratose e um caminho fistuloso irre-
gular, revestido por epiderme, cheia à luz
em toda sua extensão, de escamas córneas.
Em volta desta formação, há um processo
inflamatório crônico linfoplasmocitário, fi-
brose da derme e focos de piocitos com
áreas de hemorragias antigas.

Notam-se várias rolhas córneas obs-
truindo duetos de excreção e, na epíderme,
pode-se ver segmento de pelo envolvido por
manguíto córneo. Na epíderrne, algumas
glândulas sudoríparas bem conservadas;
notam-se duetos e corpos glandulares bas-
tante dilatados contendo material amorfo
granuloso e eosinófilo em seu interior, com
epitélio alto, de grande número de dilata-
ções císticas com delgada parede e epitélio
único e achatado, atrofiado; muitos cistos,
com a parede rompida, íntercomunicando-
SE: e contendo o mesmo material.

A presença de microabcessos localiza-
dos junto ao trajeto fistuloso poderia ex-
plicar, ao se abrir em sua luz, a eliminação
de exsudato; a biópsia, e análise pelo pato-
logista permitiram o diagnóstico através do
quadro histopatológíco e pesquisas histo-
químicas, caracterizando a doença de Fox-
Fordyee pela hiperqueratose, acantose, pre-
sença de rolha córnea na luz dos duetos
excretores, evidente dilatação dos duetos
sudoríparos e dos corpos glandulares, e pre-
sença ainda de grande número de dilata-
ções císticas, contendo, em sua luz, uma
substância com reação positiva para muco-
políssacarídeos.

Em nosso caso não encontramos célu-
las gigantes, como citado por GRAHAM
et alii 2 (fig. 1 e 2).
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Fig. 1 a) Corte de pele da regiao axilar; fístula com revestimento e descamação
córnea. 25x (lupa). H. eosina.

b) Corte de pele da região axilar, seção de cisto com espessa queratlní-
zação. 25x (lupa). H. eosina.

c) Glândulas apócrinas dilatadas, algumas cístícas, contendo material amor-
fo. 160x.H. eosina.

d) Glândulas apócrinas dilatadas. 160x. H. eosina.
e) Glândula apócrina dilatada com epitélio alto, sem retenção. 400x.

H. eosina.
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Fíg. 2 a) Glândulas apócrinas dilatadas com e sem retenção. H. eosina.
b) Glândulas apócrinas dilatadas com retenção de secreção e atrofia do

epitélio. H. eosína,
c) Glândulas apócrinas dilatadas, sem retenção, apitélio alto. H. eosina.
d) Glândulas apócrinas dilatadas, com retenção, P A S positivo (políssaca-

rídeos) ,
e) Glândulas apócrinas dilatadas, com retenção, Alcian-blue positivo (polís-

sacarídeos ácidos).
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ChMPOS, E. P.; MASSIGNANI, A. M. & SILVA, F. R. - Fox-Fordyce
dísease (miliaria apocrina) in the axillae: histopatho1ogic díagnosís
and histochemistry. Re». Inst. Aiiolto Lutz, 35/36: 35·39, 1975/76.

SUMMARY: A case of Fox-Fordyce disease was diagnosed through
histo1ogic examination of a biopsy from the 1eft axilla. The patient was
a white adult fema1e who presented an intense pruritus in both axillae.
Fistu1ae appeared later. Hyperkeratosis, acanthosis, occ1usion of gland
duots, dilation of appocrine gland ducts and a chronic inflamatory infil-
trate of the outer annexes was noted. P AS and A1cianBlue staíníng tech-
niques were positive for mucopolysaccharídes and acid mucopolysaccha-
rides in the contents af the dilated ducts and glands. The saliva test
for glycogen did not change the P A S and A1cian Blue tests.

DESCRIPTORS: Fox-Fordyce disease in axillae, histopatho1ogic
diagnosis and histochemistry; miliaria apocrina.
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CAMPOS, E.P.; GUERRA, J.M.M.; AZEVEDO, M.M.; ASHCAR, H.;
MASSIGNANI, A.M. & DELLE CAVE, J. - Cromoblastomicose em
paciente com hanseníase. Reu. Insi, Aâolto Luis, 35/36: 41-46,1975/76.

RESUMO: Um paciente procedente da Amazônia, Brasil, seringuei-
ro, portador de uma forma branqueada de hanseníase, tratado com sulfo-
nas, tendo como seqüelas lesões distróficas das extremidades e manchas
hípocrômícas, com perturbações da sensibilidade, apresentou no hipocôn-
drio esquerdo uma lesão verrucosa extensa, com 'evolução de mais de 10
anos, rebelde aos tratamentos feitos. Foram feitas biópsias para escla-
recimento histopatológico da doença, tendo-se concluído tratar-se de der-
matite verrucosa cromomícótíca, com presença dos fungos bem caracte-
rizados pelas colorações de rotina, e histoquímicas. A cultura do mate-
rial obtido da lesão em meio ágar-Sabouraud deu crescimento a colô-
nia gigante com as características típicas do gênero Phialophora: hifas
septadas e conidióforos com morfologia de taça. O tratamento, na fal-
ta de 5-fluorocitosina, foi feito com infiltrações de anfotericina B, as-
sociada a ioclureto de sódio, endovenosamente, estando a lesão em ple-
na regressão. Os exames histopatológicos das lesões díscrômícas mos-
traram apenas infiltrado linfoplasmocitário e ausência de bacílos álcool-
ácido resistentes íntegros.

DESCRITORES: cromoblastomicose na lepra; Phialophora verruco-
sa; lepra e cromoblastomícose: dermatite verrucosa cromoparasitária;
doença de Pedroso e Carrion; doença de Lane e Pedroso; figueira; han-
seniase.

I N T R O D U ç Ã O moblastomicose tem uma série de denomi-
nações, ligadas aos autores que estudaram

A dermatite verrucosa cromoparasitá- essa dermatose, ou oriundas do lugar onde
ria, ou simplesmente cromomícose, ou cro- ela foi constatada; encontram-se pois, na

* Realizado na Divisão de Patologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S. P. e no Hospital
Padre Bento, São Paulo, S. P. Apresentado no 1.0 Congresso Latinoamericano de Terapêutica
Dermatológica, realizado em Buenos Aires, Argentina, de 14 a 19 de junho de 1975.

"'. Do Instituto Adolfo Lutz.
*** Do Hospital Padre Bento.

Do Instituto Adolfo Lutz e do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Ciênci2csBiomédicas da Universidade de São Paulo.
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literatura, como assinala LACAZ4, mais as
seguintes denominações: Doença de Fonse-
ca; Doença de Pedroso, Doença de Gomes,
Doença de Pedroso e Carrion, Moléstia de
Guiteras, Micose de Lane e Pedroso, Der-
matite verrucosa cromomicótica, Figueira,
Espúndia, Pé muscoso, Formigueiro, Sunda,
Susna e Blastomicose negra.

No presente caso, a localização rara no
hípocôndrío esquerdo e a sua concomítãn-
cia com lesões distróficas de lepra levaram-
nos a esta comunicação.

A maior percentagem de casos publi-
cados refere-se às lesões das extremidades
e não há referências de casos de associação
com lepra, mas apenas com histoplasmose
ou leishmaniose, referidas por LACAZ4. As
íesões caracterizam-se, no seu estádio mais
avançado, por formações de aspecto verru-
coso, vegetantes, sangrando facilmente, múl,
típlas, isoladas ou confluentes, apresentan-
do variações que podem ser confundidas
com lesões cutâneas verrucosas da tuber-
culose, da sífilis e da psoríasis. No pre-
sente caso, a lesão é única, de superfície,
nitidamente verrucosa e descamativa, bor-
dos irregulares, chamando a atenção uma
área central hipercrômica de aspecto ínvo-
lutivo. A lesão de hanseníase apresenta ca-
racterísticas da lepra - forma branquea-
da - tratada, com seqüelas tróficas.

ESTUDO CLíNICO

Apresentação do caso

J.C.S., 32 anos, sexo masculino, mes-
tiço, procedente da Amazônia, onde exercia
a profissão de seringueiro, refere que há
18 anos apareceram manchas hipocrômicas
com diminuição da sensibilidade local,
principalmente no dorso e membros; con-
comitantemente, dores fortes nos trajetos
dos nervos ciático-poplíteo e radial, evo-
luindo com atrofias e deformidades ósseas
das extremidades. Após 6 meses do início
dos sintomas, começou o tratamento com
sulfonas, estabilizando-se o quadro clínico.
Esteve internado em hospital no Acre (Rio
Branco), em virtude de problemas ortopé-
dicos ocasionados pela doença. Na situa-
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ção atual, sob o ponto de vista da hanse-
níase, trata-se de um paciente com a doen-
ça estabilizada pelo tratamento - lepra,
forma branqueada com deformidades
das extremidades, pés e mãos, e extensas
manchas hipocrômicas com anestesia em
várias regiões do corpo.

Em relação à lesão do abdômen, in-
forma que há mais de 10 anos, trabalhan-
do como seringueiro na região Amazônica,
costumava carregar cestos cheios, que
eram apoiados sobre o abdômen nu, pois
trabalhava sem camisa, como é costume
naquela região. Notou nessa ocasião o apa-
recimento de um caroço do tamanho de
um botão de camisa, intensamente prurigi-
noso, que foi crescendo lentamente, até
atingir as dimensões atuais, e que tratou
apenas com remédios caseiros, sem suces-
so. Essa lesão, com o evoluir, tornou-se
de aspecto verrucoso e as manchas hípo-
crômícas da doença anterior confundiam-se
com a lesão.

Exame Dermatológico Notam-se
manchas hipocrômicas e anestésicas de li-
mites bem nítidos localizadas de modo as-
simétrico nas regiões dorsal, abdominal,
nádegas e nos membros. Outras lesões re-
siduais de hanseníase são constituídas por
distrofias das extremidades, com aspecto
de "mão em garra", e espessamentos de
nervos radiais e ciático-poplíteo. A lesão
do abdômen é constituída por formação de
superfície nitidamente verrucosa, descama-
tiva, de bordos irregulares medindo 12,0 x
7,5 em em seus maiores diâmetros, chaman-
do a atenção a parte central hipercrômica,
com aspecto involutivo. Refere o paciente
ser a lesão intensamente pruriginosa.

ESTUDO ETIOLóGICO

Material e Método

O material utilizado em nosso trabalho
foi obtido de biópsias da lesão verrucosa
do abdômen das áreas díscrômicas e por es-
carificação da lesão abdominal. Os cortes
histopatológicos foram corados pela hema-
toxilina-eosina. As colorações específicas
para bacílos álcool-ácido resistentes foram
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feitas pelo método de Píte-Faraco, segundo
a técnica descrita no Manual of histologic
and special staining technics 2, sendo que
substituimos o óleo de amendoím pelo óleo
de arroz, que já vimos usando em nosso
laboratório, com vantagem de ser óleo fi-
no, mais Mcil de se trabalhar e fornece
lâminas mais nítidas e transparentes, do
que quando se usam outros óleos. Para
melhor identificação dos fungos, utilizamos
o método de Gomorí para fungos, segundo
a técnica descrita no mesmo Manual 3. O
material obtido por escarificação, semeado
em meio ágar-Sabouraud, foi examinado
após 30 dias de incubação, a 25°C.

RESULTADOS

Os cortes obtidos de biópsias da lesão
do abdômen, corados pela hematoxilina-
eosina, mostram hiperqueratose, acantose,
infiltrado inflamatório linfo-plasmocitário,
células epitelióides e células gigantes, tipo
corpo estranho, contendo algumas delas em
seu interior parasitas com morfologia e co-
loração características da cromomicose, is-
to é, corpúsculos arredondados isolados ou
aglomerados, alguns com septação, colora-
ção acastanhada. Esses fungos se encon-
tram também dentro de microabscessos,
íntegros ou destruídos parcialmente, loca-
lizados na derme; também são vistos livres
entre as células da epiderme; em raros
pontos, divisam-se filamentos septados.
Esta lesão pode ser classificada como for-
ma clermo-epidérmica segundo TIBIRIÇÁ 5.

Encontra-se disseminado irregularmente pe-
los tecidos pigmento acastanhado. Nas
áreas de discromia, apenas se nota um dis-
creto infiltrado linfoplasmocitário perivas-
cular e perianexial, e aglomerados de cé-
lulas claras vacuolizadas.

Os cortes corados pelo método de Fi-
te-Faraco mostram pequenas granulações,
esparsas e aglomeradas, coradas pela fucsi-
na de Ziehl, que poderiam ser interpretadas
como restos de bacilos álcool-ácido resis-
tentes. Nessas mesmas lâminas encontram-
se nitidamente corados os fungos que ad-
quirem, por este método, cor azulada em
seu interior, conferida pelo azul de meti-

leno e, na periferia, um composto de preto
e vermelho (rosa-velho). Pelo método de
Gomori, os fungos se apresentam bem con-
figurados, com a parte central acastanhada
e periferia preta.

Exame Micológico - Feitas as semeadu-
ras no meio de ágar-Sabouraud, após 30 dias,
a 25°C, houve desenvolvimento de colonia
preta com pigmento negro, que se difunde
no substrato. O exame microscópico mos-
tra a persença de hifras septadas, termi-
nando em conidióforos característicos com
forma de taça, contendo conídeos. As for-
mações em taça após 30 dias ainda são ra-
ramente encontradas (CONANT et alii 1).

Tratamento - Feito o diagnóstico de
crornomícose, na falta de 5-fluorocitosina,
fizemos infiltrações locais de anfotericina
B, na dosagem de 20 mg em 10ml de soluto
fisiológico, duas vezes por semana, e asso-
ciamos íodureto de sódio a 10%, três ve-
zes por semana, via endovenosa, estando a
lesão em franca regressão.

COMENTÁRIOS

A oportunidade que se nos ofereceu de
estudar lesão de aspecto verrucoso e des-
camativa em paciente internado com se-
qüelas de lepra, forma branqueada, tratada
pela sulfona proporcionou-nos obter diag-
nóstico etiológico dessa lesão e instituir
beneficamente o tratamento possível no
momento, ou seja, infiltrações com antote-
ricina B. A pesquisa do agente etiológico
não ofereceu dificuldades nos cortes histo-
topatológicos, em virtude das característi-
cas morfológicas e tintoriais do agente da
cromomicose, e da cultura que também
mostrou crescimento de hifas com forma-
ção de conidióforos em forma de taça, pe-
culiares à espécie Phialophora verrucosa.

Em relação às alterações provocadas
pela hanseníase, apenas se notou infiltrado
ínespecífíco e granulações fucsinófilas.
Pelo método de coloração de Fite-Faraco,
para bacílos álcool-ácido resistentes, verifi-
camos que os fungos se apresentavam com
morfologia característica.
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o costume que tem o seringueiro, na
região Amazônica, de trabalhar sem cami-
sa, favorece o atrito dos cestos transporta-
dores de borracha com a pele nua, o que
provoca lesões cutâneas de localizações ra-
ras, como no presente caso.

A associação da cromomicose com ou-
tras doenças já tem sido descrita, citando-
se a leishmaniose; no entanto, da associa-
ção da cromomicose com a hanseníase, é

esta a primeira comunicação.

Fig. 1 a) Lesões distróficas das mãos, lesão verrucosa do abdômen, em regressão.
b) Lesões discrômicas do dorso.

Fig. 2 a) Granuloma cromomicótico-gigantocito, tipo corpo estranho, com fun
gos. H. eosina.

b) Fungos corados pelo método de Fite-Faraco.
c) Fungos corados pelo método de Gomori para fungos.
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Fig.3 - Lâmina da cultura de Phialophora verrucosa do material semeado: fila
mentos septados e conidióforos em forma de taça. Sem corar. Ampliada
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CAMPOS, E.P.; GUERRA, J.M.M.; AZEVEDO, M.M.; ASHCAR, H,
MASSIGNANI,A.M, & DELLE CAVE,J. - Chromoblastomycosis ín
patíent recovered from leprosy. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 35/36: 41-46,
1975/76.

SUMMARY: A 32 years old half-breed male coming from Amazo-
nia, Brazil, had been treated with sulfone and was showíng sequelas ín-
c1uding dystrophic lesion of the extremitíes and hypocromia with anes-
thesia. On examination he showed an extensíve verrucous lesion on the
1eft hypochondrial regíon which had lasted 10 years and was resistant to
varíous treatments. This lesion had apparently started when leprosy
was in activity. A biopsy of the verrucous lesion showed the picture of
verrucous dermatitis with fungi evidenced by comrnon and hístochemí-
cal stainíng techniques. Inoculation of Sabouraud agar yíelded a giant
colony whose members showed filaments and conidiospores with for-
mation of cups typical of Phialophora verrucosa. Amphotericin was ín-
filtrated in the lesion associated with natrium íodíde and recovery en-
sued. Dyschromic lesions showed lymphoplasmocytic infiltrate and absen-
ce of acid-fast bacílli.

DESCRIPTORS: chromoblastomycosis in leprosy; Phialophora ver-
rucosa; leprosy and chromoblastomycosis; dermatitis, verrucosa: Pedro-
so and Carrion's dísease: Lane and Pedroso's disease; figueira; hanseníase,
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TOLEDO, M. & NAZÁRIO, G. - Traços de metais em cabelos huma-
nos. Rev. Inst. Adoljo Lutz, 35/36: 47-53,1975/76.

RESUMO: Foram determinadas concentrações de cálcio, magnésio,
zinco, potássio, ferro e cobre em cabelos humanos, por espectrofotome-
tria de absorção atômica, pelo método convencional com chama.

As amostras foram colhidas no Vale da Ribeira, São Paulo, Brasil,
cuja população vive em ambiente agrário e litorâneo, longe de concen-
trações industriais, sendo por isso difícil atribuir à poluição ambiental
e intoxicações a presença dos metais encontrados. Foram estudadas in-
terferências devidas ao tratamento químico de mineralização das amos-
tras.

DESCRITORES: cabelo humano, traços de metais; metais, traços
em cabelo humano; espectrofotometria de absorção atômica, traços de
metais em cabelo.

INTRODUÇÃO MATERIAL E MÉTODOS

A determinação de traços de metais em
cabelos humanos tem sido utilizada por
autores diversos como meio auxiliar de
vigilância no diagnóstico de envenenamen-
tos crônicos e subagudos por metais tóxi-
cos, bem como no estudo de estados caren-
ciais de elementos minerais essenciais às
pessoas saudáveis, sob o ponto de vista
nutricional. ° presente trabalho constitui
parte de um estudo na tentativa de correla-
cionar os dados encontrados com o quadro
clínico dos indivíduos examinados ***.

1. Seleção de grupos humanos

As amostras de cabelo foram colhidas
entre a população do Vale da Ribeira, em
duas regiões distintas: Região A - Ribeira,
Barra do Chapéu e Apiaí, e Região B -
Iguape, Icapara e Pontal.

A população foi dividida em dois gru-
pos: masculino e feminino que, por sua
vez, foram subdivididos em dois, com ida-
de menor que 13 anos e com idade maior
ou igual a 13 anos.

* Realizado na Seção de Equipamentos Especia lizados do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S. P.
• * Do Instituto Adolfo Lutz.

*** o estudo foi executado durante o ano de 1970, em colaboracão com a cadeira de Nutricão
dirigida pelo Prof. Dr, Yaro Ribeiro Gandra, da Faculdade de" Higiene e Saúde Pública" da
U .S. P. A utilização dos dados clínicos será objeto de posterior publicação.
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2. Amostra

Colheita

As amostras de cabelo foram tira-
das da região posterior da cabeça, dis-
tantes aproximadamente cinco milíme-
tros do couro cabeludo, em segmentos
de um a três centímetros, em zonas não
contíguas.

Tratamento

Os segmentos de cabelo foram lava-
dos com solução a 1%, p/v, de lauríl
sulfato de sódio (previamente testada
para os metais em estudo). Os cabe-
los foram posteriormente lavados com
água desmineralizada para completa re-
moção da solução de lauril sulfato de
sódío e, finalmente, secos em estufa.

Mineralização

Foram experimentadas diversas téc-
nicas de destruição da matéria orgâ-
nica. A técnica considerada por nós co-
mo mais eficiente foi a descrita a se-
guir:

Reaçenies

Ácido sulfúrico (D= 1,84)
Ácido nítrico CD=1,40)
Ácido clorídrico CD=1,18)
Ácido perclórico (D= 1,67)

Soluções padrão de 1000p.ji.rn. de
zinco, potássio, magnésio, cobre,
cálcio, ferro e respectivas solu-
ções diluídas (ver tabela 1).

Solução de lantânío, contendo 1%
de lantânio em ácido clorídrico,
a 5%, p/v (preparada a partir do
óxido de lantãnio).

Nota: todos os reagentes deve-
rão ser puros para análise e a água
deverá ser desmineralizada.

Procedimento

Pese exatamente cerca de 50 mg
de cabelo, previamente preparado, em
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tubo limpo de boro-silicato gradua-
do. Adicione 4 gotas de ácido sul-
fúrico e 2 ml de ácido nítrico. Aque-
ça em banho de areia até carbonização.
Esfrie. Adicione 2 gotas de ácido per-
clórico e aqueça novamente até a so-
lução ficar clara (CHEN et alii 1). Es-
frie e complete o volume de 10 ml com
água desmineralizada. Trate os padrões
da mesma maneira, para evitar interfe-
rências. Dose nesta solução: Cu, Zn, K,
Mg e Fe. Se as determinações não fo-
rem efetuadas no mesmo dia, conserve
a solução em tubo plástíco com tam-
pa. Para dosagem de cálcio, dilua uma
alíquota da solução com o mesmo vo-
lume de solução de lantãnío, como re-
comenda SLAVIN 4; assim, a concentra-
ção final passa a ser 50 rng de cabelo
em 20 ml da solução, contendo 0,5% de
lantânio em ácido clorídrico a 2,5%.
Proceda da mesma forma com o padrão
de cálcio.

Nota - Faça sempre um branco.
No caso de cálcio, faça um branco di-
luído com solução de lantãnío.

Determinação dos metais

As determinações de cálcio, cobre, fer-
ro, potássio, magnésio e zinco foram fei-
tas por espectrofotometria de absorção atô-
mica, pelo método convencional com chama.

O aparelho usado foi um espectrofotô-
metro de absorção atômica Perkin-Elmer,
modelo 303, equipado com registrador Per-
kin-Elmer 165 e lâmpadas com cato do oco
para IMg, Zn, Cu, Fe e Ca, e arco de des-
carga para K.

A tabela 1 mostra as concentrações
mais adequadas para cada metal:

Interferências

Foram comparadas leituras de padrões
aquosos e tratados da mesma maneira que
a amostra. Verificamos que é obrigatório
o mesmo tratamento para amostras e pa-
drões (fig. 1, 2, 3, e 4), exceto para os ca-
sos do potássio e do ferro, como pode ser
verificado nas figuras 5 e 6.
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TABELA 1

Condições experimentais para a dosagem de traços de metais em cabelos
humanos, por espectrojotometria de absorção atômica

Comprimento I Soluções padrãoElementos de onda Chama Escala Fenda
nm nm p.p.m.

Mg 285,2 ar-C2H2 1 0,7 0,1 - 0,2 - 0,5 - 1,0 - 2,0· 5,0

K 766,5 idem 3 4,0 0,5 - 1,0 - 2,0 - 5,0

I
213,9 idem 1 0,7 0,5 - 1,0 - 2,0 - 5,0Zn

Fe 248,3 idem
I

10 0,2 0,1 - 0,2 - 0,5 - 1,0

Cu 324,7 idem 10 0,7 0,05 - 0,1 - 0,2 - 0,5

Ca 422,7 idem 1 1,4 1,0 - 2,0 - 5,0
ou ou
3 1°,2 - 0,5 - 1,0 - 2,0

)( - Soluçõo aquosa
O - Solução trotodo 0,1

0,6

0,5

« 0,4
Üzc«
IX> 0,3o::
O
(f)
IX>« 0,2

0,1

°

0,4

'" 0,3

!1

1
ctI 0,2
«

0,25 0,5 0,75 1,0 o 0,5 1.0 2,0 3,0

Mg em ppm
Zn. em ppm

Fig. 1 - Gráfico comparativo para magné
sío, padrões aquoso e tratado.
Leituras em escala 1.

Fig , 2 - Gráfico comparativo para zinco,
padrões aquoso e tratado. Leitu-
ras em escala 1.
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Fig. 3 - Gráfico comparativo para cobre,
padrões aquoso e tratado. Leitu-
ras em escala 3.
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Fig. 5 - Gráfico comparativo para potás-
sio, padrões aquoso e tratado.
Leituras em escala 1.
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Fig , 4 - Gráfico comparativo para cálcio,
padrões aquoso e tratado. Leitu-
ras em escala 3.
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Fig , 6 - Gráfico comparativo para ferro,
padrões aquoso e tratado. Leitu-
ras em escala 3.



TABELA 2
Valor'es obtidos na análise de metais em cabelos humanos
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(Conclusão)
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RESULTADOS E CONCLUSÃO

A análise da tabela 2 demonstra que,
aparentemente, a quantidade de traços de
metais no cabelo pode variar consideravel-
mente de indivíduo para indivíduo de uma
mesma região, independente de sexo e da
idade. Os valores mais altos, geralmente
encontrados na região B, talvez se relacio-
nem com os hábitos alimentares.

Em relação ao cobre, os dados encon-

trados na literatura 2,3 são sempre mais
elevados que os encontrados em nosso tra-
balho, nos indivíduos da região A.

A população examinada vive em am-
biente agrário e litorâneo, longe de concen-
trações industriais, onde a poluição provo-
cada pelo homem ainda não chegou, sendo
portanto difícil relacionar a presença des-
ses metais no cabelo com qualquer tipo de
poluição ou intoxicação.

RIAL-A/417

TOLEDO, M. & NAZÁRIO, G. - Metal traces in human hair. Rev. Inst.
Adolfo Lutz, 35/36: 47-53, 1975-76.

SUMMARY: The concentration of calcium, magnesium, zinc, petas-
síum, iron and copper in the human hair was determined by atomic
absorption spectrometry through the conventional flame method.

Hair samples were gathered at Vale da Ribeira, São Paulo, Brazil,
where the population lives in an agrarian and littoral environment, away
fram industrial centers, what makes it difficult to impute the presence
of those metals to the intoxication and environment pollution.

The interferences due to the mineralization chemical treatment of
the samples were also studied.

DESCRIPTORS: metals, determination of traces in human hair;
hair (human), determination of metal traces; atomic absorption spectro-
metry, determínatíon af metal traces in hair.
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GRANER, C.A.F.; MEIRA, D.R. & MUCCIOLO, P. - Determinação do
teor de fósforo em produtos cárneos. r. Método para dosagem do
fósforo. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 35/36: 55-62, 1975/76.

RESUMO: Foram estudadas diversas variáveis operacionais de mé-
todo do ácido fosfovanadomolíbdico de determinação do fósforo, a fim
de se montar um procedimento analítico simples, rápido, preciso e exato
para dosagem do referido elemento em produtos cárneos. Os dados ob-
tidos foram comparados com os provenientes do método oficial do Ins-
tituto Adolfo Lutz, mostrando-se estatisticamente não diferentes, e carac-
terizando o procedimento proposto como adequado ao levantamento a
ser feito.

DESCRITORES: produtos de carne, determinação de fósforo; fós-
foro, determinação em produtos de carne; ácido fosfovanadomolíbdico
na determinação de fósforo em produtos de carne.

INTRODUÇAO

A legislação brasileira de aditivos quí-
micos em alimentos admite um máximo de
0,5% de polifosfatos em produtos cárneos
(BRASIL 5). Entretanto, além de o termo
"polifosfato" não caracterizar adequada-
mente a forma sob a qual a concentração
de fósforo deva ser expressa, a legislação
ainda deixa margem a dúvidas no que diz
respeito a esse teor referir-se a peso seco
ou úmido do material em questão.

Dosagens preliminares revelaram a pos-
sibilidade de fósforo, expresso como P, vir
a estar ocorrendo em teor superior a 0,5%
no peso seco de alguns produtos cárneos
adquiridos no mercado. Em termos de
P20,3 ou de P043-, tal excesso em relação ao
máximo legalmente permitido se evidencia-
ria mais ainda, caracterizando a necessida-
de de um levantamento sistemático da con-

centração de fósforo em tais produtos.

Trabalho realizado no Departamento de Química da Faculdade de Ciências Médicas e Bio-
lógicas de Botucatu. S. P.
Do Departamento de Química da Faculdade de Ciências Médicas e Biológicas de Botucatu.

** * Departamento de Higiene Veterinária e SaÚde Pública da Faculdade de Ciências Médicas e
Biológicas de Botucatu.
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o elevado número de análises a serem
ef'etuadas nesse levantamento exige um mé-
todo simples, rápido, e com suficiente pre-
cisão e exatidão para a dosagem do fósforo
em produtos cárneos. Por essa razão, co-
mo primeira parte da pesquisa proposta,
objetiva-se a montagem de um procedimen-
to analítico que reuna as características
necessárias.

Pequenas quantidades de fósforo têm
sido determinadas nos mais variados mate-
riais por dois métodos colorimétricos prin-
cipais, o do ácido fosfomolíbdico e o do áci-
do fosfovanadomolíbdico. O primeiro deles,
mais sensível, baseia-se na formação de uma
espécie química azul em meio ácido, atra-
vés da reação entre íons fosfato e molibda-
to, e na presença de um redutor seletivo;
o segundo, baseia-se na formação de um
composto amarelo, também em meio ácido,
através da reação entre íons fosfato, mo-
libdato e vanadato (BOLTZ & LUECK2;
GOING & EISENREICH 8). Ambos os mé-
todos são bastante versáteis, permitindo a
dosagem do fósforo em materiais os mais
diversos.

O do ácido fosfomolíbdico parece so-
frer maior número de interferências, quer
de outros elementos (BOLTZ & LUECK 2;
DUFF & STUART 6) quer de variáveis ope-
racionais como acidez do meio e concentra-
ção de reagentes (BRAGA & DeFELIPO 4),

e ainda do redutor utilizado (WOODS &
MELLON 18; KOZHUKHAROV11). Apesar
disso, e com modificações de autor para
autor, o método já foi usado para a deter-
minação do fósforo em solos (GAVIRIA et
alii 7; BRAGA & DeFELIPO 4), em tecidos
vegetais (GONZÁLEZ & BÁEZ 9), em ra-
ções (TULS 16), e é preconizado pelo Ins-
tituto Adolfo Lutz na análise do fósforo em
alimentos (SÃO PAULO14). Mesmo já sen-
do bastante sensível, o composto azul for-
mado presta-se também à extração com
solventes, o que aumenta ainda mais a sen-
sibilidade do método (BITTENCOURT &
ZAMBELLOJR. 1).

Segundo QUINLAN & DeSESA 13, o
método do ácido fosfovanadomolíbdico te-
ria sido proposto por Mission em 1908.Des-
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de essa data, muitos trabalhos introduziram
modificações no método original, visando
definir condições de acidez do meio, con-
centrações de molibdato e metavanadato,
formação e estabilidade da cor do compos-
to formado, comprimento de onda de má-
xima absorção, entre outras. A sua aplica-
ção tem sido na dosagem do fósforo em
minério de ferro (WILLARD& CENTER 17),

em alimentos (KOENIG & JOHNSON 10),

em soro (SIMONSEN et alii 15), em rochas
uraníferas (QUINLAN & DeSESA 13), em
tecidos vegetais (PELLEGRINO 12), em ra-
ções (TULS 16), em cimento (BOWLEY 3)

e em diversos outros materiais.

Dos dados bibliográficos levantados, o
método do ácido fosfovanadomolíbdico pa-
rece ser de maior simplicidade no empre-
go, quer pela qualidade, quantidade e esta-
bilidade dos reativos de que necessita, como
pela ausência de interferências nos mate-
riais em que será utilizado. Sua menor sen-
sibilidade é irrelevante, face ao teor de fós-
foro encontrado normalmente em produtos
cárneos.

Por essas razões, esse método será es-
tudado detalhadamente para a montagem
de um procedimento analítico que vise a
ds.termínação do fósforo em produtos cár-
neos. Seus resultados serão comparados
com aqueles obtidos pelo método oficial
do Instituto Adolfo Lutz, para verificar de
sua real qualificação para as dosagens do
levantamento proposto.

MATERIAL

As amostras de produtos cárneos, quais
s=jam, salsicha, mortadela, presunto, pre-
sunto defumado e rosbife, foram adquiri-
dos em supermercados da cidade de Botu-
catu. Após secagem em estufa a 1000C até
peso constante, as mesmas foram tritura-
das em gral de porcelana e conservadas em
congelador durante o desenvolvimento do
trabalho.

MÉTODOS

Os métodos empregados foram: a) em
sua essência. aquele descrito por BOLTZ &
LUECK 2 para o procedimento envolvendo
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a formação do ácido fosfovanadomolíbdico,
ou seja, concentrações finais de metavana-
dato, molibdato e ácido nítrico respectiva-
mente iguais a 0,002 M, 0,01 M e 0,5 N;
b) integralmente, excetuando-se a massa de
produto cárneo recomendada para tomada,
aquele descrito nas Normas analíticas do
Instituto Adolfo Lutz 14, envolvendo a for-
mação do ácido fosfomolíbdico.

Estudaram-se diversas variáveis opera-
cionais do primeiro método, as quais, de-
pois de padronizadas, originaram a mar-
cha analítica para dosagem do fósforo em
produtos cárneos, cujos resultados foram
comparados com aqueles obtidos empre-
gando-se o procedimento preconizado pelo
referido Instituto.

Reativos

Dos reativos empregados, merecem
menção os seguintes:

Solução padrão "estoque" de fósforo:
1,0984 g de fosfato diácido de potássio,
KH"P04' foram dissolvidos em cerca de
450 ml de água destilada num balão volu-
métrico de 500ml; juntaram-se 5 ml de áci-
do clorídrico concentrado, completou-se e
homogeneizou-se o volume com água des-
tílada. Esta solução contém 500 ,ug/ml, e é
aproximadamente 0,1 N em ácido clorídrico.

Solução padrão "de uso" de fósforo:
transferiram-se 10 ml da solução padrão
"estoque" de fósforo para balão volumétrí-
co de 250 ml, completou-se e homogeneízou-
se o volume com água destilada. Esta so-
lução contém 20 ,ugjml e é aproximadamen-
te 0,004 N em ácido clorídrico.

Solução vanadomolíbdica: em aproxi-
madamente 300 ml de água destilada quen-
te (80-900C), dissolveram-se vagarosamente
e com agitação constante 1,2 g de metava-
nadato de amônio, NH4V03' e mais 12,1 g
de molíbdato de sódio dihídratado,
Na2Mo04.2H20; esfriou-se a solução, junta-
ram-se 170 ml de ácido nítrico concentra-
do, completou-se e homogeneizou-se o volu-
me a 500 ml com água destilada. Esta so-
lução é aproximadamente 0,02 ilVI em VO-s
0,1 M em M0042- e 5 N em HNOg.

Solução de molibdato de amoruo: dis-
solveram-se 31,4 g de molibdato de amô-
nío tetrahidratado, (NH1) (;M0702! .4H20,
em cerca de 200 ml de água destilada e
juntou-se esta solução à outra contendo
400 ml de água destilada, 252 ml de ácido
sulfúrico e 3,5 ml de ácido nítrico concen-
trado. Esfriou-se, completou-se e homoge-
neízou-se o volume a 1 litro com água des-
tilada.

Solução de ácido ammoruüiolssuliôruco:
pulverizou-se, num gral de porcelana, 0,75 g
de ácido l-amino-2-naftol-4-sulfônico com
2 g de metabissulfito de sódio, Na;2S,p,,;
transferiu-se o pulverizado para um balão
volumétrico de 1 litro, e dissolveu-se com
900 ml de solução contendo 68 g de meta-
bissulfito de sódio e 42 g de sulfito de só-
dío, Na2SOg. Completou-se e homogeneízou,
se o volume com água destilada, conservan-
do-se a solução em frasco escuro.

As medidas de absorbância foram fei-
tas ou no espectrocolorímetro Metrohm E
1009 ou no espectrofotômetro Coleman Jr.
lI, usando-se respectivamente cubetas de
10 mm de espessura ou tubos de 10 mm de
diâmetro.

Curva padrão

Para séries de sete béqueres de 50 ml,
transferiram-se:

a) 0,0 - 0,8 - 1,6 - 3,2 - 4,8 - 6,4
e 8,0 ml da solução padrão "de uso" de
fósforo (20 ,ug/ml);

b) respectivamente 8,0 - 7,2 - 6,4 -
4,8 3,2 - 1,6 e 0,0 ml de água destilada;

c) 1,0 ml de solução aproximadamente
G,2N de ácido clorídrico;

d) 1,0 ml de solução vanadomolíbdica.

Os volumes foram homogeneizados,
aguardaram-se 10 minutos e procedeu-se às
leituras no espectrocolorímetro Metrohm
E 1009, a 420 nm, contra a prova em
branco.
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Os dados obtidos, representando a mé-
dia de três repetições, encontram-se na ta-
bela 1.

Ensaios de recuperação

Para três séries de três cápsulas de por-
celana cada sene, de aproximadamente
60 mm de diâmetro, transferiram-se:

a) 0,2000 g de produto cárneo, seco a
1000C e triturado;

b) 0,0 - 2,0 e 4,0 ml da solução pa-
drão "estoque" de fósforo (500 ,ug / ml).

o material das cápsulas foi seco em
banho-marta, e a seguir incinerado a 500-
550oC, por 1 a 2 horas, deixando-se em se-
guida esfriar até a temperatura ambiente.
A partir deste ponto, uma prova em branco
foi feita simultaneamente com as demais
amostras.

O material foi umidecido com 2 a 3 go-
tas de água destilada, juntaram-se 2 ml de
ácido clorídrico concentrado e secou-se em
banho-maria; repetiu-se esta operação com
5 ml de solução (1+1) de ácido clorídrico.

Acrescentaram-se 5 ml de solução apro-
ximadamente 1 N de ácido clorídrico, aque,
ceu-se levemente em banho-maria e trans-
feriu-se o material das cápsulas para ba-
lão volumétrico de 50 rnl, lavando-se as
mesmas com cinco porções de 5 ml de água
destilada quente. Depois de esfriados sob
água corrente, os balões tiveram seus vo-
lumes completados e homogeneizados com
água destilada.

Dos extratos assim preparados, trans-
feriram-se 2,0 ml (1,0 ml no caso de pre-
sunto defumado) para béqueres de 50 ml,
juntaram-se 7,0 ml de água destilada (8,0 rnl
no caso de presunto defumado) e 1,0 ml
da solução vanadomolíbdica. As soluções
foram homogeneizadas, aguardaram-se 10
minutos e procedeu-se às leituras no es-
pectrocolorímetro Metrohm E 1009, contra
a prova em branco.
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Os dados obtidos encontram-se na ta-
bela 2, e representam a média de três re-
petições.

Ensaios de determinação e comparação de
métodos

A curva padrão para determinação do
fósforo pelo método do ácido fosfomolíbdi-
co foi feita no intervalo da concentração
de 20 a 160 ,ugj50ml, utilizando-se das so-
luções de molibdato de amônio e de ácido
aminonaftolssulfônico já descritas, segundo
a marcha analítica referida nas Normas
Analíticas do Instituto Adolfo Lutz 14.

O procedimento analítico para a obten-
ção dos extratos de produtos cárneos foi o
mesmo já descrito, porém sem colocação
de padrão de fósforo nas amostras. As alí-
quotas tomadas para a colorimetria varia-
ram segundo o produto cárneo analisado,
e o método utilizado.

Os dados obtidos nas determinações
por ambos os métodos acham-se na tabela
3, e referem-se a médias de três repetições.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os dados da tabela 1 mostram que a
relação entre a absorbância (A) e a massa
de fósforo da solução, em ,ug de P em 10 ml
(volume final da solução submetida à co-
lorimetria) é linear e dada por:

,ug PjlO ml = (A - 0,019) • 264,6

sendo o coeficiente de correlação linear, r,
igual a 0,9986.

Para se chegar ao procedimento analí-
tico descrito para a obtenção da curva pa-
drão, fixaram-se as concentrações finais de
0,5 M para o ácido nítrico, 0,002 M para
o metavanadato e 0,01M para o molíbdato,
consideradas ideais para tais reativos, se-
gundo os dados levantados por BOLTZ &
LUECK 2. Entretanto, diferentemente do
que Os mesmos propuseram, ou seja, tais
reativos serem colocados separadamente,
neste trabalho verificou-se ser possível o
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emprego de uma única solução contendo os
três reativos em concentrações tais que re-
produzam aquelas consideradas ideais na
solução final. Além disso, essa solução, de-
nominada de vanadomolíbdica, mostrou-se
estável pelo menos por três meses.

Constatou-se ser de 385 nm o comprí-

mento de onda onde ocorre a maior dife-
rença entre as leituras de solução conten-
do fósforo e de prova em branco, utilizan-
do-se de um espectrofotômetro Coleman Jr.
H para as medidas. A adoção de 420 nm
como o comprimento de onda para as de-
mais leituras, porém, prende-se ao fato de
estar o mesmo ao alcance de equipamento

TABELA 1

Dados referentes à curva padrão para determinação do fósforo em produtos
cárneos pelo método do ácido tcsjotaruuicmolibdico, Leituras no espectrocolori-

metro Meirohrn E 1009, em cubetas de 10 mm de espessura, a 420 nm

p,g PilO mI Absorbância Desvio padrão
relativo %

O 0,000
16 0,075 ± 0,001 2,27
32 0.147 ± 0,001 1,16
64 0,277 ± 0,001 0,83
96 0,403 ± 0,000 0,00
128 0,511 ± 0,002 1,00
160 0,599 ± 0,003 0,77

TABELA 2

Resultados dos ensaios de recuperação do fósforo adicionado a diversos produtos
cárneos, analisados pelo método do ácido fosfovanadomolíbdico

Quantidade de fósforo em I-'g de P Recuperação

Amostra

I I D,P.R. * I
Adicionado Determinado % p,g %

- 26,7 ± 0,7 4,37 I - -
Salsicha 40 67,3 ± 0,4 0,95

I

40,6 101,5I

80 108,8 ± 0,5 0,85 I 82,1 102,6I

43,0 ± 0,8 3,20
Mortadela 40 82,6 ± 0,8 1,61 39,6 99,0

80 124,1 ± 0,0 0,00 81,1 101,4

Presunto 61,0 ± 0,7 2,08
40 101,8 ± 0,8 1,29 40,8 102,0
80 140,6 ± 0,7 0,86 79,6 99,5

42,9 ± 0,0 0,00
Presunto 20 64,5 ± 0,7 1,88 21,6 108,0
defumado 40 83,4 ± 0,3 0,69 40,5 101,2

34,7 ± 0,3 1,33
Rosbife 40 74.3 ± 1,7 3,92 39,6 99,0

80 113,0 ± 0,5 0,77 78,3 97,9

* D.P.R. - desvio padrão relativo
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TABELA 3

Resultados obtidos na determinação do fósforo em diversos produtos cârneos
pelo método do ácido fosfovanadomolíbdico proposto, e pelo método do ácido

iostomolitidico, oficial, do Instituto Adoljo Lutz

Fósforo determinado
Método proposto •• Método oficial

Amostra
Fósforo D.P.R. Fósforo D.P.R.

% %
I

% %I

Salsicha 0,33 ± 0,01 4,64 0,32 ± 0,00 1,81
Mortadela 0,53 ± 0,01 3,85 0,53 ± 0,01 1,89
Presunto 0,77 ± 0,01 2,28 0,75 ± 0,00 0,77
Presunto def. 1,07 ± 0,00 0,00 1,11 ± 0,03 4,78
Rosbife 0,43 ± 0,00 1,35 0,42 ± 0,01 3,64

2,25
2,60
2,75
1,83
2,41

D.P. R. - desvio padrão relativo
.,* t - significância de t a 5% = 2,78

mais simples, à base de filtros ou outro
sistema de seleção de comprimento de on-
da. Além disso, a colorimetria do sistema
fósforo - metavanadato - molibdato mais na
região do visível minimiza possíveis ínter-
ferências do ferro.

A acidez proveniente de extratos pode
interferir nos valores de absorbância das
soluções coloridas, qualquer que seja o áci-
do empregado na solubilízação das cinzas.
Assim, preferiu-se juntar ácido clorídrico
ao sistema que vai originar a curva pa-
drão, para se aproximarem as condições, em
relacâo a esse ácido, com aquelas prove-
nientes dos extratos. Entretanto, até con-
centração final igual a 0,1 N em ácido clo-
rídrico, não ocorreu influência nos valores
de absorbância de padrões 'experimentados.

Desde 10 até 60 minutos, a cor das so-
luções manteve-se estável, confirmando o
que outros autores relataram em trabalhos
posteriores. Por essa razão, aguardaram-se
10 minutos após a homogeneização final
para a colorimetria.

Os dados das tabelas 2 e 3 revelam que
o procedimento analítico ora proposto re-
veste-se de suficientes precisão e exatidão
para a determinação do fósforo em produ-
tos cárneos, face aos baixos valores de er-
ro padrão da média e desvio padrão rela-
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tivo (DPR) ocorridos. Além disso, os vaIo
res médios de teor de fósforo obtidos pe-
los dois métodos não diferem estatistica-
mente ao nível de 5% de significância,
quando analisados pelo teste t.

A pequena quantidade de produto cár-
neo proposta para incineração (0,2000 g)
permite um máximo de utilização da capa-
cidade forno. Por outro lado, os resíduos
de incineração, quando insolúveis em áci-
do clorídrico, são também em pequena
quantidade, dispensando filtração de mate-
rial para obtenção do extrato.

Utilizando-se da curva padrão obtida,
e considerando-se 0,2000 g a massa de pro-
duto cárneo originando 50 ml de extrato
para análise, as porcentagens de fósforo,
em termos de P, P20j ou POi3. no mate-
rial, serão dadas por:

(A - 0,019).6,615
%P

v

(A - 0,019).15,16

v

(A - 0,019).20',28

v
sendo A a absorbância da solução subme-
tida à colorimetria, e V o volume tomado
do extrato de 50 ml.
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TABELA 4

Teor de fósforo nos diversos produtos cúrneos analisados pelo método do ácido
jostooaauuiomolíbtiico proposto, expresso em porcentagens de P, P20 5 e Pt),>

Amostra
como P

Porcentagens de fósforo

0,33
0,54
0,76
107
0,43

Salsicha
Mort.adela
Presunto
Presunto defumado
Rosbife

A tabela 4 mostra o teor de fósforo no
peso seco dos diversos produtos cárneos
analisados pelo método proposto, exprimin-
do-o em porcentagem de P, P20'í e PO.j3-.

Como a legislação brasileira de aditi-
vos químicos em alimentos admite um má-
ximo de 0,5% de "polifosfato" em tais pro-
dutos, verifica-se que todos apresentam
concentração de fósforo superior ao permi-
tido por lei, desde que a mesma se refira
ao peso seco do material, expresso em ter-
mos de P~0'í ou de P048-.

CONCLUSÕES

A dosagem de fósforo total em produ-

1,01
1,65
2.33
3,28
1,32

0,76
1,24
1,74
2.4.5
0,98

tos cárneos pode ser efetuada pelo método
do ácido fosfovanadomolíbdico como ora
proposto, tendo em vista que os resulta-
dos obtidos, quando comparados com aque-
les oriundos da dosagem por método ofi-
cial, não diferem estatisticamente ao nível
de 5% de significância. Por outro lado, a
pequena quantidade de material utilizada
simplifica operações normalmente requeri-
das quando quantidades maiores são em-
pregadas.

° teor de fósforo encontrado nos di-
versos produtos mostrou-se sempre supe-
rior ao permitido por lei, quando expresso
na forma de P20" ou POi-,
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GRANER, C.A.F.; MEIRA, D. R. & MUCCIOLO, P. - Determination of
phosphorus in meat products. r. A method for phosphorus dosage.
se». Inst, Adoljo Lutz, 35/36: 55-62, 1975/76.

SUMMARY: The authors propose a simple, quíck, precise and
accurate method for the meat products phosphorus determínatíon by
the molybdovanadophosphoric acid method.

The resulting data showed no statistical differences when compared
with those obtained through the official method of the Instituto Adolfo
Lutz, São Paulo, Brazil, thus characterizing the proposed procedure as a
suitable method to carry out routine analysis.

DESCRIPTORS; phosphorus determination in meat products; meat
products, phosphorus determination; molybdovanadophosphoric acid to
determine phosphorus in meat products ,
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OTSUKA, J.M.; TACHIBANA,C.F.; RIBEIRO, M.A.; KAMEI, N.K. &
TAKEDA,A.K. - Níveis de imunoglobulinas humanas G, A e M em
soros de recém-nascidos, crianças e adultos. Reo. Inst. Aâolio Lutz,
35/36; 63-66, 1975/76.

RESUMO; Foram determinadas as concentrações das diferentes
classes de imunoglobulinas humanas G, A e M em soros de recém-
nascidos, crianças e adultos da cidade de São Paulo, S. P., Brasil.

Os valores obtidos foram comparados com os de outros autores e
submetidos a análise.

DESCRITORES; imunoglobulinas (G, A, M) humanas, determinação
quantitativa.

INTRODUÇÃO

O intereresse e a importância de co-
nhecimento dos níveis das Imunoglobulinas
Humanas estão diretamente ligados a uma
série de condições patológicas, razão pela
qual são encontrados numerosos trabalhos
neste campo de investigação 1,2,3,4,5,6,7,8.

Em nosso país os níveis normais destas pro-
teínas foram primeiramente estabelecidos
por GOMES 3 que, em vista da inexistência
destes dados entre nós, selecionou recém-
nascidos, crianças e alguns adultos para seu
estudo. Este autor concluiu que os níveis de
imunoglobulinas séricas das crianças são

mais baixos, porém dentro dos limites apre-
sentados pelos adultos.

Um estudo básico realizado por
UFFELMAN et alii 7, nos Estados Unidos.
em crianças normais desde o nascimento
até os doze anos de idade, além de estabe-
lecer os níveis normais de proteínas sério
cas, salientou a necessidade de cada labo-
ratório estabelecer os seus próprios níveis
normais destas proteínas devido às possí-
veis variações ocorridas na metodologia
empregada na determinação dos padrões,
sujeitos às condições geográficas e ecoló-
gicas.

* Realizado na Seção de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P .
.",. Do Instituto Adolfo Lutz.
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MATERIAL E MÉTODO

1. Amostras examinadas

Foram colhidos soros de 81 crianças,
de recém-nascidos a 5 anos de idade, e so-
ros de 27 adultos, de 18 a 35 anos, clínica
e laboratorialmente normais, da cidade de
São Paulo. A distribuição das faixas etárias
consta na tabela 1.

o sangue foi colhido por punção veno-
sa, o soro separado por centrifugação e
guardado em congelador a -70°C até o mo-
mento de ser manipulado.

2. Determinação das imunoglobulinas

Na determinação das imunoglobulinas
(Ig) foi utilizado o método de imunodifusão
radial de MANCINI 4,8, com pequenas mo-
dificações:

a) espessura da agarose* a 1% foi de
1 mm;

b) orifícios com diâmetro de 2 mm;

c) distância entre os orifícios: para
IgG, 15mm; para IgA, 20mm e para
IgM,10mm.

A leitura foi padronizada para 18 horas
de incubação. Foram empregados antí-soros
para determinação do teor das imunoglobu-
linas G, A e M, preparados em nosso
laboratório e comparados com soros padro-
nízados comerciais ** disponíveis.

Estes anti-soros foram preparados em
coelhos com imunoglobulinas extraídas de
soros e urina de pacientes com macroglo-
bulinemia e mieloma múltiplo e de colos-
tros normais, por precipitação com sulfato
ÓJe amônio a 33%, purificados por croma-
tografia em coluna (Sephadex G-200, para
IgM; DEAE - Sephadex e DEAE-Celulo-

* Agarose Sigma
Hyland
Behering
D-D-Mérieux
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se para IgG; CM - Celulose e TEAE-Ce-
lulose para IgA) e testados por ímunoele-
troforese. Os antí-soros específicos foram
absorvidos e titulados por írnunoprecípíta-
ção pela técnica de Ouchterlony.

TABELA 1

Distribuição de acordo com a faixa etária
e o número de casos respectivos utilizados

no experimento

Idade
1

Número
de casos

Cordão

i 26
umbelical

6 meses I 8

1 ano I 19
I

2 anos I 18

4 anos I 10
I
I

27Adultos
I

A figura 1 na página seguinte mostra o
aspecto da placa de reação de imunodifusão
radial quantitativa.

As concentrações de imunoglobulinas
das amostras são extrapoladas medindo-se
o diâmetro dos halos de precipitação em
milímetros, a partir da curva padrão.

Essa curva é construída colocando-se na
abscissa os diâmetros relativos a padrões
de concentrações conhecidas e na ordenada
os lcgarítmos dessas concentrações.
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Fig. 1 - Aspecto da placa de reação de
imunodifusão radial quantitativa.

RESULTADOS E CONCLUSÕES

Os valores médios obtidos das ímuno-
globulinas (G, A e M) em soros normais

de recérn-nascidos, crianças e adultos estão
na tabela 2.

De acordo com a tabela 2, verifica-se
que os valores de IgG no recém-nascido si-
tuam-se na faixa idêntica à dos adultos. Já
na faixa etária de 6 meses, foi encontrada
uma nítida diminuição e, a partir de 1 ano,
a concentração de IgG alcança valores idên-
ticos aos encontrados em adultos.

Quanto à IgA, verifica-se que, nos re-
cém-nascidos, praticamente não aparece, e
a tendência é aumentar com a idade, atin-
gindo níveis semelhantes aos de adultos a
partir de 4 anos.

Quanto à IgM, os recém-nascidos apre-
sentam valores relativamente altos apesar
de que, dentre 26 casos, em 2 não foi detec-
tada a presença de IgM. A tendência de
IgM também é de aumentar de acordo com
a progressão em idade da criança.

Do ponto de vista da relação entre essas
diferentes classes de imunoglobulinas, ve-

TABELA 2
Teores médios de imunoglobulinas em soros humanos considerados normais desde

recém-nascidos até adultos, comparados entre diversos autores

Faixos
'feirios

Imuno\llobullnal (1119%)

~
I.A.L~ Gomos' IluCkl.,· Stiehm Uttelmcn 1 Allonamith I

lio PAULO FlJdf~b.rQ I ,1 ali

G U)97 1.458 1.004 1.0~••• 1.700 I.tll Llr! S. 1.172 • '0 - 1.24 •

A 4 <5 2
O 60 >5 o - "

M 30 19 9 "• t. •• U •• • - ••
G 854 667 381 427 556 •••• 00 1.440 .0 • 1.1':5 228 ••• 200 - 1.125 ••O

53 43 44 28 56 ••A ..- •• •• - •• 27 - •• • - OS te 1-- ..-.------.
76 '03 38 43 70

M .8 120 3. "8 •• O• •• - a, •• "0

.200 1.066 640 66' 72' 7St'G 780 1.100 • 17 1.1t5 ••• 0.010 •••• - 1.533 "0 - 1.180 ••• '2~_

72 64 67 37 8. 40A 52 15. .0 "' 2' ••• •• •• 58 - ••• li - ••
M .09 136 56 :14 76 84

54 - 20e 64 - ••• 21 li' •• .4. •• '0' so --=----.!.~-
1.325 1.062 , 708 762 705 830G o.. - 2·200 '3' - 1.585 4" - 1184 .,.. - 1313 "0 - '000 ••• __~~_~2 ____

A 67 67 *89 . 50 B9 50
38 - ••• o - ..~5-2-" li' •• - 165 •• - 160

M 120 140 58 85 84
60 - 31O! •• - 2461 ,2 - 131 14 li'

~~--~ ..._-~~~-~~~_._-
.702 906 929 .028 920G 900 - 4000 ••• - 1515 ••• - "7 840 - '.440 ••• ~~~

A 148 120
"'. i ••

93 108 o>.. - "0 o. - - ••• s• - 219_ -»- UL_.
M 133 41 56 12' 92

7' - .0. '0 - 8' 22 ~ ..E.-=-' o'!I-3'-~E~--
G 1.194 1233 1061 , '8 1142 1045... - 2.200 10' - I r-4!5 ••• - 1775 56' 1919

770 - ":~ !~.:c.~ _
A .82 20E 266 200 2'0 '70•• - 340 7. - <:,G ~ 10$ ss. 61 - 330 1'4 - 297 ~E...._- 49~~

M .46 178
.651 37

76 99 '02 90
40 - .'0 6.

_. - .54 47 '07 87 - 201 37 - 20'

NO$cído

6Muea

I Ano

2 AnOl

4 Anos

Adulto
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IgG
ríríca-se que a relação aos 6 meses de

16 IgA
idade é - e tende a diminuir uma vez que

1
o catabolismo de IgG de origem materna
aumenta ao mesmo tempo em que a síntese
de IgA pela criança vai aumentando até
atingir os valores normais de adulto, cuja

IgG 6,5
proporção é

IgA 1
IgA

Quanto à relação --, verifica-se que
IgM

é 1 no recém-nascido e que esse valor ten-
de a aumentar até que, a partir de 4 anos,
torna-se maior que 1, como acontece com
os adultos.

Da análise da tabela 2 resulta que os
valores por nós encontrados estão muito
mais próximos dos valores encontrados por
Gomes do que dos encontrados por auto-
res estrangeiros. A discrepância assinalada
é bem mais acentuada desde os 6 meses até
OE, 4 anos de idade, o que vem confirmar
a necessidade de que sejam estabelecidos
os níveis normais regionais.

-----------------~~~---~------'-------
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OTSUKA, J.M.; TACHIBANA,C.F.; RIBEIRO, M.A. KAMEI, N.K. &
TAKEDA,A.K. - G, A and M human immunoglobulin levels in sera
from new-born, children and adults. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 35/36:
63-66,1975/76.

SUIMMARY:The concentration of A, G and M immunoglobulins in
sera from new-born, children and adults of São Paulo city, Brazil, was
deterrnined, The figures obtained were compared with those encountered
by other authors, and submitted to an analysis.

DESCRIPTORS: human immunoglobulins (G, A, M), quantitative
determination.
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CAMPOS, E. P. - Displasia do colo uterino e carcinoma in situo Rev.
Inst. Aâolto Lutz, 35/36: 67-76, 1975/76.

RESUMO: O autor discute o problema da displasia do colo uterino
de acordo com as várias escolas médicas, tentando esclarecer a aparente
discordâncía no diagnóstico histopatológico; analisa também o carcinoma
in situ e as suas implicações na orientação diagnóstica e terapêutica,

DESCRITORES:: carcinoma in situ no colo uterino, histopatologia;
colo uterino, carcinoma in siiu; colo uterino, condições pré-cancerosas.

1. INTRODUÇÃO

Para que possamos ter uma idéia exata
sobre displasia e câncer pré-invasivo do colo
uterino, é necessário conhecer em suas li-
nhas gerais como se apresenta o colo nas
diferentes idades da mulher.

O colo do útero é a parte que aparece
dentro da cavidade vaginal e que está re-
coberta por um epitélio plano-celular não
corneificado, de várias camadas, com raras
ou nenhuma papila, na área denominada
ectocervix. O canal do colo uteríno, deno-
minado endocervix, possue um epitélio de
camada única, cilíndrica, formada por cé-
lulas que produzem muco; esse epitélio pe-
netra na intimidade do miométrio, forman-
do glândulas ramifica das, de aspecto race-
moso.

Trabalhos da escola alemã (Obert, 1958)
demonstraram que o epitélio cervical plano-

celular recobre o colo até o orifício de en-
trada do canal cervical na jovem; nas
mulheres na pós-menopausa e na velhice
ele penetra no canal cervical. Na mulher,
no período da vida sexual, a mucosa do
canal cervícal afIora ao exterior e recobre
uma parte do colo uteríno visível. consti-
tuindo a mancha averrnelhada chamada
errtroplasla, que nada mais é do que a ero-
são simples do colo uterino. Este conhe-
cimento é muito importante pois, conforme
a idade da mulher, varia o tipo de coníza-
ção, nos casos de retirada da lesão suspeita.

O epitélio ectocervical tem tendência a
invadir a área ocupada pela mucosa do
canal cervical e, às vezes, recobrindo-o, im-
pede o livre escoamento de sua secreção,
que fica retída e forma cistos (ovos de Na-
both) ; outras vezes, esse epitélio substitui
as células da endocervix, constituindo as
chamadas metaplasias escamosas ou epi-

Trabalho apresentado na Reunião Científica na Santa Casa de Misericórdia de Araçatuba, São
Paulo, em 6 de outubro de 1973, comemorativa do 10.0 aniversário do Laboratório I de Araçatuba
da Divisão dos Laboratórios Regionais do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P .

.,., Do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo,
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derrnização das glândulas endocervicais,
consideradas estados pré-cancerosos. O cân-
cer do colo uterino, em 90% dos casos, ini-
cia-se na zona de transição entre o epitélio
ectocervical e endocervical, chamada zona
ele instabilidade epitelial de Hinzellmann.

A função do ginecologista, entre outras,
não é mais a de diagnosticar precocemen-
te um câncer do colo uterino, mas prin-
eipalmente impedir o seu aparecimento,
pelas medidas terapêuticas atualmente pos-
tas em prática; a colposcopia e as infor-
mações que lhe fornecem o citologista e o
patologista ajudam-no nesta tarefa. Infe-
lizmente, nos casos de câncer, o primeiro
sinal que a mulher observa é o sangramen-
to anormal do útero e, quando há sangra-
mento, é porque há destruição do tecido;
sendo feito o diagnóstico demasiadamente
tarde, o prognóstico é mau.

O câncer do colo do útero é responsá-
vel por 75% dos casos de câncer genital
feminino, e ao ginecologista compete pre-
cocemente constatar as primeiras altera-
ções que se instalam no epitélio do colo
uterino, onde se localizam 95% dos casos
de câncer uterino; com o auxílio da colpos-
copia diagnosticam-se as lesões pré-cance-
rosas ou precursoras do câncer, como o
carcinoma pré-invasivo e o carcinoma inci-
piente ou microcarcinoma. A citologia oncó-
tíca dá-nos o estado em que se encontram
as células e a biópsia é que fornece o re-
sultado final para a orientação do gineco-
logista. A biópsia feita com o auxílio da
colposcopia permite mais exatidão na re-
tirada da área suspeita - biópsia seletiva.
Para bem se aquilatar do estado do epitélio
do colo, é aconselhada a biópsia em qua-
drante, isto é, a retirada de fragmentos nos
pontos correspondentes a 12, 3, 6 e 9 horas
do mostrador de um relógio.

2. DISPLASIA DO COLO UTERINO

E LESÕES PRÉ-CANCEROSAS

Ao patologista compete principalmente
esclarecer o ginecologista sobre a existên-
cia de lesões pré-concerosas no colo uteri-
no, ou de um carcinoma in situo
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Sabemos que no câncer cervical clínico,
isto é, naquele que já produz sinais clíni-
cos, o diagnóstico é feito facilmente pelo
ginecologista experimentado, pelo simples
exame com o espéculo e pela palpação.
Neste caso, o exame histopatológico da bíó-
psia é apenas uma confirmação do diag-
nóstico clínico. Nos casos precoces, pré-
clínicos, não há sinais clínicos precoces e
as lesões passam despercebidas pela pró-
pria paciente; porém, já há alterações pre-
coces reveladas pela histopatologia consti-
tuída por acentuada atipia celular no epí-
télío cervical e endocervical, que é o car-
cinoma in si tu. Na atualidade, de 25 anos
para cá, firmou-se o conceito de que o dia-
gnóstico precoce do câncer do colo uterino
80 faz quando as alterações citológicas se
localizam ainda e somente dentro do epité-
lia cervical, portanto antes de invadir o te-
ciclo conjuntivo irrigado, antes de produzir
sintomas na mulher e antes que comece a
invasão próximo ou longe do colo uteri-
no. Dentro deste conceito, a colposcopia,
o exame cito lógico, e a biópsia, comple-
rnentando-se, são métodos de investigação
para o diagnóstico precoce o qual somente
o médico que se utiliza destes três métodos
pode fazer.

Existe uma terminologia adequada pa-
ra nos referirmos às alterações do epitélio
do colo uteríno. cuja significação devemos
conhecer, em virtude de suas implicações
com o carcinoma do colo do útero:

2 . 1 EPlDER:\IIZAÇÃO

É a substituição do epitélio não cornei-
ficado do colo uterino - ectocervix, por
um epitélio corneificado, tomando a apa-
rência de pele, freqüente nos casos de pro-
lapso uterino, quando o colo fica em con-
Ü1CtOcom o ar. É uma lesão benigna.

2.2 METAPLASIA

É a substituição focal ou difusa de epi-
télio muco-secretor da mucosa do canal cer-
vical - endocervix, por um epitélio esca-
moso, epidermóide. Esta alteração é con-
siderada lesão pré-cancerosa, aparecendo
nos processos inflamatórios crônicos.
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2. 3 LEUCOPLASIA

E a presença de placas esbranquíçadas
na superfície do colo, bem delimitadas, ror-
madas por células sem glicogênio; por isto,
o teste de Schiller mostra na área o teci-
do de cor avermelhada - Schiller positivo,
em contraste com o restante do epitélio do
colo, de coloração azulada - Schiller ne-
gativo.

O quadro histológico é representado
por leuco-hiperqueratose, acantose e pro-
cesso inflamatório na base do epitélío, va-
riando de intensidade em cada caso. Não é
considerada lesão pré-cancerosa.

2.4 DISPLASIA

Termo sugerido por William Obert do
Instituto Nacional de Câncer de Bethesda.
Md., E. U. A., para as alterações citológicas
do epitélio de revestimento, principalmente
das camadas profundas, constituídas por
despolarízação das células e atipia em dí-
versos graus. Essas alterações, que vão des-
de um grau mínimo - âisplasia leve, aie-
plasia moderada, até um grau elevado -
tiisplasui grave, seriam indicativas, porém
não conclusivas, de malignidade. O epité-
lio com alteração mais intensa, com um
quadro hístológíco maligno, porém sem
romper a membrana basal, é o carcinoma
in situ, ou carcinoma pré-invasivo ou íntra-
epitelial.

rações nucleares, mostrando freqüentes fí-
guras de mitose e processo inflamatório
crônico junto à base, rico em linfocitos;
trata-se de uma hiperatividade da camada
basal, condicionando uma hiperplasia.

Há termos comumente usados pelos pa-
tologistas para diferenciar certas alterações
também consideradas como estádios pre-
cursores do câncer do colo uterino, junta.
mente com os termos displasia e hiperpla-
sia da camada basal, como metaplasia pré-
cancerosa, hiperplasia atípica, epitélio atí-
pico corneificado, epitélio atípico e inquie-
tu de epítelíal, e lesão limiar. O importante
é que o ginecologista seja informado da si-
tuação histológica do epitélio cervícal que
requer tratamento adequado, inclusive a
conização.

2.6 ATlPIACERVICAL

Procurando evitar confusões, a escola
de Novak e colaboradores inclui todos os
termos relativos ao grau de anormalidade
do epitélio da partia na denominação AT!'
PIA CERVICAL,classificada em graus leve,
moderado, acentuado, até o carcinoma in
situ, que seria a forma mais acentuada da
atípía,

a) Atipia ceroicat leve - Notam-se as
células atípicas abrangendo de 1/4 a 1/3
das camadas mais profundas do epitélio
cervical. Os processos inflamatórios crôní-
cos comumente apresentam este quadro,
principalmente na junção dos dois epíté-
Iios. isto é, ecto e endocervical. Raramente
evoluem para carcinoma in situo Esses ca-
sos devem ser controlados rotineiramente
pelos exames citológico e histopatológico.

2.5 HIPERPLASIAE HIPERATlVIDADEDACAMADA b) Atipia certncal moderada - Apre-
BASAL senta as células atípícas abrangendo 1/2 a

3/4 da espessura do epitélio cervical. En·
As alterações celulares verificadas no contramos maturação atípica, hiperplasia

Não há uma separação histológica ní-
tida entre os três estádios mas ela se faz
de maneira gradativa.

epitélio do colo uterino estão comumente
associadas a um aumento do número das
camadas das células basaís ou parabasaís
desse epitélio, isto é, uma proliferação anor-
mal que não se diferencia regularmente
para as camadas mais externas. Por outro
lado, nessas camadas profundas aparecem
células com caracteres das células superf'í-
cíaís. com acidofilia de citoplasma e alte-

das células da camada basal, perda de po-
laridade e desarranjo das células, principal-
mente na camada basal. A atipia é constí-
tuída pela presença de células queratíníza-
das e não queratinizadas, grandes ou pe-
quenas. A anaplasía celular e a presença
de pérolas córneas na intimidade do epité-
lio pode sugerir tendência à transformação
maligna.

69



CAMPOS, E. P. - Displasia do colo uterino e carcinoma in situ , Rev. Inst. Aàoljo Lutz, 35/36:
67-76, 1975/76.

c) Atipia cervical acentuada - Neste
caso, a atipia celular atinge a mais de 3/4
da espessura do epitélio cervical; nota-se
maturação irregular em grande extensão e
as alterações citadas na atipia moderada
são mais acentuadas, notando-se presença
de células queratinizadas, núcleos múltiplos
e nucléolos evidentes, variações de aspecto
da cromatina. A perda da estratificação e
da polarização das células nas camadas pro-
fundas pode ser acompanhada de rnícroín-
vasão do estroma; há casos de carcinoma
invasivo que se inicia nessas camadas pro-
fundas, sem alterações evidentes nas cama-
das superficiais, cujas células são recolhi-
das para o exame citológico, podendo dar
um resultado falso negativo, para células
malignas. O seguimento desses pacientes
tem mostrado o desenvolvimento de um
carcinoma in situ ou mesmo sua existência
concomitante.

d) Importância do diagnóstico das
atipias cervicais - Nos casos de atipia mo-
derada, geralmente há regressão do quadro,
enquanto nas atipias acentuadas cerca de
2/3 dos casos se transforma em carcinoma
in situ. Nestes casos, há necessidade de
exame colposcópico, citológico e histológi-
co para surpreender a lesão maligna. O
carcinoma in situ pode estar associado a
um carcinoma invasivo, devendo os cortes
ser feitos em vários pontos, para esclareci-
mento.

As infecções por tricomonas e fungos
podem ocasionar atipia celular, caracteriza-
da pela chamada discariose, o que poderia
sugerir uma aparente transformação em
carcinoma in situ, mas, realmente, isso não
acontece. O uso de podofilina tem produ-
zido também atipia celular, porém, sem
transformação maligna.

e) Lesão limiar - Termo empregado
por Koss e Graham, preferido por patolo-
gista com grande experiência em patologia
cervical, do Hospital das Clínicas da Facul-
dade de Medicina da Universidade de São
Paulo 6, define as alterações do epitélio cer-
vical, que podem ou não evoluir para malig-
nidade. O estudo escalonado do colo uterino
deve ser feito para afastar a hipótese de
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lesão maligna. Os cortes em serre devem
ser feitos obrigatoriamente, Não é raro se-
rem encontradas, num mesmo fragmento
de colo, lesões que vão desde a hiperplasia
da camada basal até o carcinoma in situo

3. CARCINOMA IN SITU

a) Conceito - O carcinoma in situ ou
carcinoma intraepitelial ou ainda carcino-
ma pré-ínvasívo é uma lesão constituída
por um agrupamento de células com todas
as caracteríticas histológicas de um carci-
noma, localizado na intimidade ou na es-
pessura de um epitélio de revestimento,
substituindo uma área do epitélio preexis-
tente, com uma característica importante
que é o não rompimento da membrana ba-
sal desse epitélio. Qualquer epitélio, pois,
pode ser a sede de um carcinoma in situ,
porém, é no epitélio cervical a sua mais im-
portante localização, não só pela freqüên-
cia, como também pelo fato de que, feito
o diagnóstico e tomadas as medidas tera-
pêuticas indicadas, livra-se a mulher de um
possível futuro câncer do colo uterino. O
carcinoma in situ pode desenvolver-se ou
propagar-se nas glândulas do canal cervi-
cal, porém respeitando sempre a membra-
na basal e, neste caso, não deve ser con-
fundido com o carcinoma invasivo. Os di-
ferentes tipos de anaplasia celular, falta de
díferencíação, constituindo os três tipos
principais da atipia cervical, segundo Novak,
podem ser lesões precursoras de carcinoma
in situo Essa lesão também pode aparecer
em casos de erosão congênita da partia, em
virgens e multíparas. A maior incidência é
entre 25 e 50 anos, idade média de 38 anos.
Temos em nossos arquivos de biópsia um
caso de carcinoma in situ em rnultípara de
19 anos. É relativamente freqüente o apa-
recimento de carcinoma in siiú em mulhe-
res grávidas, que não regride após o parto.
O exame ginecológico rotineiro, a simples
inspeção e o toque não permitem o diag-
nóstico de carcinoma in situo Com o auxí-
lio da colposcopia, a lesão pode ser suspei-
tada, sendo positivo o teste de Schiller nessa
área. Nos casos em que a lesão se encon-
tra unicamente nas camadas mais profun-
das do epitélio, somente pela citologia oncó-
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tíca - método de Papanicolaou, se pode
detectar a lesão.

o exame histopatológico da biópsia
vem confirmar ou não a suspeita de car-
cinoma in situ ou de carcinoma pré-clíníco
- aquele cuja invasão é apenas inicial, o
mícrocarcínoma.

b) Histopatoloçia - o quadro histopa-
tológico é o de um verdadeiro carcinoma,
ao qual somente falta o caráter invasivo
do estroma; ele tem uma localização ex-
clusivamente intraepítelíal, respeitando sem-
pre a membrana basal, independentemente
de extensão da lesão, seja única ou múlti-
pla. Aatipia celular ou anaplasia celular
resumidamente é caracterizada pelas ano-
malias nucleares e celulares. As anomalias
nucleares são caracterizadas pela alteração
da relação núcleo-cítoplasmátíca, macroca-
riosis, núcleos exageradamente grande em
relação à célula, e polímorfísmo celular;
presença de nucléolos múltiplos e gigantes,
hípercromatisrno nuclear e presença de mi-
toses normais, atípicas e abortivas; a mem-
brana nuclear é exageradamente corada e
denteada ou com irregularidades. As ano-
malias celulares são caracterizadas pelo
alto grau de atipia celular, grande multi-
plicação de células com polimorfismo celu-
lar, citoplasma escasso dando a impressão
de que os núcleos das células estão próxi-
mos, desaparecimento das pontes interce-
lulares e perda da estratificação epitelia!.
Não há invasão do tecido conjuntivo subo
jacente, respeitando a membrana basa!. O
carcinoma in situ. é um carcinoma verda-
deiro, porém, em seu período inicial e, em
geral, com longo período de laiência. Este
período de Iatêncía varia de 2 a 10, 15 ou
mais anos para que o carcinoma se trans-
forme em câncer invasivo e depende de di-
versos fatores individuais. Cerca de 25% dos
casos, em 5 anos se transforma em câncer
invasivo, e 50% dos casos, em 10 anos.

Hoje nem todos aceitam a regressão
espontânea. Todavia, há quadros histopato-
lógicos representados por alterações regres-
sivas das células basaís do epitélio, com
características malignas, presença de inten-
so infiltrado linfoplasmocitário e varios
corpúsculos de Russel, sugerindo regressão

da lesão por reação imunitária do organis-
mo. Portanto, o diagnóstico precoce deve
ser feito para que a mulher se livre de um
possível câncer invasivo, com pequena pro-
babilidade de cura, se diagnosticado tar-
diamente, enquanto que, na fase pré-inva-
siva, atinge 100% de cura.

c) Localização - Cerca de 90% ou
mais dos casos de carcinoma in situ do colo
uteríno se localiza na zona de, transição,
entre o epitélio ectocervical - epítélío es-
camoso - e o epitélio endocervical - epi-
télio mucoso ou colunar. Existe uma luta
constante entre estes dois epitélios e é
nessa zona de instabilidade celular que se
verifica a maior percentagem dos casos;
essa zona varia de local de acordo com a
idade da mulher, conforme os esquemas
que foram analisados anteriormente; daí a
importância do tipo de conização. A exten-
são da lesão varia de 0,05 a 3,5 cm.

3. 1 RELAÇÃO ENTRE CARCINOMA in situ E

CARCINmlA DO COLO UTERINO

A comprovação de que um carcinoma
in situ antecede sempre um carcinoma ín-
vasivo é difícil pois, uma vez diagnostica-
do, o carcinoma in situ é retirado pela bióp-
sia ou pela cirurgia e não podemos saber
como evoluiria. Todavia, existem 8 eviden-
tes circunstâncias em que o carcinoma in
situ é forma pré-ínvasíva de carcinoma es-
camoso (plano-celular), que são as seguin-
tes:

a) Incidência - É aproximadamente
semelhante a incidência de carcinoma in
situ e a de carcinoma invasivo em deter-
minado grupo populacional. Em Nova York,
E. U.A., por exemplo, a média encontrada
do primeiro é de 0,053% e do segundo
0,034% nas mulheres examinadas.

b) Fator idade - Grandes grupos de
pacientes, com carcinoma in situ, com a
idade média de 38 anos, apresentam pos-
teriormente carcinoma ínvasívo, isto é, na
idade média de 50 anos, decorrendo, por-
tanto, em média, 12 anos na evolução de
uma doença para a outra.
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c) Ocorrência racial - A incidência de
carcinoma in situ e de carcinoma invasivo
nas mulheres brancas é praticamente a
mesma, sendo que, nas de raça judia, o
índice é levemente menor; já nas mulheres
de raça negra a ocorrência de carcinoma in
situ e de carcinoma invasivo é de duas ve-
zes mais do que nas de raça branca.

d) Transformação de carcinoma in situ
em carcinoma invasivo - O estudo feito
na Dinamarca de casos anteriormente dia-
gnosticados como de carcinoma in situ, cujo
tratamento foi suspenso, demonstraram a
presença de carcinoma invasivo após 5 a 12
anos, em 26% dos casos. Por outro lado,
em cerca de 50 casos de carcinoma invasi-
vo, nos quais foi analisado o passado dos
pacientes, havia diagnóstico antigo de car-
cinoma in situo Nestes casos, porém, não se
tem a segurança de que naquela ocasião
não havia uma lesão inicial invasiva.

e) Carcinoma in situ aparente, com
invasão inicial - microinvasão - Em cer-
ca de 5 a 26% dos casos de carcinoma in
situ que foram estudados minuciosamente
em cortes em série, encontra-se invasão
inicial - microcarcinoma, mas nem sem-
pre é possível fazer cortes em série do
colo uterino. Estes casos têm também um
bom prognóstico, como o carcinoma in situo

f) Carcinoma invasivo com lesões de
carcinoma in situ - Há casos em que o
carcinoma invasivo tem mostrado em sua
vlsinhança lesões pré-invasivas, as quais
vão ser destruídas pelo tumor invasivo du-
rante o seu crescimento. Este fato obriga
o ginecologista e o patologista a procurar
sempre um ponto de invasão, nos casos de
carcinoma in situo

g) Comportamento em relação à ab-
sorção da luz ultravioleta - Tanto o car-
cinoma in situ como o carcinoma invasivo
reagem identicamente à microscopia de
fluorescência.

h) Concordância entre os resultados
verificados nos exames citoláçico e histopa-
tológico em casos de carcinoma in situ e
carcinoma invasivo - Há concordância nos
resultados destes exames, em cerca de 90%
dos casos.
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3.2 GRAVIDEZ E PUERPÉRIO, E CARCINO~IA in
si tu

Durante a gravidez, podem ser encon-
tradas no epitélio de revestimento da portio
células com discariose, isto é, alterações do
núcleo, constituídas por hipercromatismo,
núcleos gigantes, halo perinuclear, porém
conservada a estratificação do epitélío, que
devem ser diferenciadas das de carcinoma
in situo

Não há prova evidente de que o
carcinoma in situ regride no puerpério mas,
durante a gravidez, não seria indicada uma
intervenção cirúrgica de emergência; a pa-
ciente deve ser mantída em constante obser-
vação. Na opinião atual, apesar do estado
colóide do colo na gravidez, é indicada a
cirurgia.

3.3 CONDUTA TERAPÊUTICA NO CARCINOMA in
situ

O método mais comumente usado é a
histerectomia total, com extirpação do bor-
dele vaginal, variando é claro a conduta
em cada caso, quando não mais se visa a
função reprodutora. Nas pacientes nas quais
deve permanecer a função reprodutora, faz-
se a conízação- seguida de cuidadosos exa-
mes.

3.4 DISCUSSÃo ETIOLÓGICA DAS ALTERAÇÕES

MALIGNAS DO COLO DO ÚTERO

Finalmente, quanto à etíología das alte-
rações malignas do colo uterino, o câncer
do colo uterino foi tema discutido em re-
cente simpósio internacional realizado em
Barcelona, Espanha, de 21 a 23 de junho de
1973, tendo sido dada muita importância à
infecção pelo vírus de herpes genital.

Narb, em 1966, foi o primeiro a consta-
tar 4 casos de câncer do colo uterino, nos
quais estava presente essa infecção viral.

O exame citológico de células obtidas
de casos de câncer do colo uterino tem
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dado reações positivas com o antígeno do
vírus herpes hominis, tipo 2. Estudos expe-
rimentais têm conseguido induzir a trans-
formação maligna de células normais pela
presença desse vírus. As reações imunoló-
gícas com soro de animais (macaco cebus)
são positivas nos casos produzidos com o
mesmo tipo de vírus.

Fig , 1 - Colo uteríno, esquema clássico se-
gundo W. PSCHYREMBEL 9.

Fig. 3 - Colo uterino da mulher na pós-
menopausa (a) e na senectude
n», segundo W. PSCHYREM-
BEL9.

Apesar dos fatos comprovados e da evi-
dência de que o vírus herpes hominis. tipo
2, pode produzir o câncer do colo uterino,
existem fatores individuais, hereditários e
imunológicos que influem no seu apareci-
mento e, nestes casos, estes vírus teriam
causas coadjuvantes no aparecimento do
câncer.

Fíg . 2 - Colo uterino da mulher jovem (a)
e da mulher madura sexualmente
(b e c), segundo W. PSCHYREM
BEL9.

Fig. 4 - Conização na idade da procriação
(a) e no climatério (b), em pa-
cientes com carcinoma in siiu, se-
gundo W. PSCHYREMBEL 9.
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5 - Ectocervix - revestimento epitelial plano-celular em várias camadas,
não corneificado. H. eosina (LA.L.).

6 - Endocervix - revestimento epitelial em camada única, células cilín-
dricas produtoras de muco por formação de glândulas ramificadas.
H. eosina (LA.L.).

7 - Colo uterino - cistos ou ovos de Naboth. H. eosina (I. A.L. ).
8 - Metaplasía escamosa de glândula endocervical. H. eosina (LA.L.).

9 - Zona de instabilidade de Hinzellmann com atipia celular. H. eosina
(LA.L.). .

Fig.

Fig.

Fig.
Fig.

Fig.
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Fig. 10 - Atipia cervical leve. H. eosina (LA.L.).
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Fíg . 11 - Atipia cervical moderada. H. eosina CI.A.L.}.

Fig . 12 - Atipia cervical grave. H. eosina CI.A.L.).

Fig , 13 - Carcinoma in situ - zona de transição de Hinzellmann. H. eosina
CI.A.L. C-34074).

Fig. 14 - Ampliação da figura 13, mostrando a zona de Hinzellmann.

Fig. 15 - Carcinoma in situ - extensão de lesão. H. eosina. CI.A.L. C-20385)

Fig . 16 - Carcinoma in situ em glândula endocervícal. H. eosina. CI.A.L.
C-34074).

Fíg . 17 =---- Carcinoma in situ, substituindo o epitélio endocervical. H. eosina.
CI.A.L. C-20385).

Fíg, 18 - Ampliação da figura 17, mostrando a lesão em detalhe.
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SUMMARY: The author reviews the current knowledge on dysplasia
of the uterus neck, in the light of its microscopic diagnosis. He also
examines critically the pathology of the carcinoma in situ and its impli-
cations on treatment.

DESCRIPTORS: carcinoma in situ in the cervix uteri, histopatholo-
gy; cervix uteri, carcinoma in situ; cervix uteri, precancerous conditions.
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CAMPOS,E.P.; BRANDI, A.J.; MASSIGNANI,A.M.; BAPTISTA, N. &
ARMINANTE,J.C. - Modificação do método tricrômico de Masson
para coloração de tecidos. Rev. Inst. Adoljo Lutz, 35/36: 77-80,1975/76.

RESUMO: Os autores modificaram o método clássico de Masson
para coloração de tecidos, eliminando algumas drogas de difícil aquisi-
ção no mercado interno, substituindo-as por outras mais facilmente en-
contradas. Na conclusão do trabalho, verificaram a exeqüibilidade do
estudo proposto, obtendo uma modificação vantajosa no método, quanto
à diminuição no tempo da execução, maior nitidez nas preparações his-
tológicas e facilidade de aquisição das drogas. O Ponceau 2R foi substi-
tuído pelo Ponceau 3R, a hematoxilina de Regaud pela hematoxilina de
Harris, com conseqüente eliminação do alúmen de ferro, do ácido pícríco,
e não utilização do aquecimento.

DESCRITORES: Masson, modificação do método para coloração
de tecido; colaração de tecido; histopatologia, coloração de tecido.

INTRODUÇÃO técnicas usuais 1, 2, 3, 4, 5, 6. Estas modifica-
ções introduzidas não alteraram a caracte-
rística tíntoríal dos tecidos.Em virtude da constante dificuldade de

aquisição de determinadas drogas importa-
das, propuzemo-nos a modificar o método
clássico de Masson, para coloração de te-
cidos, eliminando alguns reativos e acres-
centando outros de mais fácil aquisição em
nosso meio. Para tanto, foram revistas as

MATERIAL

O material empregado neste estudo é
ccnstituído por fragmentos de tecidos di-
versos - pele, fígado, coração e tumores

* Realizado na Seção de Anatomia Patológica do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P.
Do Instituto Adolfo Lutz.

*** Do Instituto Adolfo Lutz (falecido).
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retirados durante necrópsias realizadas na
Divisão de Patologia do Instituto Adolfo
Lutz e de biópsias de várias procedências.

MÉTODO

Reagentes empregados

Fixadores

Formol a 10%
mistura de formol a 40% em água
destilada (10:90) vIv

Bouin
Solução aquosa saturada de
ácido pícrico 75,0 ml
Formol a 40% (vIv) 25,0 rol
Ácido acétíco glacial 5,0 ml

Corantes

Hematoxilina de Harris
Ponceau 3R
Fucsina ácida .
Ponceau 3R .
Água destilada .
Ácido acético glacial .

0,3 g
0,7 g
100 ml
1,0 ml

Azul de anilina
Azulde anilina solúvel em água 2,5 g
Água destilada 100 ml
Ácido acético glacial 2,0 ml

Nota: existem no comércio duas qua-
lidades de azul de anilina; uma,
solúvel em etanol e outra solú-
vel em água. Esta última é a
que utilizamos em nosso tra-
balho.

Todas as soluções corantes menciona-
das acima devem ser filtradas em papel
de filtro.

Soluções diversas

Álcool ácido
Álcool a 70% 99,0 ml

1,0 mlÁcido clorídrico concentrado
Ácido fosfomolíbdico
Ácido fosfomolíbico .
Água destilada .
Filtrar na hora de usar.

1,0 g
100 ml
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Ácido acético
Ácido acético glacial .
Água destilada .

TÉCNICA DE COLORAÇÃO

1. Xilol
2. Xilol

1,0 ml
100 ml

5 min
5 min

3. Álcool absoluto 5 min
4. Álcool a 95% 5 min
5. Lavar em água de torneira.... 1 min
6. Hematoxilina de Harris 5 min
7. Lavar em água corrente 1 min

8. Limpar a lâmina.
9. Diferenciar a lâmina em álcool-

ácido (dois mergulhos rápidos).
10. Lavar a lâmina em água corren-

te da torneira 10 min
11. Corar a lâmina no Ponceau 3R 5 min
12. Lavar muito bem a lâmina em

água destilada.
13. Diferenciar a lâmina e morden-

çála em ácido fosfomolíbdico 5 mín
14. Colocar sobre a lâmina a solu-

ção azul de anilina .
15. Lavar a lâmina muito bem em

água destilada.
16. Colocar sobre a lâmina ácido

fosfomolíbdico .
17. Colocar sobre a lâmina 'ácido

acético glacial
18. Passar a lâmina em dois álcoois

absolutos.
19. Enxugar bem a lâmina em pa-

pel de filtro com o corte volta-
do para baixo.

20. Xilol
21. Xilol
22. Montar em bálsamo do Canadá

sintético dissolvido em toluol ,

5 mín

5 mín

5 min

2 min
2 mín

Para bom êxito desta coloração, as so-
luções e os corantes não devem ser rea-
proveitados; aconselhamos, portanto, que
os mesmos sejam colocados sobre as lâmi-
nas.
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RESULTADOS

Os núcleos apresentaram-se de cor azul
arroxeado: o cítoplasma, queratína, fibras
musculares e fibras intercelulares, verme-
lho; colágeno e muco, azul.

CONCLUSÕES

Nesta coloração omitimos a mordença-
gem pelo alúmen de ferro a 5%, substitui-
mos a hematoxilina de Regaud 2, 3 e de
Weigert 4 pela hematoxilina de Harris, su-
primimos a diferenciação pelo ácido pícrí-
co alcoólico 2,3, 5, 6, substituimos o Ponceau
de xilidine ou Ponceau 2R 2, 3, 5, 6 pelo Pon-
ceau 3R.

No decorrer da coloração notamos que
o ácido fosfomolíbdico necessita ser filtra-
do para que a lâmina se apresente nítida;

e.le funciona não só como diferenciado r do
Ponceau, mas também como mordente do
azul de anilina 1, 6.

Introduzindo-se as modificações por
nós descritas, obtêm-se as seguintes vanta-
gens:

a) evita-se o uso de drogas obsoletas;
b) encurta-se o tempo de coloração;
c) usa-se uma hematoxilina de fácil

preparação e manuseio, a hemato-
xilina de Harris;

d) usa-se o Ponceau 3R mais facilmen-
mente encontrado no comércio e
que evidencia melhor as fibras.

As lâminas apresentaram-se bem níti-
das destacando-se bem o citoplasma, a que-
ratína, as fibras musculares e as fibras
intercelulares, em vermelho bem intenso; o
colágeno e muco, em azul bem forte e os
núcleos, em um anzol arroxeado.

Corte de esôfago corado pelo método tricrômico de Masson modificado.
Fibras musculares, coradas em vermelho; tecido conjuntivo, em azul; núcleos,

em azul arroxeado.
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CAMPOS,E.P.; BRANDI, A.J.; MASSAGNANI,A.M.; BAPTISTA, N. &
ARMINANTE, J.C. - Modification to the trichromic method of
Masson for tissue staíning. Reu. Inst. Adalja Lutz, 35/36: 77-80.
1975/76.

SUMMARY: The classical trichromic method of Masson for dife-
rential staining of tissue elements was simplified by substitution of Pon-
ceau 2R for Ponceau 3R and substitution of Harris'hematoxylin for Re-
gaud's hematoxylin. Use of picrid acíd, iron alumen and heating of solu-
tíon's reagent was spared. The time spent in staining was apprecíably
reduced and appearence of tíssue structures was improved. Repeated
testing showed that the modifications proposed are feasible.

DESCRIPTORS: Masson's method for tissue staining, modification;
staíníng, tissue; histopathology, tíssue staining ..
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RESUMO: Para a verificação do padrão de qualidade da manteiga
de cacau produzida no Brasil, foram feitas as seguintes determinações:
índice de acidez, índice de refração, índice de iodo, ponto de fusão, subs-
tâncias voláteis, substâncias insaponificáveis e prova de rancidez. Foi,
também, determinada a composição de ácidos graxos.

Foi feita uma adaptação no processo de metilação por transesterifi-
cação em ampola com metilato de sódio.

Os ésteres metílicos foram analisados por cromatografia em fase ga-
sosa com detector de ionização de chama. Foram identificados e dosados
os ácidos láurico, mírístico, palmitico, palmitolêico, esteáríco, olêíco, li-
nolêico, araquídíco, linolênico e behênico. Foi ainda detectado um ácido
graxo saturado com 17 átomos de carbono.

DESCRITORES: ácidos graxos em manteiga de cacau, determina-
ção por cromatografia em fase gasosa; manteiga de cacau, determinação
de ácidos graxos por cromatografia em fase gasosa.

INTRODUÇÃO ção da manteiga de cacau são executados
nas fábricas de chocolate.

A manteiga de cacau constitui a fração
Iipídíca das sementes do cacaueiro (Theo-
brama cacau). Estas sementes, após retira-
das de seus frutos, sofrem um processo de
fermentação @ depois são submetidas à se-
cagem nos próprios locais de cultivo. Os
processos de torrefação, moagem e extra-

O desenvolvimento do odor e sabor
característicos do chocolate ocorre durante
as fases de fermentação e torrefação.

A manteiga de cacau é normalmente
cbtida por prensagem, mas pode, também,

Realizado na Divisão de Bromatologia e Química do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S. P.
Apresentado à 27.a Reunião da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciência, realizada
em Belo Horizonte, M.a., de 9 a 16 de julho de 1975.
Do Instituto Adolfo Lutz.
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ser extraída por meio de solventes adequa-
dos como hexano e trícloroetíleno.

No processo de manufaturação do ca-
cau em pó, parte da manteiga de cacau é
removida; já na tecnología do preparo de
chocolate, estes lipídios são novamente
adicíonados.

A primeira parte de nosso trabalho
consistiu em verificar o padrão de quali-
dade da manteiga de cacau empregada no
preparo de chocolate em diferentes fábri-
cas de São Paulo.

A segunda parte visou a identificação e
determinação dos ácidos graxas da mantei-
ga de cacau produzida no Brasil.

MATERIAL E MÉTODOS

Analisamos 13 amostras de manteiga
de cacau, sendo que 11 foram fornecidas
por indústrias de chocolate, indústrias es-
tas por nós consideradas idôneas; duas
amostras foram por nós extraídas no labo-
ratório a partir de semente de cacau. To-
das as sementes empregadas na extração
da manteiga de cacau eram provenientes do
Estado da Bahía,

Para verificarmos o padrão de qualida-
de e o grau de pureza determinamos dife-
rentes índices, de acordo com os processos
indicados nas Normas Analíticas do Insti-
tuto Adolfo Lutz 9: ponto de fusão, índice
de refração a 400C, índice de acidez, índice
de saponificação e índice de iodo (Hübl) ,
Além destas constantes físico-químicas de-
terminamos, também, substâncias voláteis e
matéria ínsaponírícãvel, esta última de
acordo com A.O.A.C. 1, como também foi
verificada a rancidez das amostras por
meio da reação de Kreiss.

A análise por cromatografia em fase
gasosa dos ácidos graxos de óleos e gordu-
ras 'exige, previamente, a transformação
dos glicéridos em ésteres metílicos.

No início do trabalho, efetuamos a pre-
paração dos ésteres metílicos dos ácidos
graxos (4 amostras) de acordo com o pro-
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cesso recomendado pela Organização Inter-
nacional do Cacau e Chocolate 8. Este pro-
cesso é baseado na esterificação dos ácidos
graxos com metanol, após saponificação,
usando como catalisador trifluoreto de bo-
ro (BF3).

Entretanto, como tivéssemos dificulda-
de em adquirir o reagente trifluoreto de
boro, empregamos para a metilação o pro-
cesso de transesterificação em ampola indi-
cado por DE FRANCESCO & MAGLITTO '\
para óleos, sendo por nós introduzidas al-
gumas modificações necessárias para o ca-
so de manteiga de cacau. Em ambos os pro-
cessos de metilação, os resultados obtidos
foram idênticos.

Método de transesterijicação em ampola

Transfira cerca de 1 g da amostra pa-
ra uma ampola de vidro e adicione 2 ml
de metilato de sódio (sódio metálico em
álcool metílico a 1,5%). Feche a ampola
com o maçarico tomando cuidado para não
haver vasamento. Aqueça em banho-rnaría
fervente, por 2 horas. Abra a ampola e
transfira o conteúdo para um funil de se-
paração de 125 ml, com auxílio de uma
solução saturada de cloreto de sódio, quen-
te. Adicione 10 ml de álcool etílico, agite e
espere a separação das camadas (se houver
formação de emulsão, adicione mais 5 ml
de álcool). Despreze a camada inferior
aquosa e recolha a superior onde estão dis-
solvidos os ácidos graxas metilados.

Para a análise dos ésteres metílicos as-
sim obtidos foi usado um cromatógrafo a
gás da marca Varían, modelo 1400,com de-
tectar de ionização de chama.

Os componentes foram separados em
uma coluna de 6 pés de comprimento e 118
de polegada de diâmetro interno, tendo co-
mo fase estacionária succinato de dietileno
glicol (DEGS) a 10% em Cromosorb W, co-
mo suporte sólido. Foram observadas as se-
guintes condições de operação: temperatu-
ra do injetor, 2200C; temperatura do de-
tectar, 2200C; temperatura da coluna, pro-
gramada de 150 a 2000G, (3 = 4°C/min; gás
de arraste, nitrogênio; fluxo, 30 ml rmín:
sensibilidade, lxl0-10 e 32x10-10.
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Identificação dos componentes

Para a análise qualitativa foi injetado
no cromatógrafo 1 f'l da solução dos éste-
res metílicos.

A idJentificação dos picos no cromato-
grama foi efetuada por comparação dos
tempos de retenção obtidos com os tem-
pos de retenção de padrões Injetados. Ain-
da, para confirmação, foi adicionado à
amostra, padrão de ácido graxo suposto;
isto foi feito no caso de ocorrência de al-
guma dúvida, principalmente quando o
ácido graxo estava presente em pequena
quantidade.

Dosagem dos componentes

Para a análise quantitativa, como a
concentração dos diferentes ácidos graxos
fosse muito variada, foi necessária a obten-
ção de dois cromatogramas, injetando quan-
tidades diferentes das soluções e variando,
também, a atenuação da resposta do apa-
relho.

Para determinar a porcentagem relati-
va dos diferentes ácidos graxos foi empre-
gado o processo de normalização interna 7,

também de acordo com as normas adota-
das pela O.I.C.C. 8.

Neste processo é admitido que a soma
das áreas dos picos dos ésteres metílicos

dos ácidos graxos é proporcional à massa
dos componentes e corresponde a 100% da
mistura.

Assim, a porcentagem em massa foi de-
terminada pela fórmula:

éster metílico x (%)
a

-- x 100
b

a área do pico do éster metílico x
b 2: das áreas dos picos dos ésteres

metílicos

Ainda a O. I .C.C. 8 recomenda que os
resultados sejam sempre referidos com 3
algarismos significativos, na seguinte base:
3 algarismos para ácidos graxos em con-
centração acima de 10%; 2 algarismos para
ácidos graxosem concentração entre 1 e
10% e 1 algarismo para ácidos graxas em
concentração abaixo de 1%.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados obtidos na primeira par-
te do trabalho, referente ao padrão de qua-
lidade le índice de pureza da manteiga de
cacau, estão reunidos na tabela 1 e pode-
mos verificar que os dados obtidos cairam
dentro dos limites estabelecidos pela legis-
lação em vigor no Brasil 10 que coincidem
com os limites constantes na Farmacopéia
Brasileira 6.

TABELA 1

Constantes físico-químicas e determinações em manteiga de cacau i,

Ponto de fusão em °C
Índice de refração, a 40°C
índice de acidez
índice de saponificação
Índice de iodo

Substâncias voláteis a 1050C %
Matéria insaponificável %

Mínimo Máximo

28,0 32,8
1,456 1,458
2,18 5,00

189,45 196,50
34,54 39,74

0,03 0,22
0,23 0,76

* N.o de amostras 13
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Na composição dos ácidos graxas da
manteiga de cacau, identificamos em todas
as amostras os seguintes ácidos: mirístico,
palmítíco, palmítolêíco, ácido graxa satura-
do com 17 átomos de carbono, esteárico,
olêico, linolêico, araquídíco, linolênico e
behênico (fig. 1). Apenas em uma amostra

identificamos, a mais, ácido láuríco. Esta
amostra foi metilada pelos dois processos
citados e o ácido láurico identificado nos
cromatogramas obtidos (fig. 2).

Para a d.eterminação da porcentagem
dos ácidos graxas, foram utilizados dois
cromatogramas para cada amostra, como

= ,,,= f=-- -r-
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f'.ig - Cromatograma de ácidos graxas de manteiga de cacau (sensibilidade
= 1 x 10-10).
Chromatoçram ot fatty acids in cocoa butter (sensibility = 1 x 10-10)
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Fig. 2 - Cromatograma de ácidos graxos de manteiga de cacau apresentando
ácido láurico (sensibilidade = 1 x 10-10).
Chromatogram ot fatty acids in cocoa butter with lauric acid (sensibi-
lity = 1 x 10.1°).
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Fig. 4 - Gráfico para a identificação do ácido graxo com 17 átomos de carbono.

Identification ot the jatty acid uriih. 17 carbon atoms.
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mostram as figuras 1 e 3. Os resultados
obtidos estão reunidos na tabela 2.

TABELA 2

Composição dos ácidos graxas de manteiga
de cacau "

Ácidos
graxos

Mínimo
%

Máximo
Ofo

Láurico
Mirístico
Palmítico
Palmitolêico
C17

Esteárlco
Olêico
Linolêico
Araquídico
Linolênico
Behênico

0,05
23,3
0,1
0,1

32,1
32,S
2,5
0,8
01
0,1

0,2
0,1
27,7
0,1
0,2
36,4
37,8
4,4
1,5
0,3
0,2

*N,Ode amostras 13

TABELA 3

Para a identificação do pico que emer-
ge logo após o pico correspondente ao áci-
do palmitolêíco, como não coincidisse com
nenhum dos padrões disponíveis, foi em-
pregado o método gráfico 4, baseado no
princípio que o logaritmo dos tempos de
retenção é função linear do número de áto-
mos de carbono (fig. 4). Tal conclusão foi
baseada, também, nos trabalhos de BELLA-
VITA & DAMIANI 2 e VAN WIJNGAAR-
DEN et alii 11 que citam a presença desse
ácido em manteiga de cacau.

Na literatura consultada não encontra-
mos nenhum trabalho referente à compo-
sição de ácidos graxos em manteiga de ca-
cau, efetuado no Brasil, por cromatografia
em fase gasosa.

Entretanto, se compararmos os nossos
resultados com trabalhos efetuados em ou-
tros países, verificamos que os nossos da-
dos, praticamente, caem dentro dos limites
citados por BRACCO et alii 3 e VAN
WIJNGAARDEN et alii 11 (tabela 3).

Porcentagens dos ácidos graxas da manteiga de cacau encontradas pelos autores

I

ADMEIDA I BRACCO VAN WIJNGAARDENI
Ácidos graxos et alii í et alii 3 et alii 11

Ofo I
% %

i

Láurico 0,2 0,1 tr
Mirístico 0,05 - 0,1 0,1 - 0,3 tr - O,~
Palmítico 23,3 - 27,7 24.5 - 27.8 24,9 - 29,2
Palmitoleico 0,1 0.2 - 0,3 0.2 - 0,5
C17 0,1 - 0,2 -- 0,4
Esteárico 32,1 - 36,4 32,2 - 35,7 32,5 - 37,0
Oleico 32,5 - 37,8 32,3 - 38,7 32,6 - 35,8
Linoleico 2,5 - 4,4 2,6 4,9 2,6 - 3,7
Araquídico 0,8 - 1,5 0,5 - 1,2

I
0,9 - 1,4

Linolênico 0,1 - 0,3 0,1 0,2 tr - 0,3
Behênico 0,1 - 0,2 -- 0,9 - 1,4

N,O de amostras 13

tr traços
não mencionada pelo autor

CONCLUSÃO

As amostras de manteiga de cacau ana-
lisadas apresentaram um padrão. de quali-
dade de acordo com as exigências interna-
cionais.

A modificação por nós íntroduzída, no
método de transesterificação em ampola,
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deu bons resultados comparáveis aO pro-
cesso de metilação clássico que utiliza
BF3 como catalisador.

Salientamos, ainda, a identificação, em
todas as amostras, de um ácido graxo com
17 átomos de carbono.
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ALMEIDA,M.E.W.; NAKANO, C. & BADOLATO,E G - Gas-liquid
chromatography of fatty acids in cocoa butter from Brazil. Rev.
Inst. Adolfo Lutz, 35/36: 81·89,1975/76.

SUMMARY: In order to establish the quality standards of the cocoa
butter produced in Brazil the following deterrninations were made: acíd
value, index of refraction, iodine absorption number, melting point, moís-
ture and volatile matters, and unsaponifiable residues.

The composition of the fatty acíds was also deterrnined, An adapta-
tion to the process of methylation through transesterification with so-
díum methylate was made too. iMiethylicesters were analysed by gas-li-
quid chromatography with a flame ionization detector.

The follawing acíds were identified and determined: lauric, myristic
palmitic, palmitoleic, estearic, oleic, linoleic, arachídíc, linolenic and
behenic acids.

Furtherrnore, another saturated fatty acid with 17 carbon atoms was
also detected,

DESCRIPTORS: fatty acids, determination in cocoa butter by gas-
liquid chromatography: cocoa butter, fatty acids determínation by gas-
liquid chromatography,
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SIMONETTI, J.P.; TAKEDA, A.K.; SOERESEN, B.; ZIQUINATTI, O.
& BOSCARDIN, N. B. - Avaliação da resposta imunológica em ani-
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RESUMO: Para o estudo do comportamento da resposta imune à
N. meningitidis dos grupos A e C, foram feitas inoculações em quarenta
coelhos e quatro carneiros, com bactérias vivas e mortas, bem como
com polissacarídeos específicos dos grupos A e C com ou sem adjuvante,
em diferentes doses e vias de inoculação. Foram feitas várias séries de
inoculações para verificar o efeito secundário e terciário da resposta, bem
como tipo de anticorpos envolvidos.

o nível de antícorpos e a permanência dos mesmos no soro foi me-
dido através da reação de hemaglutinação passiva e da imunoeletrofo-
rese cruzada; esta última técnica foi utilizada nestes soros para detecção
de antígenos políssacarídícos da N. meningitidis.

A .análise dos resultados obtidos mostra que não existe diferença
nas respostas imunes, nas concentrações variando de 5,6 x 107 a 2,4 x 1010

bactérias por coelho. Os anticorpos, tanto hemaglutinantes como preci-
pitantes, apareceram 5 dias após a última inoculação, permanecendo por
um tempo médio de vinte e cinco dias. Não houve diferença significa-
tiva nas respostas primárias, secundária e terciária, sendo que os anti-
corpos precipitantes apareciam em maior concentração após inocula-
ção de séries sucessivas.

Os polissacarídeos, quando inoculados intravenosamente, não Ilícita-
ram resposta imune, porém eles se tornaram imunogênicos, quando admi-
nistrados por via intradérrnica, com o adjuvante completo de Freund.

DESCRITORES: Neisseria meningitidis, sorogrupos A e C; Neisseria
meningitidis, imunogenicídade em animais.

• Realizado na Seção de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S. P
* * Do Instituto Adolfo Lutz.
"** Do Instituto Butantan, São Paulo, S. P.
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INTRODUÇÃO

Em virtude do surto epidêmico de
N. meningitidis na Grande São Paulo, hou-
ve necessidade da obtenção, em grande es-
cala, de anti-soros específicos e potentes
contra a N.meningitidis dos grupos A e C,
para serem utilizados no diagnóstico da in-
fecção meningocócíca. Com tal objetivo fo-
ram preparados diferentes esquemas de
imunização, onde se estudou a variação da
cose inoculada 2, 3, 4, 0, 7, 10, bem como a
concentração em bactérias por m12, 3, 4, Ü, 6, 8.

Estudou-se ainda, o comportamento de di-
ferentes animais em relação a diferentes
vias de inoculação com ou sem adjuvan-
te 11,13, sendo observada a imunogenicidade
dos antígenos e a permanência da resposta
imunológica aos mesmos, quando se utiliza-
vam doses booster 2,3,4,5,6,7,9,10, .1 ,li) .

Também foram avaliadas as respostas
imunes primária, secundária e tercíáría,
bem como a existência ou não de fenôme-
nos de tolerância imunológica.

MATERIAL E MÉTODOS
1. Bactérias íntegras

Foram usadas cepas dos grupos A e C de
N. meningitidis isoladas do líquido cefalor-
raquidiano. As culturas foram obtidas em
caldo de M. Hinton, submetidas a agitação
constante, a 37°C, durante 16 a 18 horas e,
a seguir, foram tratadas com formaldeído
na concentração final de 2% e lavadas três
vezes por centrifugação em solução fisio-
lógica estéril. O sedimento obtido foi res-
suspenso em solução fisiológica nas concen-
trações de 8,0 x 106 a 3,0 x 109 bactérias
por ml, de acordo com a percentagem de
transmítâncía, mostrada na tabela 1:

Foi incluída ainda uma preparação de
N. meningitidis viva, também submetida a
lavagem por centrifugação e, logo a seguir,
ressuspensa.

2. Polissacarideos

Foram utilizados polissacarídeos de va-
cina antimeningocócica *, grupos A e C, e
polissacarídeos extraídos de N. meningitidis,

TABELA
Concentrações dos antígenos, inoculados por via intravenosa, nos diferentes

esquemas

Esquemas Antígeno N.
de meningitidis

imunização Grupos

A
" C

A
a

C

A
a

C

A
b

C
A

c
C

A
b

C

Número de I
coelh~_

Concen trações

ITransmitãncia"
Bact./ coelho Bact./ml

(TI
/0

5,6 X 107 8,0 X 106 98

2,5 X 108 3,6 X 107 96

6,3 x 109 9,0 X 108 60

7,9 .. 1O!l 9,0 x lOS 60

8,3 X 109 9,0 X 108 60

2,4 X lU" 35
2,4 x 1010 e

30 x 109 30

3
3

3
2

8

8

3"*
3

1

* As percentagens de transmitância (a 650 um) são aproximadas.
" * Um animal de cada grupo foi inoculado com suspensão de bactérias vivas.
• Merck, Sharp & Dohme Research Laboratories, E.U.A.
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TABELA 2
Esquemas de imunização de coelhos inoculados com N. meningitidis

dos grupos A e C

Esquemas I n o culaçõ e s em m

de l.a Semana I 2.a Semana 3.a Semana
imunização ~-i

l.0 dia 2.° dia 3.0 dia l.0 dia 2.0 dia 3.0 dia I 1.0 dia 2.° dia 3.0 dia----~

I
a 0,25 0,25 0,50 0,50 0,50 1,00 1,00 1,00 2,00
b 0,25 0,50 0,50 0,50 1,00 1,00 1,00 2,00 2,00
c 0,25 0.50 0.50 1.00 100 1.00 1.00 2.00 2,00

grupos A e C, segundo a técnica de CAR-
BONARE et alii 1.

3. Adjuvante

O adjuvante completo de Freund foi pre-
parado com 85% de óleo mineral inerte -
Nujol; 15% de substância tensioativa - Ar-
lacel - e 1 mg/rnl de bacilos da tuberculose
(obtidos de B.C.G.).

4. Animais

Quarenta coelhos, pesando 2.500 a
3.500 g, foram inoculados com N. meningi-
tidis dos grupos A e C, segundo os esque-
mas apresentados na tabela 2. Na tabela 1
é apresentada a concentração do antígeno
utilizado.

Quatro carneiros adultos foram inocu-
lados com N. meningitidis dos grupos A e
C, segundo o esquema para a l.a série apre-
sentada na tabela 3.

o esquema utilizado para a 2.a série
foi semelhante ao dos coelhos inoculados

com concentração de 9,0 x 108 bactérias por
ml, havendo alteração na dose de 7,25 ve-
zes maior para o antígeno do grupo A e 2,5
vezes maior para o do grupo C (tabelas
1 e 2).

o esquema utilizado para a 3.a e 4.a
séries, tanto para o antígeno do grupo A
como para o do grupo C, foi 1,8 vezes
maior.

5 . Métodos soro lógicos

Os antígenos polissacarídicos foram
detectados pela reação de imunoeletroforese
cruzada (r. C.) em acetato de celulose, efe-
tuada segundo a técnica pesquisada por
PALHARES et alii 10.

Anticorpos específicos foram determi-
nados pela reação de hemaglutinação pas-
siva (H. P. ), de acordo com a técnica des-
crita por TAKEDA et alii 12, como também
pela imunoeletroforese cruzada.

TABI;:;LA 3
Esquemas de imunização, durante a l.a série de inoculações em carneiros,
utilizando como antígeno Neisseria meningitidis, grupos A e C, mortas

Concentração de Bactérias
----

Transmi- I
tãncia 55 76 80 0* 25 0"*

. % I
I, ----v;;J~me -

2,0 1,0 2,0 1,0 1,0 i,oi ml !
'I'ra.nsmí-

tância 35 75 80 0* 25 0"*
%

vorume
0,5 1,0 2,0 1,0 1,0 1,0ml

Antígenos N.
meningitidis

GRUPO A

Vias

Intravenosa
e

intradérmica
alternadas

GRUPO C Intravenosa

* 5 ínoculações de papa de bactéria
** 2 inoculações de papa de bactéria
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RESULTADOS

1. Avaliação da resposta imunológica dos
coelhos

Através da análise das tabelas 4 e 5, po-
de-se verificar que:

a) Existe especificidade nas respostas
dos coelhos imunizados com N. meningitidis
dos grupos A e C.

b) Não há diferenças significativas
dos níveis de anticorpos em relação à dose.

c) O políssacarídeo do grupo C não
foi imunogênico, quando administrado in-
travenosamente.

d) Os polissacarídeos dos grupos A e
C, quando inoculados com o adjuvante
completo de Freund, via intradérmíca, pas-
sam a ser imunogênicos.

e) A resposta imune a polissacarídeos
é mais tardia e os títulos de anticorpos,
mais baixos, em relação àquela obtida quan-
do se utiliza bactéria íntegra.

f) Os anti-soros obtidos com a bacté-
ria íntegra apresentam anticorpos precipi-
tantes capazes de detectar até 0,03 ",g/ml
de polissacarídeos específicos na reação de

I. C., podendo ser utizados no diagnóstico
de doença meningocócica no líquido cefa-
Iorraquídiano .

TABELA 4

Demonstração da resposta imune dos coelhos inoculados, por via inirauenosa,
com diferentes concentrações de Neisseria meningitidis dos grupos A e C

H.P. I.C. Periodo
Dose N.o de Antigeno N. Títulos Títulos para

Bactérias/ meningitidis
obtenção

coelho coelhos Grupo
Ac A Ac C Ac A Ac C dos titulos

5,6 X 107 3
3

A
C

2.048 +
1.024

----- ----- ---------- ----
3 A 2.048

2,5 x 108 2 C-I 024 +
. 1 ._-- _

~~09-1 ~ i

1
1 4.096

7,9 X 109
1
1

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

4.096

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

7,9 X 109
1
1

__________ ------ ----------1------ ----

+8,3 X 109
3
1

_____ ------1--- ---- ----------- ----------

+2,4 X 1010

A
C

2.048

4.096

A
C

4.096

A (viva)
C (viva)

2.048

A
C

4.096

A
C

H. P. = Hemaglutinação passiva

1. C. = Imunoeletroforese cruzada
Ac = Anticorpos antípolíssacarídeos
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TABELA 5
Demonstração da resposta imune dos coelhos inoculados, por via intravenosa ou

via intradérmica, com polissacarídeos dos grupos A e C

Dose em N.O de !AntígenoPo-1 H.P.
lissacarídico I Títulos
de N.Menin-Iml Coelhos I gitidis AcA AcC

1 Grupo A 32

8,75 Grupo C 256 I

Grupo C i -

H.P.
I.C.

Hemaglutinação passiva
Imunoeletroforese cruzada

Ac Anticorpos antipolissacarídeos
A.C.F. = Adjuvante completo de Freund

2. Variação da resposta imunológica dos
animais

A figura 1 mostra a permanência da
resposta em coelhos inoculados com N. me-
ningitidis dos grupos A e C, via íntraveno-
sa, durante duas séries de ínoculações. Po-
de-se verificar que:

a) Os anticorpos precipitantes perma-
neceram durante um período médio de
vinte dias, tanto na l.a como na 2.a séries;

b) os anticorpos hemaglutinantes atin-
giram um título máximo de 4096,permane-
cendo por dez dias; em seguida, verificou-
se uma queda a partir do trigésimo dia
após a última inoculação;

c) não houve variação significativa na
resposta imune entre as duas séries de ino-
culações, como também não houve variação
da resposta em relação à concentração de
bactérias inoculadas por coelho, quando
esta concentração variou de 6,0 x 106 a
9,0 x 1()8 bactérias por mI.

A variação da resposta imune à N. me-
ningitidis, grupos A e C, durante um perío-
do médio de 17 dias, é demonstrada na fi-
gura 2:

a) A variação da resposta imunogêni-
ca dos coelhos que receberam 3 séries de
inoculações foi significativa em relação à
produção de anticorpos hemaglutínantes,
sendo que um maior número de coelhos
respondeu na faixa de títulos de anticorpos
de 512 a 4096;

b) não se conseguiu uma elevação de
títulos, tanto na 2.a como na 3.a séries de
inoculações;

I.C.
Títulos VIA

Período para
obtenção dos

títulos-----!
AcC IAcA

I Intradérmica !
i com A.C.F. \

-------' I

Intravenosa i
60 dias

negativo
+ positivo

c) OS antícorpos precipitantes se tor-
r.aram mais potentes e específicos, à me-
dida que aumentava o número de séries
de inoculações.

A variação da resposta imunológica dos
carneiros inoculados com N. meningitidis
dos grupos A e C, durante quatro séries, é
mostrada na figura 3:

a) A dose de antígenos utilizada du-
rante a l.a série foi excessiva, uma vez que
foi detectada a presença de antígeno no
soro desses animais e, conseqüentemente,
queda brusca no nível de anticorpos;

b) com a redução das doses do antí-
geno inoculado, obteve-se uma melhor res-
posta, não se detectando antigeno no san-
gue circulante desses animais;

c) o título obtido na segunda série
permaneceu constante por um tempo maior
(45 dias);

d) observa-se que as concentrações
mais baixas utilizadas durante a 3.a e 4.a
séries foram responsáveis pela menor flu-
tuação dos títulos, com um período maior
de permanência;

e) não houve grande variação nos tí-
tulos máximos obtidos nas quatro séries;

f) a permanência dos níveis de anti-
corpos hemaglutinantes foi maior para as
três últimas séries, em uma faixa de va-
riação no título de 2.048a 16.384;

g) em relação a anticorpos precipitan-
tes, conseguiu-se uma resposta melhor nas
três séries subseqüentes, detectando-se até
0,03 ",g/ml de polissacarfdeos espeoífícos-

h) Existe uma correlação indireta en-
tre o nível de anticorpos hemaglutinantes
e precipitantes.
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DISCUSSÃO E CONCLUSõES

A necessidade da obtenção de grande
Quantidade de anti-soros potentes e especí-
ficos, para ser utilizada no diagnóstico de
infecção meningocócica, levou-nos ao estu-
do do melhor esquema de imunização, on-
de fosse possível determinar o tempo de
aparecimento de títulos máximos, como
também o período de permanência desses
títulos e, ainda, a concentração ideal de an-
tígeno inoculado, o qual poderia, em dose
elevada, levar a uma toxicidade ou a uma
parálise imunológica.

A ausência de produção de anticorpos
específicos a antígenos polissacarídicos pu-
rificados quando inoculados por via intra-
venosa, mostra a importância da utilização
do adjuvante completo de Freund, utilizan-
do a via intradérmica.

A resposta ao antígeno polissacarídico
não purificado, ou seja, associado à bacté-
ria na sua forma de origem de acordo com
dados apresentados, leva-nos à hipótese da
existência de componentes da constituição
bacteriana, que viriam a atuar como adju-
vantes. Com base nisso, podemos afirmar
que antígeno, adjuvante e via de inoculação
são interdependentes, dentro de um esque-
ma de imunização.

Em várias séries de inoculações em
coelhos e carneiros, observou-se que os tí-
tulos máximos obtidos eram sugestivos de
uma ausência de resposta secundária, ou
que as inoculações subseqüentes utilizadas
com o intuito de booster tinham como
efeito a elevação da produção de anticorpos
até um determinado título máximo que foi
igual para todas as séries de inoculação.

O comportamento dos carneiros (fig. 3)
destaca em primeiro plano a discrepante
resposta obtida após a 1.a série de inocula-
ções em relação às subseqüentes séries,

uma vez que os títulos de anticorpos íní-
cialmente obtidos tiveram variações acen-
tuadas, alcançando um título máximo com
pequeno período de permanência e uma rá-
pida queda subseqüente. Tendo-se detecta-
do antígeno no soro desses animais, pro-
vavelmente inoculado em dose elevada, os
anticorpos produzidos teriam sido neutrali-
zados por esses antígenos, impedindo a de-
tecção in vitro, dada a formação e metabo-
lízação deste complexo antígeno.antícorpo,
Também não foi verificada resposta secun-
dária, uma vez que as doses de booster fun-
cionaram apenas para a elevação de títulos
até um máximo constante para todas as
séries de inoculações.

Com a observação da permanência de
títulos de anticorpos após a 2.a, 3.a e 4.a
séries de inoculações, onde foram utiliza-
das concentrações menores de antígenos,
podem-se estabelecer esquemas quase que
ideais para uma boa imunização, se bem
que não definitivos, uma vez que o animal
foi pré-imunizado (1.a série).

Os anticorpos do tipo precipitante tam-
bém apareceram em concentrações maio-
res, de acordo com a progressão das séries,
levando-nos a concluir que o aparecimento
dos mesmos depende de um número maior
de estímulos ou de selecionamente de célu-
las ímunocompetentes, com maior especifi-
cidade.

Os anti-soros obtidos para a N. menin-
gitidis do grupo A eram todos específicos,
enquanto que o mesmo não ocorreu com
a N. meningitidis do grupo C. Este fato
poderia ser explicado se levarmos em conta
serem as N. meningitidis dos grupos A e C
portadoras de um determinante antigênico
comum o qual, no grupo A, não seria imu-
nodominante, ou estaria antigenicamente
mascarado. Esta reação cruzada pôde ser
facilmente contornada absorvendo-se os so-
ros com políssacarídeos ou bactérias de
grupos específicos.
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SUMMARY: In order to study the immune response to serogroups
A and C N. meningitidis the author inoculated 40 rabbits and 4 sheeps
with live and dead bacteria as well as with specific A and C polysaccha-
rides, with and without adjuvants in different doses and by different
inoculation vias. SeveraI series of inoculation were carried out in order
to verify the booster response. The leveI of the antibodies and their
permanence in the serum was measured through passive haemaggluti-
nation and counter-immunoelectrophoresis. The same techinic was used
to detect the polysaccharide antigens of N. meningitidis in these sera.

The analysis of the results obtained indicated that there is no díffe-
rence in the immune responses at concentrations varying from 5,6 x 107
to 2,4 X 1010 bacteria per rabbit. Both haemagglutínatíng and precipitat-
ing antíbodíes appeared five days after the last inoculation and remam-
ed for an average period of twenty five days. There was no significant
differences between primary, secondary and tertiary responses yet the
precipitating antibodies appeared in heavier concentrations after íno-
culation of the sucessives series. When inoculated intravenously thepo-
lisaccharides did not induoe immune response but they became ímmuno-
genic when injected intradermically whith complete Freund adjuvant.

DESCRlPTORS: Neisseria meningitidis, serogroups A and C; Neis-
seria meningitidis, immunogenicity in animals.
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RESUMO: Ê apresentado o levantamento bibliográfico sobre toxo-
plasmose no Brasil, abrangendo o período de 1908 a 1975.

DESCRITORES: toxoplasmose (Brasil); toxoplasmose, bibliografia
brasileira, 1908a 1975.

INTRODUÇÃO

Dentre os estudos de patologia huma-
na e veterinária comparados, a toxoplas-
mose ocupa um lugar de suma importân-
cia, principalmente nas últimas décadas,
por se constituir numa das zoonoses de
maior difusão no mundo em que vivemos.

A descoberta do parasito no coelho, em
São Paulo, por Splendore, em 1908e, simul-
tâneamente, em roedor norte-africano, o
gondi, por Nicolle et Manceaux, na Tunísia,
desencadeou uma série de investigações so-
bre o novo parasito e sobre as conseqüên-
cias do parasitismo, especialmente no cam-
po da Veterinária. Na patologia humana,
entretanto, tais investigações começaram a
avolumar-se a partir de 1950, quando, co-
mo resultado do aprimoramento de técni-
cas de diagnóstico clínico, parasitológico e
írnunológico, ficou demonstrado que a toxo-
plasmose é uma das zoonoses que mais in-
tensamente atingem o homem.

Nestes últimos anos foi conseguida a elu-
cidação do ciclo biológico do Toxoplasma
gondii por diferentes pesquisadores, entre
eles, Jacobs, Dubey, Hutchison, Rommel,
Frenkel. De tais indagações concluiu-se que
o gato e outros felídeos são os hospedeiros
definitivos daquele protozoário.

Em 1972,Jewel, Miller e Jamitschke es-
tudaram o ciclo biológico em várias espé-
cies da Família Felidae e confirmaram o fa-
to de que somente nesta é que ocorre o cí-
elo sexuado do Toxoplasma gondii, tradu-
zido pela eliminação de oocistos nas fezes.
Quanto a outros hospedeiros, ocorrem, ape-
nas, ciclos assexuados, por esquizogonia e
por endodiogenia. Deste modo, foi estabele-
cída definitivamente a posição taxonômica
do parasito que se encontrava na Incerta
sedis. Atualmente situa-se o Toxoplasma
gondii no Filo Protozoa, Subfilo Apicortrplexa
o qual apresenta uma estruturação apical
complexa, comum aos parasitos da malária
e da coccidiose; por sua peculiar reprodu-

* Realizado na Biblioteca do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P.
• ,;, Do Instituto Adolfo Lutz.
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ção endodiogênica, foi criada a Ordem Endo-
diococcidia.

Verifica-se, na atualidade, um crescente
interesse em torno de tão importante e di-
fundida parasitose, com o desenvolvimento
de pesquisas na área epidemiológica, no es-
tudo da ultraestrutura e da bioquímica do
parasito. As informações preciosas que, sem
cessar, vão surgindo de maneira impressio-
nante, obrigam o pesquisador à intensa vi-
gília em seus trabalhos.

A principal finalidade da presente publi-
cação é reunir, na medida das nossas possi-
bilidades, as referências nacionais sobre to-
xoplasmose humana e animal, na tentativa
de avaliar a contribuição nacional, bem co-
mo facilitar aos estudiosos do assunto o co-
nhecimento de numerosos trabalhos e teses
publicados até esta data. Este trabalho re-
gistra sinaleticamente, e em ordem crono-
lógica, os trabalhos publicados por autores
brasileiros, no período de 1908 a 1975. Na
sua elaboração consultamos índices, biblio-
grafias e, até mesmo, as referências biblio-
gráficas de trabalhos já publicados. Quan-
do possível, os originais foram consultados,
afim de que as informações fossem as mais
exatas. Por outro lado, apesar de estarmos
reunindo este material há mais de dois
anos, sabemos que nem todos os trabalhos,
publicados no Brasil, encontram-se aqui
citados, dado às dificuldades de acesso às
informações. Esperamos, contudo, que ele
atinja sua finalidade precípua que é a de
servir como uma fonte de informação para
aqueles que estudam a toxoplasmoseno
Brasil.
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CAMPOS,.E.P.; BRANDI, A.J.; MASSIGNANI,A.M. & BAPTISTA, N.-
Utilização de vários tipos de fucsina básica no preparo do reativo
de Schiff para coloração dos aldeídos em cortes de tecidos. Rev. Inst.
Adolio Lutz, 35/36: 127-130, 1975/76.

RESUMO: Qualquer tipo de fucsina básica poderá ser empregado
com sucesso no preparo do reativo de Schiff, para a coloração dos ·al-
deídos, e não somente as fucsinas básicas indicadss pelos livros d9 téc-
nicas histológicas, usando-se as seguintes normas: a) eliminar o máximo
de oxigênio da água, fervendo durante uns 15 minutos; b) cessar a ebu-
lição afastando-a da chama e só então juntar a fucsina; c) colocar o
metabissulfito no fundo do reativo bem acidificado; d) não deixar ne-
nhum traço de carvão na solução; e) evitar contacto de ar com o reatí-
vo, durante sua estocagem.

DESCRITORES: leucofucsina, preparo; coloração de aIdeído em
tecido; aldeído em tecido, coloração.

INTRODUÇÃO tivo de Schiff. Com alguns cuidados e fa-
zendo algumas modificações, chegamos à
conclusão de que qualquer tipo de fucsina
básica dará uma leucofuosína em perfeitas
condições de uso para utilização nessa
técnica.

Os tratados de técnicas histológicas in-
dicam que somente determinados tipos de
fucsina básica podem produzir uma leuco-
fucsina que serve para a coloração de glí-
cogênío com o reativo de Schiff. Este fato
vinha há tempos chamando nossa atenção,
parecendo-nos que poderíamos utilizar ou-
tras fucsinas para obter uma leucotucsína,
usando a fórmula de Tomasi, citada por
PEARSE 4 (1960), para preparação do rea-

MATERIAIS E MÉTODOS

Foram usados cortes de fígado, rim,
baço, pulmão e de outros órgãos de camun-

* Realizado na Seção de Anatomia Patológica do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P.
* * Do Instituto Adolf'o Lutz.
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dongos nos quais foram injetados, por via
intramuscular, 2 ml de solução de sucrose
a 3,5%; estes animais, sacrificados 3 horas
após a injeção, mostraram nos órgãos gran-
des quantidades de glicogênio. Foram uti-
lizadas lâminas negativas para glícogênio,
empregando-se o teste da saliva, para con-
trole.

fira a solução para um frasco escuro apro-
priado e tampe. O frasco deverá conter um
máximo de solução, para que a camada de
ar entre a ta:mpa e o reativo seja a menor
possível. ° contacto da solução com o oxi-
gênio do ar oxida a leucofucsina 1. Conserve
a solução assim obtida em geladeira a
0,50C; porém, antes de seu uso, ela deve
adquirir a temperatura do ambiente, para
o que basta deixá-Ia em repouso sobre uma
mesa durante 1 hora.

As peças foram fixadas em formol al-
coólico gelado, assim preparado: 20 ml de
formol puro, 40 vol., 50 ml de água desti-
lada e o volume completado até 230 ml com 2. Coloração pelo método de Schiff (PAS)
álcool absoluto. Estas peças, colocadas no
fixado r formol alcoólico, foram conserva-
das em geladeira durante 24 horas e, de-
pois de fixadas, foram colocadas em álcool
absoluto, 3 mudanças de 1 hora cada; em
clorofórmio, 2 mudanças de 1 hora cada; em
parafina, 3 mudanças de 1 hora cada. Fo-
ram feitos cortes de 6 mícrons de espessu-
ra.

Também foram coradas lâminas de fun-
gos pelo método de Gridley, sabendo-se que
nesta coloração usa-se uma leucofucsina.

1. Reativo de Schiff (segundo Tomasi
apud PEARSE 4), conforme nossa téc-
nica:

Ferva 400 ml de água destilada, duran-
te 15 minutos até que o volume seja redu-
zido a 200 ml, afaste a chama e espere até
que cesse a ebulição. Junte, sem triturar,
1 g de fucsina básica. Agite vagarosamente
durante 5 minutos. Deixe a solução estríar
até 500C. Filtre diretamente para um ba-
lão volumétrico de 250 ml de cor âmbar e
adicione à solução 20 ml de ácido clorídrico
normal. Deixe que a solução esfrie até 25°C
e adicione, através de um funil de tubo lon-
go (fig. 1), 1 g de metabissulfito de sódio,
fazendo com que este caia no fundo da
solução. Tampe imediatamente o balão.
Agite suavemente durante um minuto e dei-
xe o reativo em repouso no escuro, em tem-
peratura ambiente, por 24-48 horas. Junte
unicamente 2 g de carvão ativo (Norít) .
Agite a solução durante 1 minuto e filtre,
várias vezes, em papel de filtro Whatman
n.v 1, para eliminar qualquer traço de car-
vão que seria prejudicial ao reatívo. 'I'rans-
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A coloração para evidenciar o glicogênio
deve ser sempre feita sob uma película
protetora de celoidina, como foi sugerido
por LISON 3 (1960), LILLIE 2 (1954) e
PEARSE 5,6, 1960.

Soluções

a) Celoidina a 1% (álcool a 95% e éter
em partes iguais);

b) Ácido periódico diluído (HI04-2H20,
cone. 0,5 g; água destilada, 100 ml) ;

c) Reativo de Schiff, preparado con-
forme foi descrito anteriormente, partindo
de qualquer fucsina básica ou New Fuchsin;

d) Hematoxilina de Harris sem ácido
acético, de fórmula conhecida.

Coloração

1. Xilol 1 (p. desparaf'ínar) 5 mín
2. Xilol 2 (p. desparafinar) 5 mín
3. Álcool absoluto 3 min
4. Álcool a 95% 3 mín
5. Solução A (para proteger) 10 min
6. Deixar secar perfeitamente as lâ-

minas em pé.
7. Álcool a 80% (para endurecer a

celoidina) . . . . .. 5 mín
8. Lavar em água de torneira.... 5 min
9. Lavar em água destilada 5 min
10. Colocar na solução B (para oxi-

dar) 5 mín
11. Lavar somente em água desti-

lada.
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12. Corar na solução C (o frasco
de Borel deverá estar fechado e
protegido da luz) . . . . . . . . . . . . .. 15 min

13. Lavar em água de torneira para
desenvolver a cor rosa .. 10 min

14. Corar na solução D 2 min
15. Lavar em água corrente, diferen-

ciar rapidamente em álcool áci-
do (HCl 0,5ml e álcool a 70%,
95ml) , 2 mergulhos.

16. Lavar em água corrente 10 min
17. Colocar em álcool a 95% e em

álcool absoluto e enxugar as lâ-
minas em papel de filtro, com o
corte voltado para baixo.

18. Xilol (2 mudas) 5 min
19. Montar em bálsamo sintético do

Canadá diluído em toluol.

Fig. 1 - Corte de gânglio linfático com
blastomicose sul-americana, com
fungos corados pelo Método de
Gridley (PAS): membrana (PAS
positivo), corada de vermelho
forte; núcleo (corado pela fucsina
aldeídica) , arroxeado; citoplasma
das células fagocitárias corado
pela hematoxilina de Harris em
azul. '!OO x.

RESULTADOS E DisCUSSÃO

PEARSE 6 (1960) acha que nem todos os
lotes de fucsina básica produzem uma rea-
ção satisfatória. Todavia, quando o reativo
não funciona, nem sempre depende da mar-

Fig. 2 - Funil de vidro com haste bastan-
te longa utilizado na técnica.

ca do corante nem da partida, mas sim da
maneira como o reativo foi preparado. Ex-
perimentamos vários tipos de fucsina bási-
ca, a saber: Fucsinas IMerck em pó e Merck-
Diamant; fucsina E.D.H. (British Drug
House): fucsina Grübler; New Fuchsin Har-
leco; fucsina básica Harleco; fucsina básica
Carlo Erba; fucsina básica Schiaparelli;
fucsina básica Gurr; fucsina básica Difco;
fucsina básica Biochemical Research, e com
todos eles obtivemos leucofucsinas, que de-
ram ótimos resultados na coloração pelo
PAS.

Recomendamos, portanto, que, para se
obterem resultados satisfatórios no preparo
das leucofucsinas, é necessário eliminar to-
do o oxigênio da água destilada empregada
e evitar a oxidação da fucsina básica, ao co-
locá-Ia em ebulição, bastando para isso afas-
tar a chama; colocar o metabissulfito na
solução resfriada, a 25°C, através de um
funil de tubo bem longo, que atinja quase
o fundo do balão volumétrico, para que a
redução não se dê fora da solução, mas
que a perda de oxigênio se dê dentro da
solução com desprendimento de S02; evi-
tar ao máximo o contacto da solução com
o oxigênio do ar, para o que se deve filtrá-
Ia rapidamente, tampar logo o frasco e rs-
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tirar todo o carvão da solução com papel
de filtro apropriado, fazendo várias filtra-
ções com o mesmo papel.

Aconselhamos sempre, antes de se des-
prezar o reativo de Schiff, expertrnentá-lo
em lâminas positivas pois, às vezes, pode-
mos ter reativos de Schiff que, apesar de
se apresentarem corados, dão ótimas colo-
rações para o glicogênio e, outras vezes,
podemos ter leucofucsinas perfeitamente
cristalinas que não funcionam; este último
fato se deve ao excesso na quantidade de
carvão utilizado para descorar o reatívo,
considerando que o carvão, possuindo pro-
priedades físicas de adsorção, vai descorar
totalmente o corante, não permitindo mais

que, nos cortes, a fucsina reaja com o al-
deído, dando a cor vermelha. A coloração
de glicogênio deve ser feita sempre sob uma
camada protetora de colódio, conforme su-
gestão de LISON 3, LILLIE 2 e PEARSE 6, já
citados.
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CAMPOS,E.P.; BRANDI A.J.; MASSIGNANI,A.M. & BAPTISTA, N. -
Use of various brands of basic fuchsins in the preparation of the
Schiff's reagent for staíning of aldehydes in tissue sections. Rev. Inst.
Adolfo Lutz, 35/36: 127-130,1975/76.

SUIMMARY:Any brand of basic fuchsins can be used in the pre-
paration of Schiff's reagent for stading of aldehydes rather than only
those indicated in the histologic techniques literature, provided the
following guidelines ave observed: a) oxygen in the water is to be eli-
minated to the maxímurn extent possible by boiling the water for 15
minutes; b ) addition of fuchsin to the water is to be made only after
heating is discontinued; c) metabissulfite must be added at the bottom
of the acidified reagent: d) no trace of coa1 is to be 1eft in the solu-
tion; d) reagent is not to have contact with aír during storage.

DESCRIPTORS: leucofuchsin, preparation; staining, aldehyde in
tissue; aldehyde, staíning ín tis sue .
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RESÚMEN: Se estudiaron 100 especímenes de suelo, preferente-
mente de zonas próximas a Ias márgenes del Río Chama, incluyendo
regiones de diversas características climáticas y suelos de diferente na-
turaleza,

Clostridium botulinum tipo A fué demostrado en tres especímenes
de El Vigia y tipo D en dos especímenes de Ias zonas vecínas a Ejido
y Estánquez respectivamente.

El hecho de que el botulismo humano ó animal no ha sido descrito
en el país puede atríbuírse a fallas de diagnóstico y se sugiere su inves-
tigacíón en enfermedades con síntomas compatibles con él.

DESCRIPTORES: Clostridium boiulinum (Mérida, VenezueIa).

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

I N T R O D U C I O N eu 1.964, deben agregarse 10s conceptos más
recientes acerca de Ia posibilidad de con-

El botulismo puede definirse como "enfer-
medad neuro-paralítica, siempre grave, que
afecta al hombre y animales en varias
regíones del mundo y generalmente resul-
tante de Ia ingestión de alimentos que
contienen metabolitos tóxicos de uno o
varios tipos conocídos de Clostridium bo-
tulinum, cuyo habitat natural es el suelo
de ciertas regiones geográficas"2.

A esta definición, consignada por Dolman

traer Ia enfermedad, por contaminación de
heridas con esta especie bacteriana. Se han
descrito diez casos de este tipo en Ia lite-
ratura mundial hasta 1.973 y cinco casos
adicíonales entre marzo y septiembre de
1. 974, todos e110s ocurrídos en EE. UU_
por heridas traumátícastv.

La revisión bibliográfica nacional no re-
vela níngún informe sobre casos de botu-
lismo ocurridos en el país, ní sobre inves-

* DeI Departamento de Microbiologia de Ia Facultad de Farmacia de l'Universidad de Los Andes,
Mérida, VenezueIà.
DeI Departamento de Microbiologia de Ia FacuItad de Medicina de l'Universidad de Los Andes.
Mérida, Venezuela.
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tigación de esporas de Clostridium botuli-
num en sus suelos. La única referencia
encontrada sobre presencia de esporas de
esta especie, en zonas vecinas a nuestro
país, se relaciona con Ia demostración de
C. botulinura en sedimentos marinos y ani-
males acuátícos en el Golfo de Venezuela
y en e1 Golfo de Darién, investigada por
Carrol y col.i, posiblemente con Ia fina-
Iidad de determinar Ia calídad sanitaria de
productos derivados de Ia pesca en sus
aguas, ya que Ia investigación fué auspí-
dada por 081 Bureau of Commercial Fishe-
ries (Pascagoula, Miss.)

MATERIAL Y :MÉTODOS

Cién especímenes de suelos fueron colec-
cionados entre Octubre de 1.973 Y Mayo de
1.975, tomadas en distintas zonas deI Es-
tado Mérida, en regiones áridas, fértiles,
arenosas, boscosas y pastizales, preferente-
mente en Ias márgenes del Río Chama y a
diferentes altitudes de su curso.

Aproximadamente 10 g de especímen de
suelo, fueron suspendidos en 25 m1 de gela-
tína-tosrato. 1 m1 de esta suspsnsíón fué
inoculado em cada uno de tres tubos con-
teníendo caldo-carne picada adicionado de
0,3% de dextrosa y 0,2% de aImidón, previa-
mente reducido y eníríado. Un tubo fué
caIentado a 75DC, por 15 minutos, un segun-
do tubo a 80DC, por 10 minutos y el tercer
tubo no recibió tratamiento alguno. Los tu-
bos de caldo-carne-dextrosa-almídón, así
inoculados y tratados, fueron incubados en
anaerobiosis por cinco dias a 300C.

1_ Clarijicacurn

a) La porción líquida de los cultivos,
así obtenidos, fué trasferida a tubos plás-
ticos de centrífuga.

b) Se centrifugó a 12.350 x g durante
10 minutos a 4°C.

c) El sobrenadante fue vertido en tu-
bos de 15 x 125 mm.
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2. Tripsinización

Se mezclaron 4,5 ml del sobrenadante
con 0,5 ml de una soIución de tripsina al
1%, se incubó a 37°C, por 45 minutos.

3. lnoculación al ratón

a) Se prepararon Ias distintas mezclas
de sobrenadante-antitoxina como se mues-
tra en Ia tabIa 1, incubando a temperatura
ambiente por 30 minutos.

b) Se inyectaron dos ratones de 15 a
20 g de peso, por vía intraperitoneaI, con
cada mezcla (0,5 ml por ratón). Se obser-
varon los ratones por un período de cuatro
dias. La muerte de 10s ratones por botu-
Esmo ocurre generalmente entre 6-24 horas,
ocasionalmente puede ser tardía. Los sínto-
mas de botulísmo en Ias ratones a menudo
aparecen cuatro horas después de Ia íno-
culación e incluye ertzamíento de Ia píel,
respiración abdominal laboriosa y parálisis
de 10s miembros.

c) Si Ia toxina botulíníca está presente
en los cultivos en suficiente cantidad para
ser detectada en estas condiciones, Ias mez-
elas no calentadas matarán aIos ratones,
excepto aquellos que reciben Ia antitoxina
específica. Los ratones inoculados con el
sobrenadante ca1entado a 100°C, sobrevi-
verán.

Aislamiento

Para obtener cultivos puros de C. botu-
linurn, se sub-cultívó de caldo-carne-dextro-
sa almidón, en placas de agar yema de
huevo modificado por Mcolung-Toabee, in-
cubando anaeróbicamente a 370C, por 48
horas.

La incubación en anaerobiosis se realizá
eu jarras de Brewer, con catalizador en
caliente y reemplazo del aire por una mez-
ela de 10% de H2' 80% de N2 y 10% de
CO2, utilizando un indicador de anaerobío-
sís constituído por trazas de azul de meti-
leno en solución de glucosa,

Se se1eccionaron Ias colonias sospecho-
sas, lipasa positiva, cultivando cinco de
ellas en caldo-carne-dextrosa-almidón e ín-
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cubando a 300C, para maXlma producción
de toxina. La identificación de los cultivos
puros fué establecida por pruebas bíoquí-

micase, y el tipo de toxina botulínica fué
determínado por neutralización de Ia toxina
descrita anteriormente * .

TABLA 1

Neutralieacíon de tas toxinas de C. Botulinum

Tubo N.rJ Sobrenadante
i1..

1 1 ml

2 1 ml

3 0,8 ml

4 0,8 ml

5 0,8 ml

6 0,8 ml

7 0,8 ml

Antitoxina Tratamiento

RESULTADOS

Con el propósito de determinar Ia dís-
tribución de C. botulinum en suelos del
Estado Mérída, se investigó un total de
cién especímenes de tierra, coleccionados
en diversos puntos del Estado, principal-
mente en Ia cuenca deI Río Chama que
atravíesa el Estado Mérida de' Norte a Sur,
por los Distritos Rangel, Libertador, Campo
Elías, Sucre, Tovar y Rivas Dávila.

La presencia de C. botulinum en 10s 100
espscímenes de diferentes tipos, de suelos
del Estado Mérída, se resumen en Ia tabla 2
y Ia ubicación de los sitios de coleccíón,
en Ia figura (pág. 127).

100°C, 10 mino

Temp. amb. 30 mino

0,2 ml anti A Temp. amb. 30 mino

0,2 mI anti B Temp. amb. 30 mino

0,2 ml anti C Temp. amb. 30 mino

0,2 ml antí D Temp. amb. 30 mino

0,2 ml anti E Temp. amb. 30 mino

En Ia muestra estudiada, el 5% de los
especímenes fueron tóxicos en los cultivos
iniciales en caldo-carne-dextrosa-almidón. La
prueba de neutralización de Ia toxina con
antisueros monovalentes tipo A, B, C, D YE,
reveló C. botulinum tipo D en dos casos y
C. botulinum tipo A en tres casos (tabla 3).

Sin tomar en cuenta Ia toxicídad de los
cultivos íníciales, se intentó el aislamiento
de C. botulinum a partir de los mísmos,
en medio de agar yema de huevo modifi-
cado por Mc Clung y Toabeé, obteníén-
dose colonias lipasa positiva y lecitinasa
negativa, pero sin clara evidencia de toxi-
cídad.

* Las antitoxinas tipo específicas A y B utilizadas fueron obtenidas de Wellcome Burroughs
(Londres) y Ios tipos e, D, y E, gentilmente cedidas por e1Anaerobic Laboratory, C.D.e., Atlan-
ta, U.S.A.
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TRUJILLO

ZULIA

BARINAS

Ó Punto de recolección

@ Muestra positiva

TÁCHIRA

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA MUESTRA DE SUELO
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Zona
Alturas
CMt. S. N. M.)

TABLA 2

Ocurrencia de C. botulinum en suelos âel Estado Mérida

(Octubre de 1973 - Mayo de 1975)

N.o de
Especimenes

N.o de Especimenes
conteníendo
C. botulinum

Tipo de
C. botulinum

Alto Chama
(1.800-4.000)

Chama Medio
(1. 800-800)

Bajo Chama
(800-0)

Tota1es

31

24

45

o

1

4

A

A Y D

I
I

5100

Letalidad de los neutralizados de toxinas botulinicas

TABLA 3

Muestra
N.o

Ratón
N.o

I Efecto en e1 ratón recibiendo
0,4 m1 de! centrifugado más

0,1 m1 de antisuero tipo:

---:-j' B _I~-l-;-I--;-1
J~_l_l_

ControI N.O Protegidos

67

78

87

89

96

1
2

1
2

M
M

2
S
S

1 S
S2

1
2

S
S

M = Muertes
S = sobrevívíentes

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

S
S

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

s
S

M
M

M
M

S
S

s
s

s
s

s
s

M
M

M
M

M
M
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DISCUSIóN

La ocurrencia de C. botulinum en Ia
muestra estudiada, en un 5%, nos revela Ia
relativa poca frecuencia de este gérmen en
108 sueIos investigados. Los cinco especí-
rnenes positivos para C. botulinum fueron
coleccionados en Ia zona sur deI Estado:
Ejido, Estánquez y eI Vigía. C. botulinum
tipo A fué detectado en tres muestras y
C. boiulinum tipo D en dos muestras.

En Ios países donde se ha observado,
eI botulismo se presenta en brotes de pe-
quena escala y muy raramente en Ia pobla-
cíón humana, a diferencia de Ios anímales
eu Ios que produce brotes en gran escala
por Ia ingestión de alimentos contamina-
dos, por animals particularmente susceptí-
bles a ciertos tipos antigénicos de Ia toxina
(tipos C y D en aves y bovinos respecti-
vamente). Tal situación es explicable por
108 procedimíentos utilizados en Ia alimen-
tación regulada del ganado y por Ias cos-
tumbres migratorias de aves salvajes, que
10s llevan a consumir masivamente un tipo
de alimento que puede estar contaminado.

Globalmente se ha establecido que entre
el 1% y el 25% de los suelos contienen es-
poras de C. botulinuni (EE. UU., Australía,
Hawaí, China, Suecia, Inglaterra, Alema-
nia)10. En Norte América eI tipo A pre-
domina al oeste de Ias Montarias Rocosas
y el tipo B en el valle del Rio Mississippi y
región de 10s grandes Lagoss. En 1967, Krav,
chenko encontró C. boiulinum», en el 10,5%
de los suelos de Ia Uníón Soviética, con
predominio del tipo E en eI 62% de Ias
muestras positivas, observando a Ia vez
mayor porcentaje de muestras positivas en
el sur del país. El mismo autor afirma
que no halló relación entre Ia positividad
de los suelos y Ia mayor densidad de po-
blacíón, de suelos cultivados o dedicados
al pastoreo, en cambio, se observo alguna
influencia por parte de Ia presencia de
aluvión o arena. El predominio deI tipo E
en ambientes acuáticos parece circunscribir-
se a latitudes septentrionales, ya que según
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los trabajos de Carro11 y Ward en eI Golfo
de Méjic012, Golfo de Darién y Golfo de
Venezuelat , aunque revelan Ia presencia de
Ios tipos A, C y E, observan predominio de
los dos primeros.

En Europa, por muchos anos, ha apa-
recido eI tipo B como predominantes, pero
recientes investigaciones indicam que el
tipo E es más común en el norte deI con-
tínente, particularmente Suecia y Dinamar-
ca9; Ios tipos C y D, aunque están pre-
sentes, son relativamente raros. El tipo B
ha sido aislado en suelos de Hawai, China
y Japón, siendo el tipo E el más común en
este último país+,

Muestras de sedimentos del Estado de
Ceará, Brasil, y muestras de peces captu-
rados en Ias costas de Nicaragua y Hon-
duras, revelaron resultados similares aIos
de los Golfos de Venezuela y Daríénri.

De Ia muestra de suelo investigada en
eI presente trabajo se logro aíslar colonias
lípasa positiva en un 55%, de Ios especíme-
nes que aparentemente corresponden, por
Ias pruebas bioquímicas, a C. sporogenes,
mícroorganísmo estrechamente relacionado
con C. botulinum y del cual solo se dife-
rencía por su falta de toxicidad. En este
aspecto, nos enfrentamos al problema ya
planteado por otros autores 6, 7 en cuanto a
Ia dificultad de aíslar C. botulinum en cul-
tivo puro, de materiales altamente conta-
minados. En este sentido debe advertirse
también Ia posibilidad de interferencia que
sobre Ia producción de toxina botulínica y
sobre 81 crecímiento de C. botulinum pu-
diera ejercer Ia presencia de otra flora aso-
ciada (C. peririnçens, C. sporogenes y B. ce-
reus) , como 10 ha demostrado recientemen-
te Smithê.

La ausencia de informes sobre casos de
botulismo en el país es atribuibe a carencía
de su investigacion sistemática como pro-
codírníento de diagnostico en cuadros con
síntomas y signos compatibles, por 10 que
se sugiere su investigación en casos que 10
ameriten.
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NIEVES, B. GABALDóN P., R. - Clostridium botulinum ín soils of
Mérída state, Venezuela. Rev. Inst. Aâolto Lutz, 35/36: 131-137, 1975/76.

SUMMARY: One hundred soil samples from regions along Chama
River were studied. The samples were taken from places presenting
different wheather conditions and several types of soil.

Type A Closiridium botulinum was found ín three samples from El
Vigía and type B was found in two samples from the neighborhood of
Ejido and Estánquez.

The fact that both human and animal botulism were never reported
in the country can be laid to diagnostic failures and its investigation ín
deseases with cornpatíble symptomatology is suggested.

DESCRIPTORS: Clostridium botulinum (Mérída, Venezuela).
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TAKEDA, A.K.; ROSSI, v.e.; DINIZ, J.M.P.; ADELINO, M.G.F. &
TAUNAY,A.E. - Anticorpos antipolissacarídeo de Neisseria menin-
gitidis, grupos A e e, em vacinados e em pacientes com doença me-
ningocócica previamente vacinados ou não. Rep. Inst. Aâolio Lutz,
35/36: 139-146, 1975/76.

RESUMO: A resposta ao estímulo antigênico e vacina polissaoarí-
dica antimeningocócica foi avaliada pela reação de hemaglutinação pas-
siva em indivíduos de faixas etárias de O a maiores de 21 anos. A vacina
polissacarídica A mostrou-se mais imunogênica do que a vacina polissa-
carídica e. Não foi encontrada reação cruzada entre o polissacarídeo A
e e.

Na doença meníngocóoíoa, a reação mostrou-se específica para os
dois grupos de meningococos, permitindo diagnóstico correto de muitos
casos em que falharam as outras provas diagnósticas.

Em pacientes vacinados com a vacina antimeningocócica Ae, que
vieram a ter a doença, a reação de hemaglutinação passiva mostrou-se
ineficaz como prova diagnóstica pois a maioria dos pacientes, quando
apresentaram títulos hemaglutinantes, estes eram muito baixos, sem
conversão sorológica ou, quando havia conversão, não foi possível ave-
riguar se esta era devida à vacina ou à doença.

DEseRITORES: Neisserui meningitidis, sorogrupos A e e; meningite
meningocócíca: vacina polissacarídica meningocócica.

INTRODUÇÃO maglutinação passiva foi feita por vários
autores 1, 2,3,4,7,10, que demonstraram ser
esta uma reação específica e de fácil exe-
cução.

A pesquisa de anticorpos antipolissaca-
rídeos meningocócicos pela reação de he-

* Realizado na Seção de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P.
Do Instituto Adolfo Lutz.

••• Do Hospital Infantil Cãndido Fontoura, São Paulo, S.P.
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CARBONARE et alii 1 verificaram que a
técnica proposta por Gotschlich et alii, de
extração do polissacarídeo grupo-específico
de Neisserui meningitidis, poderia ser apli-
cada a vários outros grupos de meningoco-
cos, com a finalidade de obter um polis-
sacarídeo grupoespecífico, utilizável para
reações diagnósticas das infecções menin-
gocócicas. TAKEDA et alii 10 demonstraram
ser a reação de hemaglutinação passiva,
com hemácias sensibilizadas com políssa-
carídeo extraído de N. meningitidis do gru-
po C, específica não só para demonstrar a
presença de anticorpos hemaglutinantes no
sangue de indivíduos vacinados como tam-
bém em doentes com a doença meníngocó-
cica por N. meningitidis, grupo C.

Com o recrudescimento em 1974 do sur-
to de meningite meningocócica devido à
brusca intromissão da N. meningitidis do
grupo A, as mesmas técnicas foram utiliza-
das com o fim de verificar se a reação era
bastante específica a ponto de permitir di-
ferencíar sorologicamente os casos devidos
a N. meningitidis, grupo A e grupo C.
Para essa verificação foram utilizados so-
ros de indivíduos de várias faixas etárías
que haviam sido vacinados, assim como de
pacientes com diagnóstico clínico de doen-
ça meningocócica, muitos dos quais já pre-
viamente vacinados.

MATERIAL E MÉTODOS

Vacina utilizada

50 f.ig de polissacarídeo de N. meningi-
tidis do grupo C * .

50 f.ig de polissacarídeo de N_ meningi-
tidis do grupo A ** .

100 f.ig de polissacarídeo de N. meninçi-
tidis dos grupos A e C (50 f.ig de A e 50 f.ig

de C) =«.

Soros

a) Resposta à vacina - Foi avaliada
em soros pareados de indivíduos perten-
centes a vários grupos etáríos: estes soros
foram colhidos antes da vacinação e 30 dias
após a mesma.

b) Resposta à doença meningocócica
Foi avaliada em soros pareados de indi-

víduos com doença meningocócica, inter-
nados no Hospital Emilio Ribas, São Pau-
10,8 no Hospital Infantil Cândido Fontou-
ra, também em São Paulo; estes soros fo-
ram colhidos no ato da internação e por
ocasião da alta.

Reação de hemaglutinação passiva

Foi feita esta reação de acordo com a
técnica descrita por TAKEDA et alii10• A
concentração de políssacarídeo utilizado foi
de 1,0 f.igjml para o polissacarídeo C e 0,58
f.igjml para o polisscarídeo A.

RESULTADOS

Com o intuito de verificar a presença
ou não da resposta inespecífica ou cruzada
entre os polissacarídeos A ou C, meninas
cuja idade variou de 7 a 17 anos foram di-
vididas em 2 grupos. O grupo I foi vacina-
do com 50 f.ig de vacina antimeningocócica
A e, 30 dias após, com a vacina antimenin-
gocócica C; o grupo II recebeu somente a
vacina antimeningocócica AC.

De acordo com a figura, a resposta
imune do grupo I mostrou-se específica pa-
ra o polissacarídeo A, não havendo altera-
ção na resposta à vacina polissacarídica C;
30 dias após a vacinação com o polissaca-
rídeo C não mostrou qualquer alteração
nos títulos de anticorpos para o polis-
sacarídeo A. Com relação ao grupo lI, o
resultado foi idêntico ao do grupo I, mos-
trando que um polissacarídeo não interfere
com o outro, quando injetado simultanea-
mente.

Meningococcus group e vaccine, Merk Sharp & Dohme Research Labs., New Jersey and West
Point, Pa., E.U.A.
Meningococcus group A vaccine, Inst. Mérieux, Lion, França .
Meningococcus group A e e vaccine, Inst. Mérieux, Lion, França.•••
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o grau de ímunogenicidade da vacina
polissacarídica AC, em indivíduos normais
de diferentes faixas etãrías, está avaliado
na tabela 1. De acordo com esta tabela, na
faixa etáría de O ·a 2 anos não foi demons-
trada a existência de anticorpos específicos
no sangue, antes da vacinação. Somente

5% dos componentes deste grupo desenvol-
veram antícorpos C específicos demonstrá-
veis 30 dias após a vacinação e o título
médio desses anticorpos foi de 19, ao pas-
so que 56% deste grupo desenvolveram an-
ticorpos A específicos, com o título médio
de 16.

TABELA 1

Teor de anticorpos hemaglutinantes antipolissacarídeos A e C antes e após a

vacinação em indivíduos normais de diferentes faixas eiárias

Faixa

Reação de hemaglutinação passiva positiva

I Antes da vacinação Depois da vacinaçãoNúmero de

I
Vacina

indivíduos aplicada Per cerrtagem Título Percentagem I Título

I I % Médio % I Médio

46 I A O O 56

I
16

I
O58 I e O 5 19

I I

I A O o 57 32
73

I
e

I
o O 6 12

A-1- 32 16 95,4 81
182

e I 4,4 19 59,5 26I
A

I
15,6 15 91,7 90

850
e 8,6 28 77,4 71

etária

0-2

anos

2 - 5

anos

5 - 16

anos

> 16

anos

o mesmo foi verificado em crianças da
faixa etária de 2 a 5 anos. Neste grupo,
também não pôde ser detectada a presença
de anticorpos hemaglutinantes pré-vacina
tanto para A como para C. Trinta dias após
a vacinação 57% destas crianças desenvol-
veram anticorpos específicos para polissa-
carídeos A, com título médio de 32, en-
quanto que, para o polissacarídeo C, ape-
nas 6% responderam à vacina com título
médio de 12.

Já na faixa etária de 5 a 16 anos, antes
da vacinação, 32% destas crianças apresen-
taram anticorpos para o polissacarídeo A e
4,4% para o polissacarídeo C, sendo título
médio, respectivamente, 16 e 19. Após a
vacinação, 95,4% responderam ao políssaca-
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rídeo A e 59,5% ao polissacarídeo C, com
títulos médios de 81 e 26 respectivamente.

Em maiores de 16 anos, anteriormente
à vacinação, 15,6% tinham anticorpos para
o polissacarídeo A e 8,6% para o polissaca-
rídeo C, com títulos médios de 15 e 28.
Trinta dias após a vacinação, 91,7% respon-
deram ao polissacarídeo A e 77,4% ao po-
lissacarídeo C e os títulos médios foram de
90 e 71, respectivamente.

Como a reação de hemaglutinação pas-
siva não se mostrou muito sensível em va-
cinados das faixas etárias abaixo de 3 anos,
a mesma reação foi aplicada aos pacientes
não vacinados, com diagnóstico clínico e
laboratorial de meningite meningocócica,
da mesma faixa etária, cujos resultados se
encontram na tabela 2:
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TABELA 2

Pacientes de O a 3 anos com infecção meningocócica confirmada pelo exame do
líquido cejalorraquuiiano

I
Faixa etária Líquido cefalorraquidiano Soro

e

N.o de casos D.G.N.

/

Cultura

I
I.E.C. s/conversão

I
c/conversão

% % % I % %

° a 2 70,17 22,8 40,35 26,31 73,68
57

-~._--

2 a 3

I
68,75 31,25 40,62 15,62 I 84,37

32
I

D.G.N = diplococos Gram negativos
I. E. G. = imunoeletroforese cruzada

À semelhança do que ocorre com os
vacinados, a reação de hemaglutinação pas-
siva também é específica quando se trata
de doentes portadores de infecção rnenín-
gocócica dos grupos A ou C, que tiveram

o diagnóstico clínico confirmado pelo iso-
lamento e identificação do agente etíológi-
co ou pela presença de polissacarídeos no
líquido cefalorraquidiano, conforme de-
monstra a tabela 3:

TABELA 3

Pacientes com meningite purulenta cujo agente etiológico foi identificado por

cultura

I.E.C. H.P.
N.o de Cultura positividade % positividade %

casos positiva para Polissacarídeo Polissacarídeo
A C A C

251 I N. meningitidis 100 O 100 I OGrupo A

249 N. meningitidis O 100 O 100Grupo C

104 Outras bactérias O O O O

LE.G.
H.P.

imunoeletroforese cruzada
hemaglutinação passiva

A conversão sorológica pela reação de
hernaglutínação passiva em pacientes de
diferentes faixas etárias, com diagnóstico
clínico de doenças meningocócica, vacinados
e não vacinados, encontra-se na tabela 4.

Nos vacinados, a reação de hemagíutínação
passiva, além de ser positiva somente pa-
ra um número muito pequeno de casos,
não apresentou variação significativa entre
o título médio da primeira 'e da segunda
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TABELA 4

Conversão sorol6gica pela reação de hemaglutinação passiva em pacientes de
diferentes faixas etárias com diagnóstico clínico de doença meningocócica,

vacinados e não vacinados

Faixa conversão sorológica Título médioI
1Com

N.Ode casos 11

l.a amostra I 2.a amostra
I=========*======~======~======~======~======~ ;

_ O "." __ 1 :: i
ll

__ 2_

1

:_:
I

:_: :_:_::_: _

I Sim 102 24 23,50
2 - 5 anos I

i Não I 174 93 53,44--i- Sim- -, --23-7--
1
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amostra, ao contrário do que se observou mostraram, em resposta à vacina ou à doen-
no grupo de não vacinados. ça, anticorpos hemagtutínantes, tanto na

Dos 180 indivíduos que não apresenta- primeira como na segunda amostra de soro.
ram conversão sorológica, 71 (39%) não (Tabela 5)

TABELA 5

Presença ou ausência de anticorpos hemaglutinantes em indivíduos vacinados
que tiveram doença meningocócica com comprovação laboratorial e não

apresentaram conversão sorológica

Hemaglutinação passiva i

Faixa etária I

(anos) Positiva Negativa -\
n.v de casos n.o de casos I

2 9 (36%) 16 (64%) I
I

3- 5 18 (51,43% ) 17 (48,57%) I

6 - 16 26 (63,40%) 15 (36,60%) I

> 16 56 (71,00% ) 23 (29,00%) I
1

109 71 [,,
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Total

25

35

41

7D

180
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DISCUSSÃO E CONCLUSõES

A reação de hernaglutínação passiva
mostrou-se específica, não apresentando
reação cruzada para o políssacartdeo A ou
C, permitindo avaliar a resposta à vacina
polissacarídica utilizada em separado ou
em conjunto.

A vacina polissacarídíca AC é pouco
imunogêníca para a faixa etária de O a 2
anos, melhorando com o progredir da ida-
de, tanto para o políssacarídeo A como pa-
ra o polissacarídeo C. Os títulos de antícor-
pos hemaglutinantes são sempre mais bai-
xos para a vacina C do que para a vaci-
na A à qual responde especificamente maior
número de indivíduos.

Os anticorpos hemaglutinantes anterio-
res à vacinação foram evidenciados somen-
te em faixas etárias superiores a dois anos,
o que pode ser atribuído à falta de sensí-
bilização prévia pela infecção natural.

Quanto à pouca resposta imunitária à
vacina nas faixas etárias baixas, pode ser
atribuída ao estado imunológico peculiar
das crianças, específico dos antígenos po-
lissacarídicos, pois, para que haja resposta
ao antígeno polissacarídíco, é necessário que
este esteja associado a uma proteína ou a
outros componentes que funcionem como
coadjuvante, à semelhança do que ocorre
nas infecções naturais; esta hipótese parece
ser a mais provável, uma vez que em 57
crianças de O a 2 anos foi verificada con-
versão sorológica em 73,68% das mesmas
(tabela 3), quando acometidas pela doença
meningocócica.

A aparente discrepância entre os resul-
tados mostrados nas tabelas 2, 3 e 4 de-
ve-se ao fato de somente terem sido compu-
tados nas tabelas 2 e 3 aqueles pacientes
nos quais, além do diagnóstico clínico, ha-
via confirmação laboratorial de doença
msníngocócíca.

Concluimos que a reação de hernaglu-
tinação passiva é válida não só para ava-
liação da imunogenicidade da vacina anti-
meningocócica A, C ou AC (mista), em gru-

pos etários superiores a 2 anos, como tam-

bém para o diagnóstico da doença menin-
gocócica, permitindo diferenciação dos dois
grupos de meningococos. Nos doentes pre-
viamente vacinados com a vacina antíme-
níngocócíca os resultados foram insatisfató-
rios pois, nos casos em que houve conver-
são dos títulos, foi difícil avaliar se era
devido à vacina ou à doença.

Por outro lado, na tabela 4, comparan-
do-se os títulos de anticorpos no ato da in-
ternação e no da alta destes pacientes, ve-
rificamos que muitas vezes não houve va-
riação no título médio entre a l.a e a 2.a

amostras, qualquer que fosse a faixa etá-
ria. Isto leva a acreditar que a vacinação
prévia pode ter um efeito imunossupressor
específico na indução de formação de antí-
corpos hemaglutinantes em resposta à

doença, capazes de reagir com o políssaca-
rídeo, ou que indivíduos com baixa respos-
ta à vacina seriam do grupo susceptível à
doença.

A tabela 5, em que foram analisados
indivíduos vacinados com diagnóstico labo-
ratorial de doença meningocócica, pode
comprovar que existe uma certa percenta-
gem de indivíduos que não responde ao es-
tímulo antigênico, quer da vacina quer da
doença. Poderiam ser estes indivíduos con-
siderados como geneticamente tolerantes a
estes antígenos?

Apesar de não se poder afirmar que a
presença de anticorpos hemaglutinantes sig-
nifica proteção contra a doença, esta cons-
tatação representa um fato novo que está
sendo objeto de outras investigações.
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TAKEDA, A.K.; ROSSI, V.C.; DINIZ, J.M.P.; ADELINO, M.G.F. &
TAUNAY,A.E. - Antibodies to polysaccharide of Neisseria menin-
gitidis, serogroups A and C in normal vaccinated persons and in
patients with meningococcal disease previously vaccinated or noto
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SUMMARY: The response to the antigenic stimulus of meníngo-
coccic polysaccharide vaccine was evaIuated through passive haemaggIu-
tination in individuaIs in the age group of O to older than 21 years old,
Vaccine A was found to be more immunogenic than vaccine C. No cross
reactíons were found between A and C polysaccharídes, The reaction
proved to be specífíc for both groups of meningococcus, thus allowing
correct diagnosis of meningococcíc dísease in many ínstances where other
diagnostic test have faíled. The passíve haemagglutination was inefective
as a díagnostícal test in patíents who had been vaccinated with AC anti-
meníngococcíc vaccine, because most of these patíents presented low
haemagglutinating títles without serologícal conversion and, when it was
present, It was not possible to know weather it was due do the vaccine
or to the descase.

DESCRIPTORS: Neisseria meningitidis, serogroups A and C; me-
ningitis, meningoooccic; vaccine, meningococcaI polysaccharide.
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