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DETECÇÃO DE ANTfGENOS POLISSACARfDICOS CAPSULARES
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PIRES, R.B.R.; TAKEDA, A.K.; MELLES, C.E.A. & TAUNAY, A.E. - Detecção
de antígenos polissacarídicos capsulares e tipagem de Streptococcus pneumoniae
em líquido cefalorraquidiano pela contraimunoeletroforese. Rev. Inst. Adolfo
Lute 42 (1/2) :1-8, 1982.

RESUMO: Foi estudada a aplicação da contraimunoeletroforese em fitas de
acetato de celulose no diagnóstico das meningites por S. pneumoniae e na soroti-
pagem dos pneumococos responsáveis por esta infecção em nosso meio. Este método
foi aplicado em 547 amostras de líquido cefalorraquidiano de pacientes internados
no Hospital Emílio Ribas, São Paulo, Brasil. Antígenos polissacarídicos capsulares
deste microorganismo foram detectados em 85,18% das 216 amostras positivas na
cultura, quando se utilizou soro polivalente contra os 83 tipos de pneumococo. Este
índice se elevou a 90,74% quando foram utilizados, separadamente, 9 diferentes
pools de soros, contendo cada um anticorpos específicos para 7 até 11 tipos de
pneumococo. Sete das 296 amostras de líquido cefalorraquidiano, negativas na
cultura e na bacterioscopia, foram positivas na contraimunoeletroforese, e 28 das
35 amostras de líquido cefalorraquidiano, negativas na cultura e positivas na
bacterioscopia, foram também positivas na contraimunoeletroforese. Foi verificada
acentuada prevalência de pneumococos dos grupos 6 e 18 em crianças de até 9 anos.
Nas faixas etárias mais altas, foram freqüentes os tipos 1, 2, 3 e 4, e os grupos
7 e 12. O método clássico (Neufeld) de sorotipagem aplicado em algumas cepas
isoladas de líquido cefalorraquidiano apresentou concordância absoluta com a
contraimunoeletroforese, quanto aos tipos de pneumococo identificados em cada caso.
Na tipagem do pneumococo foi utilizado o sistema de nomenclatura dinamarquês.

DESCRITORES: meningite pneumococica, imunodiagnóstico; Streptococcus
pneumoniae no líquido cefalorraquidiano, identificação dos scrotípos: contraimuno-
eletroforese.

INTRODUÇÃO As bactérias capsuladas, como N eisseria
meningitidis Haemophilus influeneae e S.
pneumoniae, responsáveis por mais de 90%
dos casos de infecções bacterianas das menin-
ges, podem ser facilmente identificadas por
esta técnica, através dos polissacarídeos cap-
sulares, presentes no LCR 7. 9. 13.

A contraimunoeletroforese (ClE) é muito
útil no diagnóstico das meningites sépticas
pois permite identificar quantidades mínimas
de antígenos bacterianos no líquido cefalorra-
quidiano (LCR), principalmente os de natu-
reza polissacarídica.

**
Beallzado na Seção de Imunología do Instltuto Adolfo Luts, São Paulo, SP.
Do Instituto Adolfo Lutz.
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A possibilidade de se prevenirem as infec-
ções pneumocócicas por meio de vacinas que
contêm políssacarídeos purificados e de alto
peso molecular já foi demonstrada 3,4. De
todas essas verificações, ficou bem eviden-
ciado que, para essas vacinas serem eficazes,
devem conter polissacarídeos idênticos àqueles
presentes na cápsula da bactéria responsável
pela infecção, sendo portanto necessário iden-
tificar não só o agente etiológico como tam-
bém o tipo sorológico a que pertence.

Com esse objetivo, vêm sendo elaborados
trabalhos visando identificar, em vários países,
quais os tipos prevalentes de S. pneumoniae
nas infecções humanas 6, 8, 10, 12, 14.

O método clássico para identificação dos
pneumococos tem sido o de Neufeld (reação
quellung), no qual o entumescimento da cáp-
sula da bactéria, quando é tratada por soros
específicos, permite identificar qual o tipo
sorológico da mesma. Porém, a sorotipagem
pela contraimunoeletroforese em gel de aga-
rose já foi utilizada por alguns autores, como
alternativa para este método 8, 14,

No presente trabalho foram verificados os
tipos prevalentes de S. pneumoniae nas infec-
ções meníngeanas, através da contraimuno-
eletroforese em fitas de acetato de celulose.

MATERIAL E MÉTODOS

Em 1977 e 1978 foram estudadas 547 amos-
tras de LCR de pacientes internados no
Hospital Emílio Ribas, das quais, em 251, o
pneumococo foi identificado pelos métodos
clássicos de cultura, ou sua presença revelada
pela bacterioscopia pelo método de Gram; nas
outras 296 amostras de LCR a etiologia da
infecção não foi identificada pelos métodos
bacteriológicos clássicos.

Dentre as cepas de pneumococo isoladas,
algumas foram tipadas no Serviço do Dr.
Robert Austrian, do Laboratório de Referên-
cia de Pneumococos da Universidade de Pen-
sylvania, Estados Unidos.

O sistema de nomenclatura utilizado na
tipagem do pneumococo foi o dinamarquês.
Soros utilizados (do Statens Serum lnstitute,
Copenhagen, Dinamarca)

- Omniserum, soro polivalente que contém
anticorpos para os 83 tipos de S. pne-
moniae.
Nove pools (mistura de vários soros)
simbolizados alfabeticamente de A até
l, cada qual contendo de 7 a 11 soros
monoespecíficos. Estes pools, juntos,
continham o total de anticorpos para os
83 tipos de S. pneumoniae.

Soros específicos para cada um dos tipos
ou grupos de S. pneumoniae.
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Os exames bacteriológicos constaram de
bacterioscopia pelo método de Gram, modifi-
cado por Hucker, e de cultura em meio de
ágar-sangue, base Mueller-Hinton, e caldo
Mueller-Hinton hipertôníco. Após crescimento
bacteriano, se confirmada a presença de diplo-
cocos Gram-positivos, eram feitas provas dife-
renciais com discos de optoquina e era veri-
ficada a fermentação da inulina.

Contraimunoeletroforese

Foi realizada em fitas de acetato de celu-
lose 13, utilizando-se tampão barbital acetato,
pH 8,6, força iônica = 0,05, durante 10 minu-
tos, voltagem fixa 200 V.

RESULTADOS

Na tabela 1 verificamos que das 216 amos-
tras de LCR, em que a bactéria foi identifi-
cada pelos métodos bacteriológicos usuais,
em 85,18% foi também possível detectar a
presença de antígenos capsulares de S.
pnemoniae, quando o soro usado na corrida
eletroforética foi o omniserum. Dos 296 casos,
com exame bacteriológico negativo, em 7 a
ClE revelou a presença desses antígenos.

A tabela 2 representa o número de amostras
reagentes na ClE, com os poole de soros A -
l, comparado com o número de amostras posi-
tivas, quando se utilizou o omniserum. Esta
comparação foi possível em apenas 191 casos,
uma vez que não tínhamos LCR suficiente
para que a prova fosse realizada em todos os
casos incluídos na tabela 1. A utilização desses
pools de soros possibilitou a detecção de antí-
genos capsulares de S. pneumoniae em 12
amostras de LCR que não haviam apresentado
reação com o omniserum. Desta forma, o
índice de positividade pela prova de ClE
elevou-se de 85,18 para 90,74%.

Como se observa na tabela 3, houve uma
variação na distribuição dos tipos prevalentes
de S. pneumoniae, quando se compararam dois
períodos de 11 meses separadamente.

Os resultados obtidos na sorotipagem de 52
amostras de LCR pelo método de Neufeld no
Laboratório de Referência de Pneumococos da
U;P., E.U.A., foram comparados com os resul-
tados obtidos com a ClE. Ambos os métodos
foram concordantes quanto ao tipo de pneumo-
coco identificado em cada caso, porém, em 4
amostras reativas na ClE os germes isolados
não apresentaram reação quellumç, e foram
identificados como Streptococcus sp. a-hemo-
líticos. Destas amostras, uma foi reativa na
ClE com soro específico para pneumococo do
grupo 6 e três, reativas com soro específico
para pneumococo do tipo 8.
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Afastados todos os casos nos quais não foi
possível identificar a idade, verifica-se, con-
forme a tabela 4, acentuada prevalência dos
tipos pertencentes aos grupos 6 e 18, em
crianças com idade até 4 e 9 anos, respecti-
vamente. Na faixa etária até um ano, além

dos tipos acima mencionados, também foram
freqüentes os pneumococos do tipo 5 e do grupo
9. Já nas faixas etárias mais altas, 20 anos
ou mais, foram mais freqüentes os pneumo-
cocos dos tipos 1, 2, 3 e 4, e dos grupos 7 e 12.

TABELA 1

Comparação entre os resultados dos exames bacteriológicos e contraimunoeletroforese, quando
o soro utilizado na corrida eletroforética foi o omniserum

Exame bacteriológico Contraimunoeletroforese
Total

de amostras
Bacterioscopia (DGP *) Amostras Amostras analisadas

Cultura (P *) positivas negativas

Bacterioscopia positiva
Cultura positiva 184 32 216

Bacterioscopia positiva
Cultura negativa 28 7 35

Bacterioscopia negativa
Cultura negativa 7 289 296

Total 219 328 547

* (DGP)
(P)

diplococos Gram-positívos.
pneumococos.*

TABELA 2

Comparação entre os resultados obtidos pela contraimunoeletroforese das amostras de líquido
cefalorraquidiano com omniserum e pools A - I

Pools A - I

Omniserum
f----

Amostras Amostras Totalpositivas negativas

Amostras positivas 163 O 163

Amostras negativas 12 16 28 (*)

Total 175 16 191

(*) Presença de S. pneumoniae verificada por cultura do líquido cefalorraquidiano.
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TABELA 3

Distribuição dos tipos e grupos de S. pneumoniae detectados pela contraimunoeletroforese em
líquido cefalorraquidiano, durante um período de 22 meses (1977-1978)

N.O Amostras

Tipos e grupos Total(Sistema dinamarquês) Janeiro-novembro Dezembro-outubro
1977 1977 - 1978

- ---

1 8 7 15

2 6 1 7

3 5 2 7

4 1 6 7

5 6 4 10

6 17 7 24

7 2 2 4

8 3 4 7

9 4 1 5

10 O 2 2

11 1 1 2

12 5 3 8

13 O 1 1

14 3 1 4

15 2 3 5

16 O 1 1

17 O 1 1

18 9 7 16

19 2 3 5

20 O 2 2

21 O 2 2

22 1 O 1

23 1 8 9

25 1 O 1

29 1 1 2

33 O 1 1

45 O 1 1

48 1 O 1

NT-1(*) 5 1 6

NT-2 5 1 6

NT-3 5 3 8

NT-4 1 2 3

NT-5 O 1 1

(*) NT Pneumococos não sorotipados; identificados apenas pelos pools de soros:
1) pool B; 2) pool D; 3) pool E; 4) pool R; 5) pool I.
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TABELA 4

Distribuição dos tipos e grupos de S. pneumoniae de acordo com a faixa etária dos pacientes com meningite

Tipos e grupos de Streptoeoceus pn.eu·moniae

Faixa
(Sistema dinamarquês)

etária Total

1 2 3 4 5 6- 7- 8 9- 10- 11' 12' 14 15' 16 17' rs- 19' 20 21 22' 23- 25 28' 29 3S' 45 48

01- 12 meses 2 2 1 1 4 8 - 2 3 - - 2 1 1 - - 3 1 - 1 - 2 - - 2 1 - - 37

lI-! 4 anos - - - - - 7 - 1 - 1 - 1 2 2 - 1 5 - - - - 3 - - - - - - 23

5 I-I 9 anos 1 - - - 1 - - 1 - - 1 - 1 - - - S 1 1 - - 1 - 2 - - - - 13

10 I-I 14 anos 3 - - - - 2 - - 1 - - - - - - - 1 1 - - - - - - - - - - 8

15 I-I 19 anos 2 - - 2 1 1 - - - 1 1 1 - - - - - - 1 - - - - - - - - - 10

20 I-I 49 anos 4 3 5 3 2 - 3 1 - - - 3 - 1 1 - 2 - - 1 1 1 1 - - - 1 1 34

50 ou mais anos - 2 1 1 - - - 2 - - - - - 1 - - - 2 - - - - - - - - - - 9

Total 12 7 7 7 8 18 3 7 4 2 2 7 4 5 1 1 14 5 2 2 1 7 1 2 2 1 1 1 134

-- -- --- - - -_.- -

(*) Grupos aos quais pertencem 2 ou mais tipos de pneumococos.

Observação: Os casos de idade ignorada foram excluídos desta tabela.
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DISCUSSÃO

Estes resultados mostram a possibilidade
de se identificar o sorotipo de um pneumococo
diretamente no LeR através da Cl E. A maior
ou menor sensibilidade da reação fica na de-
pendência da disponibilidade de soros bastante
potentes capazes de identificar quantidades
ínfimas de antígeno no LeR. Este fato ficou
demonstrado na tabela 2, onde se verificou
maior sensibilidade, da CfE, com pools de
soros A - I, do que com o omniserum.

Uma vez identificada a prevalência dos
sorotipos de pneumococo numa determinada
região, teremos possibilidade de preparar
poole de soros de maior potência, que poderão
ser usados com vantagem em substituição aos
que são preparados para regiões onde a dis-
tribuição dos tipos de pneumococo difere da
nossa.

Os polissacarideos capsulares dos pneumo-
cocos tipos 7F e 14 são neutros e, como não
apresentam migração anódica adequada nas
condições próprias da Cl E, não são detectáveis
a menos que se usem sistemas tampões espe-
ciais 1. No entanto, no presente trabalho foram
detectados 4 casos de meningite por pneu-
mococos do grupo 7, utilizando-se o tampão
convencional (barbital acetato, pH 8,6). Des-
tes casos, 2 foram submetidos ao teste de
Neufeld, que confirmou o grupo de pneumo-
coco e revelou positividade de ambos, com
soro específico para o tipo 7F. Já o tipo 14
foi detectado pela Cl E somente depois de se
ter deixado a fita de acetato de celulose em
repouso, 18 horas após a corrida eletrofo-
rética.

Foi verificado que, em 4 amostras de
LeR, reativas na CIE, o germe isolado foi
identificado como Sirepiococcus a-hemolítico
no Laboratório de Referência da V.P. -
E.V.A. A ocorrência deste fato se explica
pela existência de reações cruzadas entre
polissacar ídeos capsulares de pneumococos e
certas cepas de estreptococos a-hemolíticos
e não hemolíticos, fato este já descrito por
vários investigadores. Como exemplo, pode-
mos citar as reações cruzadas entre antígenos
capsulares de estreptococos do grupo F de
Lancefield e uma variedade de tipos de pneu-
mococo 11, entre eles o tipo 7.

São conhecidas também as reações cruzadas
entre estreptococos não capsulados e alguns
tipos patogênicos de pneumococos 2, tais como
os tipos 1, 2, 3, 6, 8 e 14. A presença de anti-
corpos que dão reações cruzadas entre estrep-
tococos e pneumococos, em determinados so-
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ros, origina uma classificação errônea de
ambos. Esta fonte de erros pode ser evitada
em grande parte pelo uso da reação quellumç
a qual, quando positiva, demonstra a locali-
zação capsular do carboidrato reativo.

Pneumococos capsulados mutantes, que pro-
duzem uma cápsula de políssacarídeo solúvel
relacionado imunologicamente ao polissaca-
rídeo e da parede celular, têm sido isolados
de variantes não capsuladas desses orga-
nismos 5. Anticorpos de alto título para antí-
genos de parede celular de pneumococo, pro-
duzidos a partir desses mutantes, foram tes-
tados por AUSTRIAN2 com várias cepas de
estreptococos que dão reações cruzadas com
pneumococos. Os resultados obtidos nesses
experimentos sugerem a possibilidade de
haver reações cruzadas entre os polissaca-
rídeos de parede celular de estreptocoeos e o
polissacarídeo somático de pneumococos.

Segundo AUSTRIAN2, estudos anteriormente
feitos com estreptococos capsulados que apre-
sentavam reações cruzadas com uma variedade
de tipos de pneumococo, mostraram que os
primeiros diferem dos últimos por uma série
de características. Nenhuma das cepas destes
estreptococos foram lisadas pelo desoxicolato,
e cerca de 1% se mostrou sensível à optoquina.
Das cepas que fermentaram a inulina, a
maior parte foi encontrada entre os estrepto-
cocos que se apresentaram morfologicamente
em cadeias de comprimento moderado e que
davam reação cruzada com pneumococo
tipo 59.

A despeito da identificação de estreptococos
a - hemolíticos nas amostras de LeR citadas
acima, cumpre ressaltar o fato de que em
nosso laboratório tais amostras apresentaram
diplococos Gram-positivos que em cultura,
mostraram características de S. pneumoniae
(sensibilidade à optoquina e fermentação da
inulina) .

Sob certos aspectos, a utilização da ClE na
sorotipagem de S. pneumoniae oferece alguns
benefícios, como: permite examinar grande
número de amostras em pouco tempo; pesquisa
antigenos solúveis Os quais podem ser detec-
tados em amostras guardadas há vários meses
em refrigeração COmum, e não exige expe-
riência por parte do laboratorista, pois a
leitura dos resultados é de fácil interpretação.
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ABSTRACT: Counterimmunoelectrophoresis in ceIlulose-acetate strips were
employed for the serological diagnosis of meningitis cases caused by St.rept.ocoecue
pneumoniae as well as in the serotyping of pneumococcus strains isolated from
meningitis cases admitted to Emilio Ríbas Hospital, São Paulo, S.P., Brazil.
Polysaccharidic antigens of pneumococci were detected in 85.18% of the 216
spinal-fluid speeimens from whieh pneumoeocci were isolated when polyvalent serum
against the 83 types was employed. This frequeney increased to 90.74% when
9 different pools of sera containing antibodies specific for 7 to 11 types were
employed. Of 296 spinal-fIuid specimens which were nega tive in culture and
bacterioscopic tests, 7 specimens were positive in the eounterimmunoelectrophoresis.
Of the 35 specimens which were nega tive in culture a ttempts but positive in the
bacterioscopic examination, 28 were positive in the counterimmunoelectrophoresis.
A clear prevalence of group 6 or 18 pneumococci was found in spinal fIuids from
children up to 9 year-old. In older individuaIs, types 1, 2, 3 or 4 and groups
7 or 12 were observed. The classic Neufeld test yielded exactly the same results
as the counterimmunoelectrophoresis. The Danish nomencIature was employed.

DESCRIPTORS: meningitis, pneumococeal, immunodiagnosis; St-rept.ococcue
pneumoniae, in the spinal fIuid, serotype identification; eounter-current immuno-
electrophoresis.
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RESUMO: Foram usados alguns substratos, nos pH 5,0, 7,0 e 9,0, para se
verificar a influência sobre ° crescimento e termo-resistência da Yersinia enteroco-
litica, sorotipo 0" quando relacionados a diferentes temperaturas, tempos de incuba-
ção e exposição. Para a avaliação do crescimento, após a inoculação de determinado
número de células viáveis, e incubação por 1, 3, 5, 7 e 30 dias, observou-se que,
a menos 15°C, a cepa não se multiplica; a 42°C, após 24 horas, encontra-se des-
truída; a 25°C, o período de adaptação nos diferentes substratos é menor, quando
comparado com o das temperaturas de 8 e 37°C; ° pH 5,0 favorece o desenvol-
vimento desta bactéria, e a pectina de batata é particularmente desfavorável à
mesma. Para os testes de termo-resistência, as temperaturas selecionadas foram
de 68 e 72°C, por períodos de exposição de 1, 2, 4, 6 e 10 minutos, usando-se os
mesmos substratos testados no crescimento. Após estes testes, os tubos expostos
à ação térmica foram incubados a 8°C, por 25 dias e, em alguns substratos e pH,
a cepa foi capaz de se recuperar da injúria que sofrera com ° calor.

DESCRITORES: Yersinia enterocolitica, sorotipo 03; Yersinia enterocolitica,
crescimento e termo-resistência em diversos substratos; pH; temperatura.

INTRODUÇÃO

Desde o seu primeiro isolamento, a Yersinia
enterocolitica. recebeu diversas denominações,
tais como a de Pasteurella pseudotuberculosis
tipo b, e a de Pasteurella X. Esta bactéria
apresenta características peculiares; sua capa-
cidade de se desenvolver a 4°C é útil no seu
primeiro isolamento a partir de materiais plu-
ri contaminados ; seu fenótipo varia de acordo
com o ambiente; quanto à temperatura, por
exemplo, é flagelada a 22°C e não apresenta
flagelos a 37°C, e a caracterização de sua
ação patogênica em animais de laboratório
depende do meio de cultura usado para a
obtenção do inóculo, da temperatura de in-
cubação do mesmo e, evidentemente, da via de
inoculação 2, 8, 9.

A identificação desta bactéria é feita atra-
vés de: a) biotipos, segundo os esquemas de
NILÉHN e de WAUTERS; b) sorotipos, tendo
sido descritos 34 antígenos somáticos e 19
flagelares, estes últimos de pouco interesse,
uma vez que estão associados a antígenos
somáticos específicos; c) fagotipos 2, 8, 9, 10, 11.

A Y. enierocoliiica é responsável por infec-
ções humanas, como enterocolite e adenite me-
sentérica, e está relacionada entre os agentes
de toxí-infecções de origem alimentar, tendo
já causado surtos epidêmicos. É isolada do
solo, da água, de animais silvestres e domés-
ticos, de hortaliças e legumes, de sorvetes,
ostras, leite, etc. 1, 2, 6, 7, 8, 9, 10, n.

Alguns aspectos da Y. enierocoliiica pouco
conhecidos estão relacionados com a conserva-
ção e processo tecnológico de obtenção de ali-

* Realizado no Departamento de Microbiologia da "Ecole National Superieur de Ia Biologie Apliquée
à Ia Nutrition et à l'Alimentation (ENSBANA), Université de Dijon ", Dijon, França, sob a
orientação do Prof. Dr, Yictor Caumartin.

** Do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
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mentos. Através de experimentos de laborató-
rio observou-se que, quando inoculada na car-
ne, esta bactéria é capaz de resistir à tempe-
ratura de 510e, mas não à de 62°e, quando do
cozimento normal para obtenção de rosbife;
porém, se a inoculaçâo for realizada após o
cozimento, a bactéria se multiplica neste subs-
trato, tanto a 25 como a 37°e. HANNA ei alii
testaram a termo-resistência de cinco diferen-
tes cepas de Y. enterocolitica, em contato com
o leite, verificando que nenhuma delas resistia
Dor mais de 3 minutos, a 60oe, e que duas
dentre elas sobreviveram quando expostas a
51oe, pelo mesmo período de tempo. Usando
como substrato o meio de infusão de cérebro
e coração (BHI), em diferentes pH, estes auto-
res observaram que a cepa testada se desen-
volveu em ordem decrescente, nos pH8,0, 7,0,
6,0 e 9,0, tendo permanecido viável, sem se
multiplicar, no pH 5,0, após 24 horas de in-
cubação, a 250e 3. 4. 5,

Este trabalho foi realizado com a cepa
Y. enierocoliiico. 134 :03, sorotipo e fagotipo
prevalente de infecções humanas na França,
para verificar seu comportamento, frente a
diferentes substratos, temperaturas e pH.

MATERIAL E MÉTODOS

Cepa
Yersinia enierocolitica 134 :03, forneci da pelo

DI'. H. H. Mollaret do Instituto Pasteur de
Paris.

Manutenção da cepa e preparo do inóculo
A cepa foi mantida em ágar tr iptona de

soja em tubos. Os inóculos foram preparados
em água peptonada a 0,1 0/0, pH 7,2 e incuba-
dos a 250e por 24 horas.
Determinação do número de células Vtaveis

As diluições necessárias foram preparadas
em água peptonada a 0,1%, pH 7,2. As semea-
duras foram realizadas na superfície do meio
ágar triptona de soja, distribuído em placas
(0,1 ml de cada diluição). F01'am incubadas
a 25°e por 72 horas, após as quais foi efe-
tuada a contagem de colônias.

Testes de avaliação do crescimento e da
termo-reeistência
a) Meios
Foram preparados sobre o meio base de

água peptonada a 0,1%. por adição de gliccse,
maltose, celulose míeroscrlstalina, amido solú-
vel e leite desnatado, na concentração final de
2%, e por adição de pectina de batata e glico-
gênio, na concentração de 0,1%, nos pH 5,0,
7,0 e 9,0. Estes meios foram distribuídos à
razão de 9 ml por tubo.

b) Crescimento
Após a inoculação da cepa, os tubos foram

incubados a menos 150e e 8, 25, 37 e 42oe,
por 24 horas e por 3, 5, 7 e 30 dias. Depois
de cada período de incubação, retirou-se um
tubo de cada substrato em cada pH, para se
proceder à contagem de células viáveis, con-
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forme já descrito. Os tubos foram manipula-
dos uma única vez.

c) Termo-resistência
Após a inoculação da cepa, os tubos foram

levados a banhos-ma ria ; um dos banhos foi
regulado a 68°e e o outro, a 72°C. Depois de
1, 2, 4, 6 e 10 minutos de exposição, foi reti-
rado um tubo de cada pH e substrato para se
proceder à contagem de células viáveis, confor-
me descrito. Os cuidados necessários à condu-
ção do teste. foram observados, tais como a
f'lambagem da parte superior do tubo que não
continha meio de cultura, e a imersâo completa
no banho-mania da parte que o continha.

d) Recuperação da cepa após o tratamento
térmico

Os tubos, depois de expostos ao calor, foram
incubados a 8°e, por 25 dias, após o que se
procedeu à verificação da presença qualitativa
de células viáveis da Y. enterocolitica semeada.

RESULTADOS

Os resultados da avaliação do crescimento
da Y. enterocolitica estão expressos nos grá-
ficos (fig. 1 e 2), assim como a quantidade
inicial de células presente nos meios.

Os resultados obtidos a 150e negativos, não
expressos nos gráficos, revelaram que a cepa
não apresentou aumento ou diminuição signi-
ficativos do número inicial de células; porém,
manteve-se viável até o final das observações.
Os resultados a 42°e, também não expressos
nos gráficos, revelaram ausência de células
viáveis após 24 horas de incubação, em todos
os substratos, nos pH testados. Entretanto,
não se determinou o tempo mínimo necessário
depois do qual não era mais possível recuperar
a cepa.

Pela observação dos gráficos de crescimento
(f'ig, 1 e 2) conclui-se que o aumento do
número de células é marcante só após 7 dias
de incubação a 8 e 37oe, enquanto que, a
25°C, a fase de adaptação e multiplicação é
mais rápida. Alguns substratos e pH parecem
favorecer o desenvolvimento da Y. enteroco-
liiica, como o leite desnatado, o glicogênio e
o amido, em pH 7,0, nas temperaturas de 8 e
37°e, e a glicose e a maltose, em pH 5,0, na
temperatura de 25°C. Entretanto, se não consi-
derarmos a variável período de incubação, a
cepa se multiplica em todos os meios e tempe-
raturas testados, com exceção dos meios com
pectína de batata e dos incubados a 42 e -150e.

Os resultados da avaliação da termo-resis-
tência, conforme os gráficos (f'ig. 3 e 4), de-
monstram que o pH 5,0 parece proteger a
cepa contra a ação do calor. Dependendo do
substrato, a termo-resistência varia; assim,
os substratos de proteína, de açúcar ou de
celulose favorecem a cepa, enquanto que a
pectina de batata a desfavorece.

A cepa testada recuperou-se da injúria fí-
sica causada pelo tratamento térmico, como
segue: glicose em pH 5,0, até 6 minutos a
68°e, e até 2 minutos a 72°C; glicose, mal to-
se, leite desnatado e glícogênío em pH 7,0, até
10 minutos a 68oe.



GELLI, D.S. - Crescimento e termo-resistência da YeTsinia ent.erocolitica, sorotipo 03 Rev. Inst. Adolfo
Lutz, 42 (1/2) :9-16, 1982.

ÁGUA PEPTONADA ÁGUA PEPTONADA ÁGUA PEPTONADA

108 pH 5.0 pH 7.0

\
pH 9.0 <,

)106 I
I

,/104 I '"Y ---- - - -102
.---, !----,

GLICOSE GLlCOSE GLlCOSE

108 pH 5.0 <, pH 9.0-
106 I '\

<li ~/ /;7C!.)

> 104-o ,--- --- - --> -- -- -
<li 102o:; ~ r-----.

•• C!.)
u

MAL TOSE MALTOSE MAL TOSE
C!.)

108"U pH 5.0 pH 9.0

----)
o •••••••••....

106 7C!.)

!E
-::J
Z

104
"I

I'- ---.,
102

~ ~ ~

CELULOSE CELULOSE CELULOSE

108 pH 5.0 <, <,
J

<,
106 / I104 ,

102
f----, ~ ~

3 5 7 30 3 5 7 30 3 5 7 30

Período de incubação em dias

25°C
SOC

37°C

FIGURA 1 - Gráficos de avaliação de crescimento da Yersinia enterocolitica frente a diversos
subs tratos em diferentes pH.
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CONCLUSõES

Os substratos usados estão relacionados com
alguns dos elementos presentes nos alimentos.
jj importante assinalar que pode ocorrer ação
iinêrgica entre estes elementos e o pH do
iroduto, influindo positiva ou negativamente
10 desenvolvimento e na termo-resistência da
{. enterocolitica. Entretanto faltam observa-
.ões referentes às substâncias de natureza
ipídíca,
A recuperação da célula após o tratamento

érrnico, apesar de aspecto bem caracterizado
considerado para o isolamento de Salmo-

.ella sp., a partir de alimentos que sofreram
ratamento térmico, tem implicações adicio-
.aís no que diz respeito à Y. enterocolitica,
ambêm agente de toxi-infecções alimentares,
ma vez que esta é capaz de se multiplicar
temperatura de geladeira (de O a SOe).

.pesar de ocorrer uma diminuição marcante
o número de células viáveis após um minuto

de exposição às temperaturas testadas, úteis
no processo de pasteurização, é preciso consi-
derar que a efetividade deste processo depen-
de também do número inicial de células pre-
sentes, da natureza do produto e do seu pH,
assim como das condições de manutenção do
produto acabado.

Os resultados fornecidos por este e pelos
trabalhos de HANNA et alii 3, 4, 5 complemen-
tam-se e as pequenas diferenças justificam-se:
as cepas testadas não são as mesmas, as
observações do presente trabalho se estende-
ram por 30 dias, e há pequenas variações na
metodologia empregada.

As informações apresentadas devem ser
consideradas no que diz respeito aos processos
tecnológicos de obtenção de alimentos e de seu
transporte, assim .como de conservação de ma-
térias-primas e produtos acabados; além disso,
permitem avaliar o comportamento da Y. en-
terocoliiica frente às variáveis testadas.
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GELLI, D.S. - Yersinia enterocolitica, serotype 03: growth and thermoresistance.
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ABSTRACT: The ínfluence of subs tracts at pH 5.0, 7.0 and 9.0 and incubation
temperatures on the growth and thermoresistance of a strain of Yersinia eni.ero-
colitica serotype 03 was observed. For assessing growth af'ter inoculation of a
gíven number of viable cells, cultures were observed at the end of 1, 3, 5, 7 and
30 days. At -15°C there was no multiplication, although the germ was viable ;
at 42°C, it was destroyed before 24 hours ; at 25°C, the adaptation pcriod is
shorter, as compa red with temperatures of 8° and 37°C. At pH 5.0, growth was
favored and potato pectins were particularly unfavorable. Temperatures aí 68
and 72°C during 1, 2, 3, 4, 6 and 10 minutes was used for the thermoresistance.
At pH 5. O, thermoresistance was greater. The presence of proteín, sugars and
cellulose substracts favored the strain while potato pectins reduced that character-
istic. After the latter tests, tubes were incubated at soe for days, Some substracts
allowed a recovery from the thermal injury.

DESCRIPTORS: Yersinia enterocolitica, seratype 03; Yersinia enteroeolitiea,
growth and thermoresistance in some eubstracts ; pH; temperature,
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RESUMO: Foi realizado inquérito sorológico para verificar a freqüência de
anticorpos para o vírus da influenza tipo C em soros de habitantes da cidade
de São Paulo. Das 651 amostras de soros estudadas, 324 foram colhidas em 1978
e 327 em 1979. Todas as amostras eram de pessoas sem sintomas respiratórios
aparentes, que procuraram o Instituto Adolfo Lutz para exames de rotina, prove-
nientes de diferentes bairros da cidade. Estes soros foram examinados através da
reação de inibição de hemaglutinação para demonstrar a presença de anticorpos
para o vírus da influenza tipo C. Do total de soros examinados resultou que
68,6% apresentavam anticorpos inibidores da hemaglutinação para esse vírus, per-
mitindo inferir que o vírus da influenza tipo C está presente, isto é, circula entre
nós, em porcentagens semelhantes às encontradas em outros países. Com exceção
do grupo etário de 0-4 anos e do grupo de igualou maior que 60 anos, em que
os resultados foram inferiores em 1979, em relação aos de 1978, os demais grupos
não mostraram diferenças entre os dois anos estudados.

DESCRITORES: influenza, tipo C, anticorpos em soro humano de habitantes
da cidade de São Paulo; orthomyxovirus, influenza tipo C.

INTRODUÇÃO

O vírus da influenza tipo C foi isolado pela
primeira vez em 1947 por Taylor, que deno-
minou a amostra de n.? 1233. Posteriormente,
em 1950, FRANCISet alii isolaram outra cepa
de vírus, também não relacionada com os
outros vírus da influenza até então conhe-
cidos, e denominaram esta nova amostra de
JJ. Verificou-se mais tarde que as amostras
1233 e J J eram antigenicamente relacionadas
e, por suas características diferentes, foram
denominadas de vírus da influenza tipo C.
A diferença entre o receptor para o vírus

da influenza C e para os outros vírus da
influenza foi verificado primeiramente por
Hrasr, em 1950 4. Recentemente, KENDAL7
confirmou a perda do efeito da neuraminidase
nos receptores celulares para o vírus da in-
fluenza tipo C e verificou, também, que os

receptores para o vírus da influenza C não
contêm ácido siálico, e que a atividade de
destruição dos receptores para esse vírus não
é dada pela neuraminidase,

Estudos visando verificar os níveis de anti-
corpos para o vírus da influenza C têm sido
realizados por diversos autores 5, 8, 9; assim é
que JENNINGS5, estudando a incidência de
anticorpos para os vírus da influenza tipos B
e C em soros de jamaicanos, encontrou anti-
corpos inibidores da hemaglutinação para o
vírus da influenza C em 60% dos soros estu-
dados.

MINUSE et alii 8, em 1954, estabeleceram
métodos de isolamento, características hema-
glutinantes com várias espécies de hemácias,
adsorção e eluição por hemácias de galinha,
adaptação em animais, e realizaram estudos
sorológicos em crianças.

* Realizado na Seção de Vírus Respiratórios, Entéricos e Outros do Instituto Adolfo Lutz, São
Paulo, SP.
Do Instituto Adolfo Lutz.**
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o vírus da influenza tipo C, embora nor-
malmente pareça causar infecções respirató-
rias brandas no ser humano 6, por vezes, pode
estar associado a infecções mais sérias em
crianças. Geralmente as infecções por esse
vírus são esporádicas; entretanto, são conhe-
cidos alguns surtos epidêmicos- 3, 9.

Em revisão da literatura especializada, não
encontramos qualquer estudo sobre esse vírus,
em nosso meio, razão pela qual foi realizado
este trabalho, tendo em vista determinar a
freqüência de anticorpos para o vírus da in-
fluenza C em habitantes da cidade de São
Paulo, através de inquérito sorológico.

MATERIAL E MÉTODOS
Vírus
A amostra usada foi a Taylor do vírus da

influenza C, cedida pela Dra. M. S. Pereira
do "Vírus Reference Laboratory of the Cen-
tral Public Health Laboratory" de Londres,
Inglaterra.

Soros
Em 1978 e 1979 foram colhidas respectiva-

mente em cada ano, 324 e 327 amostras de
soro de pessoas sem sintomas respiratórios
aparentes que eram encaminhadas ao Instituto
Adolfo Lutz para exames variados, obtenção
de carteiras de saúde e alistamento militar.
Todos os soros eram separados com assepsia
e estocados a -20°C até o momento do uso.

Reação de inibição de hemaglutinação
Antígeno: Foi obtido através de passagens

sucessivas do vírus na cavidade amniótica de
ovos embrionados de galinha que foram in-
cubados a 350C, por 72 horas. Após colheita
do líquido amniótico, foi realizada reação de
hemaglutinação para determinar a unidade
hemagl utinante.

Reação: Os soros foram inativados a 56°C
por 30 minutos e a técnica utilizada foi a
microtécnica em placas. Foram feitas diluições
seriadas do soro, a partir de 1 :5, no volume
de 0,025 ml ao qual se adicionou mesmo volu-
me de antígeno, contendo 4 unidades hema-
glutinantes, A mistura soro-vírus foi deixada a
4°C, durante 30 minutos, após o que lhe foram
adicionados 0,05 ml de suspensão de hemácias
de galinha, a 0,5%. A leitura foi feita após
30 minutos, a 4°C. O título final foi tomado
como a mais alta diluição do soro que inibiu
completamente a hemaglutinação. Os soros
que demonstraram inibição da hemaglutinação
a partir da diluição inicial de 1:5 foram con-
siderados positivos, isto é, com presença de
anticorpos,

RESULTADOS
Das 651 amostras de soros examinados pela

reação de inibição de hemaglutinação para
determinar a presença de anticorpos para o
vírus da influenza C, 447 amostras foram
positivas, ou seja, 68,6% demonstraram ini-
bição de hemaglutinaçâo na diluição igualou
maior que 1:5.

Na tabela abaixo mostramos os soros distri-
buídos segundo os grupos etários nos anos
1978 e 1979, com os respectivos totais de posi-
tivos, e porcentagens de cada grupo separa-
damente.

De interesse, pode-se verificar que em 1978
o número de soros positivos na faixa etária
até 4 anos foi superior ao encontrado em 1979
e que entre as pessoas com idade igualou supe-
rior a 60 anos foi encontrado número de soros
positivos menor em 1979 que em 1978. Embora
haja as naturais variações entre os grupos
etários, no cômputo geral não houve diferença
quanto à freqüência de anticorpos para o vírus
da influenza tipo C entre os dois anos estu-
dados.

Resultado geral dos soros examinados nos anos 1978 e 1979 segundo os grupos etários

TABELA

1978 1979
Grupos
etários Soros Soros positivos Soros Soros positivos

examinados examinados
n.? n.? % n.? n.? 0/0
-

~ 4 18 6 33,3 26 4 15,3
5- 9 27 14 51,8 36 18 50,0
10 - 19 49 33 67,3 72 54 75,0
20 - 29 58 46 79,3 78 60 83,3
30 - 39 54 40 74,0 46 33 71,7
40 - 49 62 47 75,8 27 21 77,7
50 - 59 36 27 75,0 27 21 77,7
?: 60 20 15 75,0 15 8 53,3

Total 324 228 - 327 219 -
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Dos resultados, constatou-se também que a
distribuição de soros positivos é mais ou me-
nos uniforme entre os diversos grupos etários,
a partir de 10 anos.

Consideramos como sendo positivo, isto é,
contendo anticorpos antí-hemaglutinantes, os
soros com título igualou superior a 1:5 na
reação de inibição de hemaglutinação, porque
verificamos que não havia diferença no título
de anticorpos antes e depois do tratamento
com RDE, enzima usada para retirar os inibi-
dores inespecíficos para os vírus da influenza
A e B, presentes no soro humano e de ani-
mais. Quisemos confirmar o fato demonstrado
por STYK 10 de que só existe inibidor inespe-
cífico para o vírus da influenza C no soro
normal de rato, enquanto que, para os outras
membros do grupo, isto é, influenza A e B,
não existe inibido r inespecífico no soro normal
de rato.
A distribuição dos soros positivos em rela-

ção aos títulos obtidos foi a seguinte: 139
soros demonstraram título de 1:5; 166 de-
monstraram título de 1 :10; 107, de 1 :20; 29,
de 1 :40 e finalmente 6 soros demonstraram
título de 1 :80.
É necessários lembrar que as dosagens dos

anticorpos para influenza C são altamente
específicas, pois o vírus padrão de influenza
C não cruza com nenhum outro mixovírus e a
reação de inibição de hemaglutinação serve
exatamente para a classificação da influenza
em tipos e subtipos, tal a sua especificidade.

DISCUSSÃO

Dos resultados obtidos neste trabalho, veri-
ficamos que em São Paulo, de modo análogo
ao que ocorre com o vírus influenza tipo A,
o vírus da influenza tipo C também causa
infecção na infãncia, o que é consubstanciado
pelo dado obtido, isto é, 48,6% de soros de
crianças de 0-4 anos com anticorpos para esse
vírus.

Nossos dados relativos à influenza tipo C
são semelhantes aos observados por DAVEN-
PORT et alii 1 em estudo epídemíológico da dis-

tribuição, por grupos etários, dos anticorpos
correspondentes às variantes do vírus influen-
za. Demonstrou esse autor que os anticorpos
correspondentes ao vírus da influenza C estão
presentes na infância e se mantém em altos
títulos ao longo da vida e que, embora o isola-
mento seja pouco freqüente, a infecção por
esse vírus ocorre comum ente na infância.
A observação de que houve distribuição

mais ou menos uniforme nas porcentagens de
soros positivos dentro dos diferentes grupos
etários, com exceção da faixa com menos de
10 anos, concorda plenamente com os resul-
tados obtidos por JENNINGS5, em 1968, num
estudo sorológico da incidência de anticorpos
para o vírus da influenza B e C nos soros de
j amaicanos. Este autor verificou que 60% dos
soros examinados inibiam a hemaglutinação
para o vírus da influenza tipo C, verificando,
ainda, que a porcentagem de soros positivos
era menor em idades menores que 10 anos e era
maior em indivíduos- da faixa de 10-14 anos.
Ainda, segundo o citado autor, o fato de o
nível de anticorpos se manter ao longo da
vida, seria sugestivo de que as reinfecçôes e
infecções subclínicas seriam freqüentes, expli-
cando assim a alta incidência de anticorpos
para esse vírus. Consubstanciando ainda mais
nossos dados, há o trabalho de MINUSE et
alii 8, os quais em estudo sorológico em crian-
ças, durante uma epidemia de influenza, veri-
ficaram que, de 68 crianças estudadas, 52 mos-
travam aumento de anticorpos para o vírus
da influenza tipo C.

Sendo nossos resultados similares aos en-
contrados em outros países, podemos inferir,
baseados na especificidade do método usado,
que o vírus da influenza tipo C circula, isto é,
está presente em nosso meio, sujeito às con-
dições epidemiológícas gerais, entre as quais
a suscetibilidade ou imunidade do indivíduo
à infecção.
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ABS'l'RAC'l': Hemagglutination-inhibition tests were car ried out in 651 human
sera for the dctection of antibodies to type C influenza virus. Of 324 and 327
sera collected respectively in 1978 and 1979, from individuaIs without evidence of
respiratory infection, 68.6% showed positive results. There was no important
difference between the two years, except in the 0-4 year age group and in
persons older than 60 years. In these two age groups, the frequency of positive
findings was 15.3% and 53.3%, respectively for the 1979 sera while in the 1978
sera, the frequency was 33.3% and 75.0%, respectively.

DESCRlP'l'ORS: influenza virus; orthomyxovirus type C, human; antibodies
in human sera, São Paulo City, Brazil.
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MURATA, L.T.F.; GARRIDO, N.S. & PREGNOLATTO, N.P. - Verificação da
migração global nos diferentes tipos de alimentos quando submetidos a provas
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RESUMO: Foram analisadas 49 amostras de embalagens compreendendo emba-
lagens metálicas revesti das com vernizes ou esmaltes sanitários, e plásticas, para
verificar seu comportamento quando submetidas a provas de cessão por períodos
de tempo de 10 e 40 dias. Verificou-se que as embalagens metálicas revesti das
sofrem mais a ação do tempo que as embalagens de plásticos moldados, filmes
e laminados plásticos, sendo estas últimas portanto mais adequadas para o acondi-
cionamento de alimentos de maior vida-de-prateleira.

DESCRITORES: embalagens metálicas para alimentos, análise; embalagens
plásticas para alimentos, análise; plásticos, embalagens para alimentos, análise;
alimentos, embalagens, análise.

INTRODUÇÃO

O grande avanço na tecnologia dos aditivos
utilizados na indústria de alimentos, princi-
palmente na área de conservadores e estabi-
lizantes, resultou em um acréscimo no tempo
de conservação dos alimentos nas mais diver-
sas condições ambientais. Desnecessário se faz
citar os grandes benefícios que este fato acar-
retou. Nestas novas condições, mesmo em
regiões de clima desfavorável, pode-se adqui-
rir uma grande variedade de produtos vege-
tais e animais que seria impossível obter em
outras épocas.

Para o armazenamento destes alimentos
muito contribuíram os novos tipos de mate-
riais de embalagem desenvolvidos nestas últi-
mas décadas, principalmente depois da última
grande guerra.

O armazenamento adequado e a longo prazo
de gêneros alimentícios tem uma enorme im-

portância econômica, pois atua na redução das
f'lutuações de preço na entressafra, e nos casos
de superprodução, proporcionando estabilida-
de na oferta com' reflexos na manutenção dos
preços.

A embalagem é importante no processo de
transporte de alimentos a grandes distâncias,
porque facilita o abastecimento a países lon-
gínquos 4.

Uma das funções da embalagem é entregar
ao consumidor um alimento com o mesmo nível
de qualidade dos alimentos frescos ou recém-
preparados, em função de sua capacidade de
protegê-los contra os agentes deteriorantes,
infectantes e sujidades.

Uma boa embalagem deve também ser resis-
tente ao produto nela contido durante o pro-
cessamento e/ou armazenamento, não cedendo
elementos de sua composição ao alimento, se-
jam estes nocivos ou não ao homem ou ao

• Realizado na Seção de Plásticos, Vernizes e Outros Materiais de Embalagem do Instituto Adolfo
Lutz, São Paulo, SP.

•• Do Instituto Adolfo Lutz.
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próprio alimento. Deve ainda satisfazer a
diversas outras condições, como por exemplo:
ser impermeável a gases e vapor d'água, em
função da vida-de-prateleira do alimento, ser
de baixo custo, apresentar boa resistência me-
cânica e permitir boa apresentação do produto.

O uso de embalagens para alimentos em nos-
so país está devidamente regulamentado atra-
vés de resoluções da Comissão Nacional de
Normas e Padrões para Alimentos (CNNPA)
do Ministério da Saúde I, 2, 3,

A Resolução 45/77 da CNNP A 3 regula-
menta o uso de polímeros, resinas e respecti-
vos aditivos utilizados na produção, transpor-
te, armazenamento e acondicionamento de
alimentos e bebidas, incluindo os vernizes, e
estabelece os tipos de testes a que devem ser
submetidas as embalagens, e as condições em
que tais testes devem ser efetuados.

Estes testes, designados provas de cessão,
têm a finalidade de verificar a quantidade de
substâncias passíveis de migrar do recipiente
para o alimento, e a importância desta deter-
minação prende-se ao fato de que .estes mi-
grantes, além de potencialmente tóxicos ao
homem, podem alterar as características do
alimento.

Essas provas realizadas com solventes apro-
priados tentam, na medida do possível, simu-
lar as condições a que tanto a embalagem
quanto o produto embalado serão submetidas,
em função do tipo de alimento, do tempo de
contato e da temperatura.

O tempo máximo de contato estabelecido na
Resolução 45/77 da CNNP A 3 entre os 801-
ventes símulantes e a embalagem é de 10 dias.
Como os alimentos envasados e hermetica-
mente fechados possuem vida-de-prateleira
muito mais longa e, uma vez que nestes se
verifica, com alguma freqüência, variações
nas características do alimento, e na embala-
gem anteriormente analisada e apta para tal
fim, levantou-se a possibilidade de o tempo de
contato legalmente estabelecido não ser sufi-
ciente para simular as condições a que estará
sujeito -o alimento, durante sua estocagem.

O objetivo deste trabalho é verificar o com-
portamento dos diferentes tipos de embalagem
quando submetidos a provas de cessão por um
período mais prolongado que o exigido por lei
e, a partir dos dados obtidos, discutir a vali-
dade dos testes no período de 10 dias.

MATERIAL E MÉTODO

Foram selecionadas 49 amostras de emba-
lagens de composições diferentes, assim dis-
tribuídas: 8 de Iaminados plásticos, 7 de plás-
ticos moldados, 8 de filmes plásticos e 26 de
metal revestido com vernizes os esmaltes sani-
tários.
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Como os alimentos que têm uma vida-de-
-prateleira maior são geralmente acondicio-
nados em embalagens metálicas revestidas
com vernizes e esmaltes sanitários, procurou-se
testar em maior escala estes materiais.

O método utilizado foi o descrito no anexo
IV da Resolução 45/77 da CNNP A 3 que clas-
sifica os alimentos em seis tipos-base diferen-
tes, ou seja: alimentos do tipo I (aquosos não
ácidos), solvente simulante, água destilada;
tipo II (aquosos ácidos), solvente simulante,
solução aquosa de ácido acético a 30/0, p/v;
tipo III (aquosos ácidos ou não contendo óleo
ou gordura), solventes simulantes, água desti-
lada, solução aquosa de ácido acético a 30/0,
p/v e n-heptano; tipo IV (oleosos e gorduras),
solvente simulante, n-heptano ; tipo V (alcoóli-
cos), solvente simulante, solução aquosa de
álcool etílico a 500/0, v/v; tipo VI (sólidos
secos), sem solvente simulante.

Provas de cessão foram efetuadas em
amostras do mesmo material nas mesmas
condições, mas em períodos de contato de 10
e 40 dias, com exceção das provas feitas com
o solvente n-heptano, utilizado para as provas
de cessão dos tipos III e IV, cujo tempo de
contato previsto na Resolução 45/77 da
CNNP A 3 é de 30 minutos; o teste de período
prolongado foi efetuado durante 2 horas.

Para os alimentos do tipo lI! foram efe-
tuadas provas de cessão, usando-se como
solventes simulantes água destilada, solução
aquosa de ácido acético, a 30/0, e n-heptano,
e o resíduo foi calculado como a média arit-
mética das três provas de cessão.

A temperatura escolhida foi a de 40oC, pois
a maioria dos produtos embalados são esto-
cados e comercializados à temperatura am-
biente, como previsto na tabela I do anexo
IV da Resolução 45/77 da CNNP A 3.

RESULTADOS

Na tabela da página seguinte estão os
valores médios dos resíduos obtidos nas pro-
vas de 10 e 40 dias, para os diferentes tipos
de amostra utilizados.

Analisando-se as médias dos resultados
apresentados, nota-se que as embalagens
metálicas revestidas com vernizes e esmaltes
sanitários foram as que mais sofreram a ação
do tempo, e as menos atingidas foram as de
filmes plásticos.

Nas embalagens de plásticos moldados,
lamínados e filmes plásticos, as diferenças dos
resíduos obtidos nos testes de 10 e 40
dias são significativas, mas na maioria dos
casos não ultrapassaram o valor de 8 mg/dm 2,

que é o máximo tolerado legalmente. Por
outro lado, nos testes de tempo prolongado,
todas as embalagens metálicas revesti das
liberaram teores de resíduo acima dos limites
estabelecidos na regulamentação.



TABELA

Resultados obtidos nas provas de cessão dos diferentes materiais analisados

Média dos resíduos nas provas de cessão

Materiais Número Solventes simulantes utilizados*
de

analisados amostras Tipo I Tipo II Tipo m Tipo IV Tipo V

10 dias 40 dias 10 dias 40 dias 10 dias 40 dias 80 minutos 2 horas 10 dias 40 dias

Laminados plásticos 8 0,8 2,9 1,9 3,9 1,4 3,0 1,6 2,2 0,7 2,8

Produtos moldados 7 2,3 4,2 2,5 3,9 1,9 4,3 ·1,0 4,9 2,7 4,0

Filmes plásticos 8 0,9 2,0 1,4 1,9 0,9 1,9 0,3 1,9 1,1 5,4

Embalagens metálicas
revestidas 26 1,9 32,5 45,5 472,9 17,5 174,5 0,3 0,8 3,1 36,1

-- ---- ------- ------- ---- - , .

* Solventes simulantes :
Tipo I - água destilada
Tipo II
Tipo m
Tipo IV
Tipo V

solução aquosa de ácido acético a 3% p/v

água destilada, solução aquosa de ácido acético a 3%, p/v e n-heptano
n-heptano

solução aquosa de álcool etílico a 50% v/v
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r

FILMES PLASTICOS

LAMINADOS PLÁSTICOS

PRODUTOS MOLDADOS

EMBALAGENS METÁLICAS

o 20 40

o Provas efetuadas por um periodo de 10 dias

111 Provas efetuadas por um periodo de 40 dias

FIGURA - Porcentagem de amostras com resíduo acima do limite permitido pela legislação brasileira
(8 mg/dm2).

o teor mmimo de resíduo liberado nas
amostras analisadas foi encontrado numa em-
balagem de laminado com valor de 0,1
mg/dm 2 para o tipo IV, e o máximo, numa
de metal revesti da para o tipo lI, com o valor
de 3.000mg'/dm 2.

De acordo com a figura acima, todas as
embalagens metálicas revestidas de verniz ou
esmalte sanitário não satisfizeram as exigên-
cias da Resolução 45/77 da CNNPA 3 e da
Resolução 8/75 da CNNPA 1, quando o tempo
de teste foi prolongado, e 50% destas emba-
lagens não passaram nos testes de 10 dias.
É interessante notar que justamente estas são
usadas para embalar produtos alimentícios de
maior vida-de-prateleira.

A maior taxa de migração verificada ocor-
reu na prova de cessão para o tipo lI, isto é,
quando se usou solvente aquoso ácido. Para-
doxalmente, verifica-se que a maioria dos
alimentos acondicionados em embalagens
metálicas revesti das está enquadrado no tipo
lI, conforme Resolução 35/76 da CNNPA 2,

quer pela sua própria natureza, como no caso
de sucos cítricos, quer pelos acidulantes adicio-
nados para baixar o pH (hortaliças em con-
serva) ou para melhorar o sabor do ali-
mento 5.
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Duas são as causas da baixa resistência e
elevado teor de resíduo nas embalagens metá-
licas revestidas:
a) Recravação posterior à aplicação da

película de revestimento, fazendo com que
surjam áreas vulneráveis dentro da emba-
lagem, podendo ainda ocorrer a remoção me-
cânica da película em alguns pontos.

b) Presença de oxigênio no interior da
embalagem que pode ser responsável, em
alguns casos, por perfurações e estufamentos,
além de favorecer a dissolução dos metais
devido ao efeito despolarizante nas reações
galvânicas de corrosão. O enchimento da
embalagem em baixas temperaturas, isto é,
sem provocar o "vácuo relativo", é o fator
responsável pela não diminuição da concen-
tração de oxigênio.

CONCLUSÃO

A migração apresentada pelas embalagens
metálicas revesti das com verniz ou esmalte
sanitário é muito superior ao limite tolerável
pela legislação brasileira, quando o período de
contato foi prolongado para 40 dias.
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A variação da migração em embalagens de
plásticos moldados, filmes e laminados plás-
ticos não é significativa quando se prolonga
o tempo de contato para 40 dias.

As indústrias, ao projetarem uma emba-
lagem para entrar em contato com alimentos,
não levam em conta a migração de subs-
tãncias indesejáveis da embalagem para o
mesmo, tendo em vista somente fatores eco-
nômicos e mecânicos.

Seria conveniente que se restringisse o uso
de embalagens metálicas revestidas, no caso

de acondicionamento de alimentos ácidos de
maior vida-de-prateleira.

É recomendável também que se faça uma
revisão no que se refere aos tempos de con-
tato nas provas de cessão descritos pela Reso-
lução 45/77 da CNNPA 3.

Ag1'adecimento8

Ao Dr. Waldorniro Pregnolatto, Diretor da
Divisão de Bromatologia e Química do Insti-
tuto Adolio Lutz, por idéias e sugestões rece-
bidas durante a realização deste trabalho.
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ABSTRACT: Forty-nine samples of containers including metallic ones coated
wí th varnish 01' sanitary enamel and plastic containers were examined for behavior
during extraction tes ts lasting 10 to 40 days. Coatcd meta llic containers wore
ou t more than containers of molded plas tic, plas tic film or laminated plastic.
Plastic containers seem to be more suitable for packing foods with a longer
shelf life.

DESCRIPTORS: food containers, metallic, analysis; food containers, plastic,
analysis; plastics for food containers, analysis; containers for food, analysis.
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RESUMO: São apresentados dados clínicos de um paciente de encefalite
herpética do qual foi colhido material do encéfalo para exame histopatológico, por
ocasião de lobotomia temporal visando descompressão intracraniana. O exame histo-
patológico revelou quadro típico de encefalite causada por vírus, com presença
de inclusões intranucleares. Foram colhidos materiais para isolamento de vírus no
encéfalo e no líquor e titulagens de anticorpos no líquor e no sangue. Foi isolado
e identificado o Herpesvirus hominis, tipo 1, a partir do encéfalo e do sangue. O
exame do líquor demonstrou presença de anticorpos específicos, enquanto que, no
sangue não foram encontrados estes anticorpos.

DESCRITORES: encefalice herpética; Herpesvirus hominis, tipo 1, isolamento
do cérebro e do sangue; encefalite por vírus, diagnóstico histológico.

INTRODUÇÃO

Das infecções do sistema nervoso central,
causadas por vírus, a encefalite herpética por
Herpesoirus hominis é a mais freqünte, ainda
que as informações sobre sua real incidência,
patogenia e diagnóstico necessitem de melhor
avaliação.

Escrita em 1955 por VAN BOGAERD26, com
o nome de encefalite aguda necrotizante,
ocorre esporadicamente, de forma endêmica,
em qualquer grupo etário. O êxito é letal em
cerca de 50 a 70% dos pacientes, sendo que
os sobreviventes carregam seqüelas geral-
mente graves. A letalidade em comatosos
chega a níveis de 80% 15.

O diagnóstico clínico da encefalite herpética
é difícil pelo fato de que sintomas e sinais
não apresentam qualquer especificidade, isto
é, são comuns a quaisquer encefalites. não
bacterianas ou a outras de etiologia viral.

As alterações do eletroencefalograma não
são características desta infecção e os sinais
radiológicos evidentes de lesão em expansão
destrutiva necrotizante do lobo têmporo-
-parietal simulam abcesso cerebral ou
neoplasia.

Revisões e estudos da encefalite herpética
realizados em 42 casos por HAYMACKER9
(1958), em 15 casos por ADAMS& JENNETT 1

(1967), em 13 casos por NOLANet alii21 (1970)
e, em 51 casos, por LERNER et alii 15 (1976),

* Realizado no Serviço de Virologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz.

*** Do Hospital Ana Costa, Santos, SP.
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enriquecem a literatura especializada sobre os
dados clínicos, evolução, tratamento e seqüe-
las assim como diagnóstico laboratorial, dei-
xando, contudo, dúvidas sobre a real patogenia
da infecção, tais como, se a encefalite é resul-
tante de infecção primária ou recorrente, e
qual o mecanismo do acesso do vírus ao sis-
tema nervoso central. Faltam, ainda, melhores
esclarecimentos sobre a efetividade do uso de
substâncias como o IDU e os arabinosídeos, no
tratamento da infecção.

O diagnóstico de certeza ou definitivo é
feito somente com o isolamento do vírus, ou
com a presença do antígeno virótico no cére-
bro obtido através de biopsía, ato cirúrgico ou
durante a autópsia.

Em revisao da literatura especializada
nacional, não encontramos qualquer caso de
encefalite herpética que satisfizesse os requi-
sitos de confirmação etiológica somados aos
de tipagem do agente virótico.

Neste trabalho, apresentamos um caso de
encefalite herpética causada pelo Herpesvirus.
hominis, tipo 1, com comprovação diagnóstica
em vida. Discute-se o valor dos resultados
obtidos à luz dos conhecimentos atuais e a
urgência do diagnóstico, tendo em vista as
possibilidades de tratamento.

Pede-se maior atenção para esta infecção
que pode ser de incidência superior à conhe-
cida.

APRESENTAÇÃO DO CASO

M. J. S. F., 39 anos, RG. n.? 363.236,
branca, casada, natural da Paraíba, proce-
dente de Santos. Internada no Hospital Ana
Costa, de 31-5-1980 a 13-6-1980. História de
aproximadamente uma semana de internação
quando começou a apresentar febre diária,
elevada, acompanhada de confusão mental,
diminuição da memória e desorientação
têm poro-espacial. Concomitantemente, apre-
sentava crise convulsiva no hemicorpo esquer-
do, tonicoclônica com início no membro su-
perior esquerdo, de duração de minutos. Após
dois dias, apresentou cefaléia intensa global
acompanhada de náuseas e vômitos em jato.

Deu entrada no Hospital em 31-5-80. Na
admissão estava em estado pós-convulsivo,
taquipnéica, torporosa, corada, febril (38°C)
com PA de 13 x 9 e FC de 120. Rigidez de
nuca. Exame físico especial de outros apare-
lhos sem outras anormalidades.

Ao exame neurológico apresentava-se tor-
porosa, não obedecendo a ordens simples, com
hemiparesia esquerda completa, predominando
em face e membro superior. Reflexos vivos
globalmente mais acentuados à esquerda, com
sinal de Babinski, presentes bilateralmente.
Ao exame de fundo de olho, foram observados
bordos papilares poucos nítidos, com estas e
venosa. Demais pares cranianos, sem anorma-
lidades.
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Apesar do quadro de hipertensão intra-
craniana, a paciente foi submetida a exame
de líquor por punção suboccipital, em virtude
da suspeita de doença infecciosa.

O líquor se apresentou hipertenso, límpido
e incolor, com 395 células com 100% de linfó-
citos. Proteínas, glicose e cloretos normais. O
exame bacteriológico resultou negativo após
bacterioscopia pelos métodos de Gram e Ziehl-
-Nielsen, e cultura em meios adequados.
Hemograma com série vermelha normal, série
branca com 8.000 leucócitos, neutrófilos bas-
tonetes 2%, neutrófilos segmentados 78%,
linfócitos 20%.

Os Raios X de crânio e tórax apresenta-
ram-se normais.

A cintilografia e angiografia cerebral evi-
denciaram volumoso processo expansivo fronto-
temporal direito, com presença de hérnia
encefálica transfoiçal,

A paciente foi medicada com Decadron
(32. mg ao dia), Ampicilina e Hidantoína.
Evoluiu com piora rápida do quadro neuro-
lógico, tendo sido indicada, então, craniotomia
exploradora e descompressiva. À cranio-
mia ampla frontotemporal direita, encontrou-
-se a duramáter tensa e não pulsátil. Feita
punção temporal, resultou negativa. Optou-se
por lobotomia temporal direita. O encéfalo
apresentava-se friável com pequenas áreas de
necrose e homogeneamente friável e amole-
cido. Após a lobotomia, o hemisfério tornou-se
não tenso com melhor vascularização e pul-
sátil. Não foi realizada cranioplastia. Nesta
ocasião foi separado material para o exame
anatomopatológico.
A paciente evoluiu inicialmente com melho-

ria do nível de consciência, porém, a partir
do 3.0 dia de pós-operatório, a falha óssea
tornou-se extremamente tensa e a paciente
evoluiu com piora.gradativa, falecendo no 10.0
dia pós-operatório.

ESTUDO ETIOLóGICO

Materiais e métodos

Vários fragmentos do lobo temporal direito
foram incluídos em parafina para exame
anatomopatológico. As lâminas resultantes,
coradas pela hematoxilina-eosina, foram exa-
minadas ao microscópio comum.

O material submetido a exames virológicos
foi colhido no dia 12-6-80 e constou de amos-
tra de Iíquor cefalorraquiano, sangue e frag-
mentos de encéfalo obtidos respectivamente
por punção suboccipital, punção venosa do
antebraço e aspiração com seringa, através
da falha óssea feita durante Iobotomia tem-
poral direita realizada dois dias antes, visando
descompressão cerebral. Estes materiais che-
garam ao laboratório em boas condições para
exame, sob temperatura de aproximada-
mente 4°C.
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FIGURA 1 - Emcéf alo : aspecto geral do quadro histológico.

FIGURA 2 - Presença de inclusão intranuclear característica.
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As amostras de Iíquor e encéfalo foram
imediatamente congeladas a -700C até o
momento de serem processadas e, da amostra
de sangue, o soro resultante foi congelado a
-15°C até o momento dos exames.

Para as tentativas de isolamento de vírus
do encéfalo, parte deste material foi tritu-
rado, tratado com antibióticos, controlado
bacteriologicamente e inoculado em sistemas
celulares contínuos denominados SIRC, célu-
las de córnea de coelho, e VERO, células de
rim de macaco. Soro e Iíquor também foram
inoculados independentemente nestes dois sis-
temas celulares, sem qualquer diluição, após
controle bacteriológico.

Foram realizadas provas de neutral ização
em culturas celulares pelo método da micro-
técnica 13 nas amostras de Iiquor e soro, vi-
sando a demonstrar anticorpos neutralizantes
específicos para herpes simples. Nestas pro-
vas, empregaram-se 100 DICT 50 do vírus
padrão de Herpesvirus hominis (HVH), tipo
1, oepa Me Intyre. O título do soro ou Iíquor
foi tomado como a recíproca da mais alta
diluição que inibiu o crescimento do vírus em
50% ou mais (CPE). Foram incluídos, além
dos controles das células, controles de 100, 10
e 1 DICT 50 do vírus padrão.

As provas de fixação do complemento nas
amostras de soro e líquor foram realizadas
pela microtécnica preconizada pelo Laboratory
Branch Complement Fixation, Center of
Diseases Control, Atlanta, Ga., EUA.

As provas para identificação do tipo de vírus
do herpes simples isolado foram: tamanho
das lesões produzidas nas membranas cor-ia-
lantóides de ovos embrionados de galinha;
inibição parcial ou total do crescimento do
vírus em culturas primárias de células de em-
brião de galinha (EG); prova de neutraliza-
çâo em culturas celulares 13 em microplacas,
usando soros imunes monovalentes anti-HVH,
tipos 1 e 2.

RESULTADOS

Exame anatomopatológico

O exame histológico mostra fragmentos de
encéfalo, representando camada cortical, ob-
servando-se leptomeninges com vasos intensa-
mente dilatados e congestos, reação perif'ér ica
inflamatória constituída predominantemente
por linfócitos. A camada cortical mostra fre-
qüentes necroses de neurônios, além de intensa
reação glial. Nas áreas subcorticais, obser-
vam-se espongiose, áreas focais de necrose
com infiltrado de células gliais e raros
neutrófilos, vasos dilatados e congestos,
alguns com parede necrótica, pequenos focos
de hemorragia. As células astrocitárias mos-
tram-se reativas, notando-se em alguns
núcleos cromatina condensada na periferia da
membrana nuclear, evidenciando-se presença
de inclusão intranuclear de coloração eosino-
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fílica. A mesma inclusão também é vista em
células oligodendrogliais, porém em menor
freqüência.

Foi diagnosticada encefalite virótica (ver
figo 1 e 2).

Estudo viro lógico

As inoculações de fragmentos de encéfalo
em sistemas celulares SIRC e VERO foram
positivas, isto é, no terceiro dia de incubação
foram vistas lesões ou focos de efeito cito-
pático que evoluíram para 4 + (plus) de
efeito citopático nos dias subseqüentes.

As inoculações da amostra de líquor nos
mesmos sistemas celulares não apresentaram,
após 7 ou 8 dias de incubação e observação,
qualquer efeito visível, razão pela qual proce-
demos a três passagens seriadas que também
resultaram negativas.

As amostras de vírus isoladas do encéfalo e
sangue foram submetidas a duas passagens
seriadas independentes e titulados em sistema
celular VERO. Sua identificação resultou em
neutralização de 100 DICT 50 dos vírus isolados
pelo soro-imune específico anti HVH tipo 1
obtido de coelhos hiperimunizados. Desta ma-
neira, os vírus isolados foram independen-
temente identificados como Herpesoirus
hominis.

As provas de identificação do tipo de HVH
isolado resultaram em lesões com tamanho
característico, dentro dos padrões apresenta-
dos pelos HVH tipo 1 nas inoculações em
membranas corialantóides de ovos embr iona-
dos de galinha. O vírus isolado, passado em
sistema celular primário de embrião de gali-
nha, resultou em inibição do crescimento,
enquanto que em outro sistema celular con-
trole susceptível (VERO) houve desenvolvi-
mento do vírus, manifestado por intenso
efeito citopático. As provas de neutralização
em sistema celular SIRC para identificação
do tipo do vírus isolado, usando soros imunes
anti-herpes simples tipos 1 ou 2 monovalentes,
resultaram em maior inibição do crescimento
para o vírus homólogo, isto é, HVH, tipo 1.

As reações de neutralização em culturas
celulares e de fixação do complemento para
demonstrar a presença de anticorpos especí-
ficos para herpes simples resultaram em:

neutralização: negativa (menor
que 1 :4)
fixação de complemento:
negativa

sangue

Iiquor
neutralização: título = 1 :32
fixação de complemento:
título 1:4

Em vista destes resultados, resolvemos
realizar também a titulagem de anticorpos
para sarampo na amostra de LeR. Esta titu-
lagem resultou negativa na menor diluição
usada, isto é, 1 :4.
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Quaisquer títulos encontrados nestas provas
significam presença de anticorpos específicos
para a infecção. A ausência de anticorpos na
menor diluição usada na prova de neutraliza-
ção significa ausência de anticorpos na amos-
tra ou a presença em títulos não detectáveis
pela sensibilidade da prova. Por outro lado,
os títulos encontrados no líquor atestam a
presença destes anticorpos neste material.

É interessante ressaltar nestes resultados
que, embora os materiais para exame viro-
lógico tenham sido colhidos no mesmo dia
(12-6-80), por um médico, é bom esclarecer
que os instrumentais usados para as colheitas
foram diversos. Isto, é necessário frisar, por-
que haveria a possibilidade de supormos que
o isolamento de vírus do encéfalo fosse, na
realidade, possível contaminação sangüínea,
pois que o material, aspirado com seringa do
encéfalo através da falha óssea, veio acom-
panhado de pequena quantidade de sangue.
Ora, como o vírus também foi isolado do
sangue circulante, poderíamos supor que o
vírus isolado do encéfalo fosse devido a con-
taminação sangüínea. No entretanto, esta
hipótese pode ser facilmente afastada pelo
simples fato de existir o suporte histopato-
lógico da presença de conjunto de alterações
de encefalite, inclusive com inclusões intra-
nucleares viróticas. Em outras palavras exis-
tem no caso em foco lesões causadas por vírus
no tecido nervoso.

COMENTAlnos

Todos os autores afirmam que os sintomas
e sinais apresentados pela encefalite herpética
são similares aos apresentados pelas outras
encefalites de etiologia vir ótica, tornando o
diagnóstico etiológico de certeza da infecção
extremamente difícil em vida, a não ser que
determinados exames complementares sejam
feitos. Neste sentido é bom lembrar que, dife-
rentemente de outras infecções causadas por
vírus, a resposta humoral sangüínea durante
a infecção herpética, ainda que resulte em
aumento significativo de títulos em duas amos-
tras, sendo a primeira colhida na fase inicial
da infecção e a segunda, se possível, com cerca
de duas semanas de intervalo após a primeira,
não representa diagnóstico de certeza mas,
simplesmente, díagnóstíco especulativo ou
mesmo presuntivo da infecção 15, 17. A simples
presença de anticorpos, sej a no sangue como
no Iíquor, não fornece diagnóstico etiológico
definitivo 15; somente o aumento significativo
de título para herpes simples no LCR, demons-
trado através das técnicas de neutralização em
sistemas celulares, neutralização complemen-
to-dependente, fixação do complemento, hema-
glutinação indireta e inibição da hemaglutina-
ção e imunofluorescência, é que permite o
diagnóstico definitivo da etiologia em causa,
quando da ausência do isolamento do vírus.
No entanto, existe a possibilidade de, nestas
provas, estarmos frente a aumento de título

devido a outro vírus do mesmo gênero, como
por exemplo, o Herpesvirus varicelae (vírus
V-Z), que dá reações cruzadas com o herpes
simples 24.

Obviamente, sem o isolamento e a identifi-
cação do agente causal do cérebro ou a de-
monstração de produtos do vírus, isto é, antí-
geno virótico no cérebro e dificilmente no
Iíquor, os casos presuntivos continuarão a ser
considerados como "possíveis", independente-
mente da história pregressa de recorrência
nos lábios ou em qualquer outro local.

A demonstração da partícula virótica, atra-
vés da microscopia eletrônica em materiais
colhidos em vida por punção, biópsia ou ato
cirúrgico, permite o diagnóstico de encefalite
por vírus, limitando-o, porém, ao grupo ou
gênero do agente. Por exemplo, a morfologia
e o tamanho das partículas não diferencia o
vírus do herpes simples dos outros do mesmo
gênero, tais como varicela-zoster, cítomegalo-
vírus e vírus de Epstein-Barr.

O não isolamento de vírus do Iiquor ou do
cérebro, somados aos dados negativos da pes-
quisa de antígenos viróticos nestes materiais,
não exclui o diagnóstico de encefalite causada
por vírus frente ao quadro histopatológico
conclusivo, principalmente quando nele é cons-
tatada a presença de corpúsculos de inclusão
típicos, seja intranuclear ou intracitoplasmá-
ticos. Porém, este quadro histopatológico é
comum a outras encefalites a vírus, como as
devidas aos vírus do sarampo, influenza, ca-
xumba, coriomeningite linfocitária, citomega-
lovírus, arbovírus e enterovírus.

Na realidade, somente as encefalites devi-
das à raiva (corpúsculo de Negri) e ao cito-
megalovírus permitem diagnóstico de certeza
do vírus em causa, a partir do encontro destas
inclusões.

Há divergência quanto ao diagnóstico afir-
mativo pelas inclusões quando elas são devidas
ao vírus do sarampo na panencefalite sub-
aguda esclerosante.

Sob o ponto de vista da afirmação do diag-
nóstico, é interessante o fato de que raramente
se consegue, em encefalite herpética, o isola-
mento do vírus a partir do líquor, sendo este
material considerado pelos autores 20 como
meio pobre, sem grandes possibilidades para
isolamento de vírus, em contraste com os me-
lhores resultados obtidos através de biópsia
ou autópsia cerebral. Em nosso caso, também
não conseguimos o isolamento do vírus a par-
tir do líquor, ainda que tenhamos usado dois
sistemas celulares bastante sensíveis ao desen-
volvimento do vírus do herpes simples. Alguns
autores chamam a atenção para a falha do
isolamento a partir do líquor como um fato
inexplicável 20. Achamos que, provavelmente,
o não isolamento do vírus do líquor poderia
ser dependente da presença dos anticorpos es-
pecíficos dernonstráveis pelos métodos usuais
ou, ainda, pela presença de anticorpos em ní-
veis baixos não demonstráveis pela sensibili-
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dade dos métodos usuais. A possibilidade de
formação de imunocomplexo deve ser conside-
rada, impedindo, desta maneira, o isolamento
do vírus.

Raciocinando com estes dados, encontramos
uma possível explicação para o fato de termos
obtido o isolamento do vírus a partir do san-
gue, e não do líquor. Na presença da viremia,
não encontramos anticorpos e, na presença dos
anticorpos, não isolamos o vírus do líquor.

Aliás, mais uma vez, ficou provado que as
células linfóides do sistema nervoso central
formam seus próprios anticorpos específicos,
isto é, há síntese local de imunoglobulinas 3,

5, 6. Ficou bem evidenciado, em nosso caso, que
os anticorpos no líquor não poderiam ser inter-
pretados como provenientes do sangue circu-
Jante através de lesão na barreira hemoliquó-
rica, pelo simples fato de que não foram detec-
tados estes anticorpos no sangue circulante.
Por esta razão, não seria preciso fazer qual-
quer comparação com titulagens diversas de
outros anticorpos no sangue e no líquor para
verificação da integridade da barreira hemo-
liquórica, nem o estudo das imunoglobulinas
no LCR e da relação albumina no Iíquor e
sangue, conjugada aos anticorpos nestes ma-
teriais 11. No entretanto, foi realizada prova
de neutralização para detectar anticorpos para
sarampo no LCR, com resultados negativos.
Ainda mais, já foi descrita reação ímunitária
presente no líquor na esclerose múltipla, leu-
coencefalite subaguda e neuro-sífilis 7, e ence-
falite herpética 14, sem qualquer lesão da bar-
reira hemoliquôrica 16.

Outros fatos de importância para o caso
descrito são os trabalhos de UDElOZOet alii 25

que demonstraram a presença isolada de anti-
corpos IgM no líquor em níveis mais altos do
que no sangue, em casos de linfoma de Burkitt,
vírus Epstein-Barr, Herpeeuirue, e os de
RUSSEL& SAERTRE22, em 1976, que asseveram
o encontro de anticorpos para HVH no LCR
de vinte pacientes "normais", cor respondendo
a 66% do total examinado, através de técnica
sensível de titulagens de anticorpos, qual seja,
os mediados pela célula dependente da imuno-
lise. Estes pacientes "normais" contavam em
sua história pregressa ataques labiais recur-
rentes de herpes simples e, conseqüentemente,
todos possuíam anticorpos para herpes simples
no sangue circulante. Ora, segundo os achados
deste último autor, poderíamos inferir que,
através de procedimentos sensíveis, a presença
de anticorpos para Herpesvirue hominie no
LCR não tem maior significado diagnóstico
de infecção atual. Por outro lado, tal achado
faz supor a possibilidade de que as encefalites
herpéticas sejam extremamente comuns e que,
na sua grande maioria, incidem sob a forma
subclínica ou inaparente, tendo em vista o fato
de que o indivíduo normal não apresenta qual-
quer lesão da barreira hemoliquórica.

Importante também é a suposição de FRIDEN
et: alii 6, baseados em experimentos em ani-
mais, de que o dano causado ao tecido cerebral
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seria resultante de reação imunocelular contra
as células infectadas pelo vírus e não ação
direta do próprio vírus. Por esta razão, a
maioria dos autores insistem em que o trata-
mento com esteróides, em vez de ser contra-
indicado, deve ser ministrado em altas doses,
tendo em vista limitar a reação imunológica
de destruição, diminuir o edema celular e a
hipertensão intracraniana.

Outro ponto de interesse a ser discutido
seria a via de acesso do vírus ao sistema
nervoso central (SNC). Neste particular, sa-
bemos que a via de invasão ainda não está
bem esclarecida. No entanto, existem evidên-
cias experimentais e clínicas de que o vírus
pode invadir, por via centrípeta, isto é, atra-
vés dos nervos, onde a infecção segue pelas
células de Schwann e fíbroblastos, e não atra-
vés dos axônios, Tal fato é documentado por
estudo através da imunof'luorescência 10.

Complementando, a via de invasão do SNC
se dá hipoteticamente pela passagem do vírus
do trato olfatório, através da placa cribiforme
ou através dos gânglios nervosos 10. Neste sen-
tido, os trabalhos de BARINGER2 e de WARREN
et alii 27 sobre a latência do vírus no gânglío
de Gasser e cervicais são dados de inquestio-
nável contribuição.

Por outro lado, também a invasão através
do sangue circulante foi comprovada em ani-
mais. Sob o ponto de vista clínico, a invasão
pode ser resultante de uma infecção genera-
lizada, mais encontrada em recém-nascidos nos
quais o vírus pode ser isolado do sistema ner-
voso, assim como de vários outros órgãos.
Jovens e adultos rarissimamente apresentam
sintomas de meningoencefalite durante a vi-
gência de herpes simples primário da pele ou
mucosas.

A infecção primária do SNC também é pos-
sível sem sintomas ou sinais de infecção pelo
vírus do herpes simples em qualquer local do
organismo. Neste particular, é de importância
salientar que a paciente nada apresentava sob
o ponto de vista clínico na pele e/ou nas
mucosas e não contava qualquer episódio de
recorrência pelo vírus do herpes simples.

Segundo os dados disponíveis, o presente
caso foi resultante de uma infecção primária
do SNC por Herpeeoirus hominis, tipo 1. Aliás,
com raras exceções, a encefalite é quase sem-
pre causada pelo HVH, tipo 1.

Assim sendo, teríamos que admitir sob o
ponto de vista epidemiológico que a paciente
em causa pertencia à faixa dos 10% das pes-
soas normais que escaparam da infecção her-
pética primária clínica ou subclínica durante
o decorrer da vida; este fato é consubstanciado
pela ausência de anticorpos para HVH no
sangue. Em inquérito sorológico realizado por
nós em 1980 em nosso meio 23, verificamos que,
no grupo etário de 35 a 39 anos, 90% das
amostras apresentavam anticorpos para her-
pes simples; isto é, tinham tido experiência
anterior com a infecção em qualquer época no
passado.
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A introdução de medicações antiviróticas
específicas como o IDU (5 iodo 2'-deoxyuri-
dina) 18, cujos resultados em estudos bem con-
trolados com altas doses desta droga 4 resul-
taram em falha no tratamento da encefalite
herpética, orientaram, posteriormente, vários
autores no uso experimental dos arabinosídeos,
principalmente o Ara-A (vidarabina). As ex-
periências com este produto resultaram na
redução de índices de mortalidade de 70 para
28% 28. No entanto, HAMMER et alíi 8 relatam
que, usando este mesmo produto na dose de
15 mg/kg, diariamente, por dez dias conse-
cutivos, a mortalidade após um mês resultou
em 50% dos casos e que, em seguimento mais

prolongado, este índice subiu para 75% de
mortalidade.

Resulta, pois, que a precocidade do diagnós-
tico da encefalite herpética tem a finalidade
dupla:

a) tentativa de tratamento com drogas
antiviróticas que, quanto mais precocemente
administradas, enfeixam maiores possibilida-
des de sucesso, isto naturalmente, quando elas
estão ao nosso alcance, e a despeito da alta
percentagem de insucessos;
b) tratamento da hipertensão intracrania-

na através de procedimento cirúrgico, que
ainda é de importância capital no tratamento
deste tipo de encefalite.
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ABSTRACT: A clinical and etiological study of a case of herpetic encephalitis
is presented. A brain biopsy was made during a temporal lobo tomy aimed at
intracraneal decompression. Microscopic examination of sections of the right
temporal lobe of the brain disclosed a viral encephalitis with intranuclear inclusion
bodies ín astrocytes. Herpesvirus hominis type 1 was isolated and identified from
the brain tissue and from the blood. Specific antibodies were found in the spinaI
fluid bu t not in the bIood.

DESCRIPTORS: encephalitis, herpetic; Herpesvirus hominis type 1, isolation
from brain and blood; viral encephalitis, histologic diagnosis.
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RESUMO: Setenta e uma amostras de alimentos infantis encontrados à venda
nos supermercados da cidade de São Paulo, SP, provenientes das duas firmas
que industrializam esses produtos no Brasil, correspondendo aos diferentes tipos
de alimentos por elas fabricados, como sucos, cremes, frutas em conserva, pudins,
sopas, etc., foram analisadas para determinação dos níveis de chumbo pelo método
de espectrofotometria de absorção atômica. Os níveis encontrados apresentaram
um mínimo de 0,02 mg/kg e um máximo de 0,37 mgv'kg , com mediana de 0,11
mg/kg e 90.0 percentil de 0,20 mg/kg. Todos os valores encontrados estão dentro
dos limites permitidos pela legislação brasileira para esses alimentos.

DESCRITORES: alimentos, análise; alimentos infantis, determinação de chum-
bo; chumbo em alimentos infantis; espectrofotometria de absorção atômica.

INTRODUÇÃO

O chumbo é um metal cuja tecnologia para
sua obtenção e cujo uso são conhecidos desde
os tempos em que os romanos o aplicavam nos
seus aquedutos, vasilhames de cozinha e nos
recipientes para fazer vinhos 13.

A ação tóxica desse elemento no organismo
humano é descrita desde há muito tempo e,
na sua forma mais conhecida, o "saturnismo".
é caracterizada por convulsões, coma, ataxia,
vômitos persistentes e hiperirritabilidade 11.

Devido à exposição ambienta!' os alimentos
podem ser uma fonte de introdução de baixos
níveis de chumbo no organismo e, embora a
absorção seja pequena, este vai-se acumulando
no organismo durante a vida toda 9.

O chumbo normalmente encontrado nos ali-
mentos, cujos níveis variam de 0,1 a 0,5 mg'/
kg, provêm da própria contaminação do ar,
do solo ou da água, dos produtos agrícolas,
ou é adquirido durante o processamento dos
alimentos ou nos recipientes em que os mes-
mos se envasam, tais como, latas com solda,

cerâmica com tintas ou vernizes à base de
sais de chumbo 10.

Há evidência de que as crianças absorvem,
mais do que os adultos, o chumbo ingerido
através dos alimentos 7; daí, o grande inte-
resse em se conhecerem quais os níveis nos
mesmos pois, apesar de recente no Brasil, o
uso de alimentos infantis industrializados
tende a aumentar por várias razões de ordem
social e econômica.

Para conhecimento dos níveis de chumbo
nesses alimentos foram analisadas 71 amos-
tras de produtos encontrados à venda nos
supermercados da cidade de São Paulo, pro-
venientes das duas firmas que industrializam
esses produtos no BrasiL correspondendo a
vários tipos, tais como, sucos, cremes, pudins,
sopas etc.

MATERIAL

Foram analisadas 71 amostras de alimentos
infantis envasados em vidros, encontrados à
venda nos supermercados da cidade de São
Paulo.

* Realizado na Seção de Aditivos e na Seção de Equipamentos Especializados do Instituto Adolfo
Lutz, São Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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MÉTODO

Foi utilizado o método de determinação de
chumbo por espectrofotometria de absorção
atômica, com chama.

Equipamento
Espectrofotômetro de absorção atômica,

equipado com queimadores de fenda única
para ar e acetileno.

Condições instrumentais - comprimento de
onda: 283,3 nm; fenda: 0,7 nm; fonte: lâm-
pada de descarga de chumbo.

Reagentes
Solução de ácido clorídrico 6 N:
Ácido clorídrico p.a. suprapur .... 50 ml
Água desmíneralizada até completar 100 ml
Soluções padrões de chumbo:
Solução I (1.000 JLg/ml) - Dissolver 1,598 g

de nitrato de chumbo em ácido nítrico a 1%
(v/v) , e completar o volume a 1 litro com o
mesmo ácido.

Solução 0,5 e 1,0 JLg/ml - Pipetar 2 ml da
solução I em balão volumétrico de 200 ml e
completar o volume com água desminer ali-
zada. A partir desta solução, pipetar al íquo-
tas de 5 e 10 ml. em balões volumétricos de
100 ml, e completar o volume com água dos-
mineralizada.

Meti! isobutil cetona

Procedimento
Pesar com exatidão, em cápsula de sílica,

cerca de 10 g da amostra previamente homo-
geneizada. Aquecer em banho-marta até seca-
gem. Queimar a amostra seca em bico de
Bünsen, iniciando a queima com chama baixa,
aumentando aos poucos com cuidado para não
aquecer demais. Incinerar em mufla a 350°C,
por três horas. Dependendo do produto, se as
cinzas não ficarem brancas, é necessário reti-
rar a cápsula da mufla, esfriar e adicionar
gotas de solução de nitrato de magnésío a
50% (p/v). Evaporar em banho-mar ia, sec:::r
e voltar à muf'la por mais três horas. Repetir
o processo, se necessário.
Dissolver as cinzas obtidas com 2 ml de

água e mais 5 ml de solução de ácido clorí-
drico 6 N. Aquecer para uma dissolução com-
pleta. Transferir a solução para um balão
volumétrico de 100 ml. Adicionar 5 ml da
solução de pirrolidina ditiocarbamato de amô-
nio. Agitar vigorosamente por dois minutos.
Colocar água desmineralizada saturaria com
meti! isobutil cetona até que a fase orgânica
atinja o topo do balão. Fazer a leitura no
espectrofotômetro, aspirando diretamente a
fase orgânica.

Fazer a leitura do branco de uma solução
constituída de 5 ml de ácido clorídrico 6 N,

algumas gotas da solução de nitrato de mag-
nésio a 50%, complexada e extraída da mesma
maneira como para a amostra.

Realizar a curva de calibração com soluções
padrões contendo 0,5 e 1,0 JLg/ml de chumbo,
acidificadas com 5 ml de ácido clorídrico 6 N,
complexadas com 5 ml de solução de pir roli-
dina ditiocarbamato de amônio e extrair o
complexo formado com 5 ml de metil isobutil
cetona.

RESULTADOS
Os resultados da análise das amostras en-

contram-se relacionados na tabela da página
seguinte.

DISCUSSÃO
Todas as amostras analisadas apresenta-

ram níveis de chumbo, com um valor máximo
de 0,37 mg/kg e um mínimo de 0,02 mg/kg.
O valor da mediana está situado em 0,11 mg/
kg e o 90.° percentil *, em 0,20 mg/kg. Esses
valores não estão acima dos normalmente
encontrados nas frutas, vegetais e cereais
in natura, se forem comparados aos obtidos
num Programa Conjunto FAO/OMS de Mo-
nitoramento e Contaminação de Alimentos e
Rações 8.

Quando os alimentos são processados e enva-
sados em latas com soldas, muitas vezes os
níveis de chumbo são altos 12. O fato de serem
os alimentos infantis no Brasil envasados em
vidros constitui uma boa medida para evitar
essa contaminação.

Em nenhuma das amostras o nível atingiu
o valor de 8 mg/kg, que é o limite máximo
admitido pela legislação vigente no Brasil para
alimentos em gel'al1• Essa legislação deve ser
revista face às recomendações da "Codex
Alimentarius Commission" 5, que estabelece
limites para néctar de fruta, 0,3 mg /kg, cacau
em pó e mistura de açúcar e cacau, 2 mg /kg,
caseína ácida comestível, 2 mg/kg, casematos
comestíveis, 2 mgv'kg e face às resoluções
específicas da Câmara Técnica de Alimentos
do Ministério da Saúde 2.3,4, que estabelece
para geléias de frutas, 0,5 mg/kg, frutas em
conserva, 0,5 mg/kg e coco ralado, 0,5 mg/kg.

Segundo monografia da "International
Agency for Research on Cancer", o nível má-
ximo tolerado pelo "Codex Alimentarius Com-
mission" é de 0,3 mg/kg para frutas e vege-
tais enlatados 6. Este limite estabelecido, em
relação à ingestão semanal aceitável para
adultos, é de 0,05 mg/kg de peso corpóreo,
Convém, entretanto, lembrar que o valor do
90.0 percentil por nós encontrado situa-se
dentro desse valor tolerado e que, até o mo-
mento, não há um limite para a ingestão
semanal aceitável estabelecido para crianças
de baixa idade. Daí, a importância de que os
alimentos infantis apresentem o mínimo pos-
sível de níveis de chumbo.

* Valor abaixo do qual 90% das amostras estão distribuídas na relação do número de amostras e
valores encontrados na tabela.
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TABELA
Níveis de chumbo em alimentos infantis em conserva

Amostra
n.? Produto

Chumbo
mg/kg (ppm)

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

Suco de laranj a
Suco de laranja e abacaxi
Suco de frutas diversas
Creme de maçã
Creme de frutas e verduras
Creme de legumes e verduras
Creme de espinafre
Creme de espinafre
Creme de espinafre
Creme de espinafre
Creme de espinafre
Creme com batata e mandioquinha
Purê de pera
Purê de damasco
Purê de damasco
Purê de pêssego
Purê de banana
Pudim de arroz doce
Pudim de laranja
Pudim de arroz doce
Fru tas diversas
Frutas sortidas
Maçã
Goiaba
Banana
Ameixa
Pêssego
Damasco
Goiabas
Banana com abacaxi
Banana e abacaxi
Maçã e laranja
Mamão e maçã
Cenoura e laranja
Legumes diversos
Legumes variados
Legumes com carne
Legumes com fígado
Legumes com frango
Legumes com fígado e arroz
Galinha com legumes e arroz
Galinha com legumes
Galinha com creme de batata
Galinha com arroz e cenoura
Galinha com batata e cenoura
Galinha com arroz
Galinha com arroz e cenoura
Galinha com batata e cenoura
Frango com cenoura e batata
Frango com arroz e ovos
Frango com macarrão
Frango com legumes e cereais
Frango com arroz e legumes
Frango com legumes e macarrão
Frango com arroz e gemas de ovos
Frango com arroz e legumes
Frango com creme de legumes
Frango com creme de legumes
Carne com macarrão
Carne com macarrão e legumes
Carne com legumes e arroz
Carne com batata e mandioquinha
Carne com arroz e cenoura
Carne com batata e cenoura
Carne com legumes
Carne com macarrão
Fígado com legumes
Cenoura
Cenoura com arroz
Macarrão e tomate com arroz
Canjinha

0,12
0,17
0,03
0,14
0,22
0,10
0,07
0,08
0,05
0,09
0,05
0,02
0,08
0,07
0,19
0,26
0,11
0,12
0,14
0,17
0,10
0,10
0,06
0,02
0,10
0,15
0,13
0,10
0,17
0,04
0,05
0,26
0,18
0,11
0,10
0,12
0,14
0,08
0,03
0,05
0,10
0,04
0,12
0,03
0,30
0,08
0,13
0,13
0,02
0,05
0,11
0,11
0,13
0,12
0,02
0,12
0,11
0,22
0,37
0,09
0,03
0,02
0,17
0,14
0,10
0,12
0,17
0,08
0,12
0,09
0,11
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LARA, W.H.; SAKUMA, A. M. & YABIKU, H.Y. - Lead levels in baby foods
sold in São Paulo City, Brazil. Re». Inst. Adol] o Lutz, 42 (1/2) :35-38, 1982.

ABSTRACT: 71 samples of baby foods such as juices, creams, f'ruits, puddings
and soups produced by the two industries which process baby foods in Brazil, sold
at groceries of the city of São Paulo, were analysed for their lead content by
atomic-absorption spectrophotometry. The levels observed falI in the range from
0.02 mgvkg to 0.37 mgv'kg with a median of 0.11 mg/kg and the 90th percentile
of 0.20 mg Zkg; Ali them had levels accetable according to Brazilian law for
th ese foods.

DESCRIPTORS: baby foods, lead determination; foods, analysís ; lead in baby
foods, determination by atomic-absorption spectrophotometry.

REFERltNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

1. BRASIL. Leis, decretos, etc. - Decreto
n.? 55.871 de 26 mar. 1965. Diário Oficial,
Brasília, 9 abro 1965. Seç. 1, pt. 1, p. 361lo
Modifica o Decreto n.? 50.040 de 24 jan.
1961, .referente a normas reguladoras do
emprego de adi tívos para alimentos, alte-
rado pelo Decreto n,? 691 de 13 mar. 1962.

2. BRASIL. Leis, decretos, etc. - Resolução
normativa n.? 05/79 da Câmara Técnica
de Alimentos do Conselho Nacional de
Saúde. Diário Oficial, Brasília, 8 ot. 1979.
Seç. 1, pt. 1, p. 14755. Fixa a identidade
e as características mínimas de qualidade
para frutas e conservas.

3. BRASIL. Leis, decretos, ate, - Resolução
normativa n.? 12/79 da Câmara Técnica
de Alimentos do Conselho Nacional de
Sa úde. Diário Oficial, Brasília, 1.0 maio
1979. Seç. 1, pt. 1, p. 7547. Fixa a iden-
tidade e as características mínimas de qua-
lidade para o coco ralado.

4. BRASIL. Leis, decretos, etc. - Resolução
normativa n.? 15/78 da Câmara Técnica
de Alimentos do Conselho Nacional de
Saúde. Diário Oficial, Brasília, 1.0 mar.
1979. Seç. 1, pt. 1, p. 2929. Fixa a iden-
tidade e as características mínimas de qua-
lidade para geléias de frutas.

5. CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION.
List of maximum leuele recommended for
contaminants by the FAO/WHO Codex
Alimentarius Commission. 3th series.
Rome, FAO/WHO, 1978. p. 6. (CAC/FAO
4-1978)

6. IARC working group on the evaluation of the
carcinogenic risk of chemicals to humans.
Lyon, 1979. Some metais and mettalic
compounds. Lyon, IARC, 1980. p. 42.
(IARC monographs, 23)

38

7. JOINT FAO/WHO food and animal feed
contamination monitoring programme,
phase lI. Guidelines for establishing or
strengthning national food contamination
monitoring programmes. Geneva, WHO,
1979. p. (FAO Food Control Ser. n. 5
WHO/HCS/FCM/78.1)

8. JOINT FAO/WHO food and animal feed
contamination monitoring prog ramme,
phase lI. Summary report of data re-
ceived from collaborating centree for food
contamination monitoring. Stage I -
1977. Geneva, WHO 1979. p.45-6. (FAO:
ESN/MON/82.2; WHO:HCS/FCM/82.2)

9. KOLBYE, JR., A.C.; NAHAFFEY, K.R.;
FIORINO, J.A.; CORNELIUSSEN, P.C.
& JELINEX, C.F. - Food exposures to
lead. Environ. Health Perspect., 7:65-74,
1974.

10. ROSCHNIK, R.K. - The determination of
lead in foods by a tomíc-absorption spec-
trophotometry. Analyst, 98: 596-604, 1973.

11. RUMMO, J.H.; ROUTH, D.K.; RUMMO, N.J.
& JAMES, F.B. - Behavioral and neuro-
logícal effects aí symptamatic and
asymptomatic lead exposure in children.
Arch. environ. Health, 34:120-4, 1979.

12. SNODIN, D.J. - Lead and cadmium in baby
foods. J. Asso-c. publ. Anal., 11: 112-9,
112-9, 1973.

13. STEINBOCK, R.T. - Lead ingestion in hís-
tory. New Engl. J. Med., 301: 277, 1979.

Recebido para publicação em 9 de dezembro de 1981.



Rev. Inst. Adolfo Lute,
42 (1/2) :39-44, 1982.

VARIAÇÃO DOS NíVEIS DE AFLATOXINA BI EM PASTA DE AMENDOIM
E PAÇOCA CONSUMIDAS NO ESTADO DE SÃO PAULO *

Myrna SABINO **
Emiko r. INOMATA **
Leda C. A. LAMARDO **

RIALA6/544

SABINO, M.; INOMATA, E.I. & LAMARDO, L.C.A. - Variação dos níveis de
afla toxina B, em pasta de amendoim e paçoca consumidas no Estado de São
Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lute, 42 (1/2) :39-44, 1982.

RESUMO: Aflatoxina B, foi identificada, por cromatografia em camada
delgada, em 50 amostras de pasta de amendoim e 106 amostras de paçoca (amendoim
torrado, pilado, com farinha, açúcar e água), expostas ao consumo no Estado de
São Paulo. Os limites detectados para esta af'la toxina foram de 10 a 278 jLg/kg.
As variações dos níveis de afla toxina B, nas amostras estudadas foram expressas
em várias tabelas e gráfico.

DESCRITORES: aflatoxina B" determinação em pasta de amendoim e em
paçoca; amendoim, paçoca, determinação de aflatoxina B,; cromatografia em
camada delgada.

INTRODUÇÃO

Alguns fungos são capazes de produzir me-
tabólitos secundários que são tóxicos e, algu-
mas vezes, cancerígenos tanto para o homem
como para os animais. Estes fungos são cha-
mados toxicogênicos e os metabólitos são de-
nominados micotoxinas.

Entre maio e agosto de 1960, mais de 100.000
peruzinhos morreram na Inglaterra por causa
desconhecida; no ano seguinte, foi comprovado
que uma toxina produzida por Aspergillus
flavus contaminou as tortas de amendoim
(provenientes, entre outros países, do Brasil)
consumidas por estas aves, causando-lhes a
morte. Posteriormente essa toxina foi deno-
minada afIa toxina B,.

A afIa toxina tem sido encontrada numa
grande variedade de alimentos e rações; ficou
comprovado que ela, além de altamente tóxica,
é também cancerígena para várias espécies de
animais 2.

O incidente da Inglaterra poderia ter sido
considerado somente em seu aspecto veteriná-
rio, não fosse comprovada a ação carcinogê-
nica da afIatoxina, o metabólito responsável
pela intoxicação.

Desde a primeira identificação da aflato-
xi na B" pelo menos quinze outras afIatoxinas
e seus derivados já foram isolados. Entre
elas, as afIa toxinas B" B2,G, e G. são as mais
comuns.

Devido ao alto risco de contaminação de
alguns produtos por aflatoxina B" especial-
mente amendoim, e aos grandes prejuízos que
ela pode causar ao organismo humano e ani-
mal, alguns países, inclusive o Brasil 1, já
estabeleceram limite de tolerância para esta
aflatoxina.

O estabelecimento em diversos países do
mundo de limites de tolerância para a aflato-
xina criou impasse para países exportadores,
dificultando a venda de seus produtos e amea-
çando suas balanças comerciais; para países
importadores aumentaram as dificuldades na
obtenção de suprimentos agrícolas e, conse-
qüentemente, diminuiu a quantidade de ali-
mento disponível. Daí a importância do pro-
blema, tanto econômico como de saúde para o
homem e os animais.

A afIa toxina B, pode prejudicar não só os
animais bem como atingir o homem, pois o
amendoim que é ingerido "in natura" ou sob
a forma de confeitos, como pés-de-moleque,

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

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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paçoquinhas. pasta de amendoim, pode estar
contaminado.
Baseados nestas considerações, resolvemos

fazer um levantamento da ocorrência da afla-
toxina B, em pastas de amendoim e paçocas
eonsumidas em São Paulo.

Em 1969 fizemos estudo preliminar em fari-
nhas de amendoim e verificamos que, pratica-
mente, todas estas farinhas destinadas à fa-
bricação de rações animais continham aflato-
xina B, em quantidades superiores a 1.000
fLg/kg (ppb) 3. Do mesmo modo, farinha de
amendoim destinada ao consumo humano apre-
sentava-se contaminada por esta afla toxina.
Posteriormente, passamos ao controle desta
toxina em rações e grupos de alimentos de
diferentes regiões geográficas do país 4 pois
o Instituto Adolfo Lutz, Centro Colaborador
do Programa Conjunto FAO/OMS para Moni-
toramento de Contaminação de Alimentos, re-
mete anualmente a esta organização dados
análíticos sobre aflatoxinas, bem como de
resíduos de pesticidas e contaminantes metá-
licos.

MATERIAL E MÉTODO

Foram analisadas 50 amostras de pasta de
amendoim e 106 amostras de paçoca para
determinar aflatoxina B,.

As 50 amostras de pasta de amendoim fo-
ram adquiridas nos supermercados da cidade

TABELA 1

de São Paulo; das 106 amostras de paçoca
provenientes de várias cidades do Estado de
São Paulo, e da Capital, 54 são de produtos
industrializados, de diferentes marcas comer-
ciais.

O método empregado para análise foi o
descrito por PREGNOLATTO& SABINO3, com
pequenas modificações: no solvente para de-
senvolvimento do cromatograma e na técnica
para avaliação da afIa toxina B,.

A técnica consiste em pesar 30 g da amos-
tra (triturada em liquidificador no caso de
paçoca ) e extrair a gordura em aparelho de
Soxhlet. Do material desengordurado extrair
com 100 ml de clorofórmio em agitador mecâ-
nico, durante duas horas. Filtrar em papel
Whatman n.? 1 e concentrar (a filtração, por
ser lenta, deverá ser feita através de uma
camada de terra diatomácea, tal como celite.
Utilizar o extrato clorofórmico obtido para
identificação e quantíf'icação da afla toxina R,
por cromatografia em camada delgada. Desen-
volver o cromatograma com benzeno - ace-
tato de etila - etanol (30:19:1). Sob luz
ultravioleta, comparar a mancha fluorescente
correspondente à aflatoxina B, da amostra
com a de um padrão.

RESULTADOS

Os resultados obtidos estão demonstrados
nas tabelas 1. 2, 3 e 4, onde se verifica a

Níveis de aflatoeina R, em pasta de amendoim

N.O de amostras Marca Níveis de aflatoxina B,
analisadas fLgfkg (ppb)

2 A 21
2 A 26
1 A 35
2 A 10
1 A 16
1 A 47
1 A 13
1 A 8
9 A N.D.*

15 B N.D.
1 B 13
1 B 26
1 B 35
2 B 40
1 B 50
5 C N.D.,
1 D N.D.
1 D 25
1 E 167
1 E 278

Total 50 * N.D. - Não aparecimento de fluorescência no cromatograma.-
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evidência de aflatoxina B, em varras amos-
tras. A figura apresenta a variação dos níveis
de aflatoxina B, nas amostras de paçoca de
produto de origem caseira ou industrializado.

Os teores de af'latoxina B, foram expressos
em ftg/kg (ppb) e o não aparecimento de
f'luorescência no cromatograma foi represen-
tado pela abreviatura N.D. (não detectada).

TABELA 2

Níveis de aflatoxina B, em paçoca industrializada

N.O de amostras Marca Níveis de aflatoxina B,
analisadas ftgfkg (ppb)

4 A N.D.*

1 A 22

3 B N.D.

1 B 52

2 C N.D.

1 D N.D.

1 E N.D.

1 E 30

1 F 30

1 F 25

4 F N.D.

1 F 90

3 F 10

1 F 42

2 F 20

2 G 25

3 H N.D.

1 H 104

3 H 40

1 H 50

1 H 25

1 H 20

1 H 220

1 I N.D.

3 J N.D.

1 K 8

2 K N.D.

1 L 65

1 L N.D.

1 L 40

1 M N.D.

1 M 17

1 N N.D.

1 O 45

Total 54 * N.D. - Não aparecimento de fluorescência no cromatograma.-
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TABELA 3

Níveis de aflatoxina em paçoca de origem caseira provenientes de cidades do Estado de
São Paulo

N.O de amostras
analisadas Procedência Níveis de aflatoxina B,

p.,g/kg (ppb)

1
1
2
3
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
5
2
4
2
12
1
1
1

Socorro
São Bernardo do Campo
São Bernardo do Campo
Andradina
Andradina
Murutinga do Sul
Murutinga do Sul
Mirassol
São José do Rio Preto
Catanduva
Mirandópolis
Mirandópolis
Mirandópolis
Bauru
Bauru
Diadema
São Paulo
São Paulo
São Paulo
São Paulo
São Paulo
São Paulo
São Paulo
São Paulo
Campinas
Adamantína
Guaraçaí

22
20
26

N.D.*
20

N.D.
260
163
11

N.D.
195
10
40
130
33
50

156
17
32
8
16
20
40

N.D.
20
33

N.D.

Total 52 '" N.D. = Não aparecimento de fluorescência no cromatograma.

TABELA 4

Tabela demonstrativa dos valores de aflatoxina B, em pasta de amendoim e paçoca

Amostras analisadas

Negativas Positivas acima de 30 p.,g/kg*
Tipo N.o

n.o 0/0 n.? 0/0 média
p.,g/kg

-

Pasta de amendoim 50 30 60 9 18 86,5

Paçoca caseira 52 9 17,3 12 23 80,8

Paçoca industrializada 54 27 50 14 26 63,4

* A legislação brasileira fixou tolerância de 30 p.,g/kg (ppb) para as aflatoxinas calculada
pela soma dos conteúdos das afla toxinas B, e G,. Esta tabela demonstra somente conteúdo
de aflatoxina B,.
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FIGURA - Variação dos niveis de aflatoxina B, em amostras' de paçoca de origem caseira ou
industrializada.
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CONCLUSÃO

Pelos resultados apresentados, pode-se obser-
var que a aflatoxina B, esteve presente em
várias amostras de pasta de amendoim e,
principalmente, em amostras de paçoca.

Nota-se que foi detectada aflatoxina B, em
concentração de até 278 fLg/kg. A legislação
brasileira, através da resolução 34/76, fixou
para os alimentos a tolerância, de 30 fLg/kg
para as aflatoxinas 1, calculadas pela soma
dos conteúdos das aflatoxinas B, e G,.

Considerando que a paçoca tem como prin-
cipal alvo o consumo pela população infantil,
notadamente na Merenda Escolar, é necessário
proteger seus consumidores com a mesma

intensidade com que são protegidos contra
outrospoluentes ambientais.

Acreditamos que a solução para o problema
da aflatoxina depende de mudanças de com-
portamento, como a aproximação entre pes-
quisadores e representantes do setor produ-
tivo do país. Ê preciso que sejam destruídos
preconceitos existentes em ambos os lados.
Ê certo que, para se combater com sucesso
e em definitivo a poluição por micotoxinas
(aflatoxinas), faz-se necessária a educação,
em todos os aspectos, para conservação, pro-
teção e desenvolvimento do ambiente. A orien-
tação é condição essencial, sem a qual não
existirá melhoramento ou progresso. Propósi-
tos governamentais terão somente efeito palia-
tivo se não for dada ênfase à educação e
conscientização da população e ao treinamento
do pessoal especializado nesta área.

RIALA6/544

SABINO, M.; INOMATA, E.I. & LAMARDO, L.C.A. - Variation of the content
of aflatoxin B, in peanut paste and peanut sweet bars consumed in São
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ABSTRACT: Thin-Iayer chromatography was employed for determining the
amount of aflatoxin B, in 50 samples of peanut paste and peanut sweet bars
for sale in various places of the state of São Paulo. The levels determined ranged
from 10 to 278 mgv'kg and are presented in tables and graphs.

DESCRIPTORS: aflatoxin B" determination in peanut paste and in paçoca
(sweet bar); peanut, paste, aflatoxin B, determination; peanut, paçoca, aflatoxin
B, determination; thin-Iayer chromatography.
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RESUMO: Um estudo foi feito na cidade de São Paulo, Brasil, com 25
amostras de leite humano obtido de doadoras no Banco de Leite do Hospital do
Servidor Público do Estado de São Paulo, e de algumas voluntárias. Isômeros
de HCH e metabolitos de DDT foram encontrados em todas as amostras e, em
apenas uma, foi encontrado dieldrin. Os níveis de HCH total (soma dos isômeros
alfa, beta e gama) estão entre 3 /Lg/l e 758 /Lg/l, mas 90% das amostras apre-
sentaram valores abaixo de 38 /Lg/l. Para o complexo de DDT (somatória de
p-p'DDE e p-p'DDT), os níveis estão entre 10 /Lg/l e 2610 /Lg/l. Este máximo
de 2610 /Lg/l é muito mais alto que os outros níveis encontrados, pois 80% das
amostras estão abaixo de 318 /Lg/l.

DESCRITORES: leite humano, análise; pesticidas organoclorados (resíduos),
determinação em leite humano; cromatografia em fase gasosa com detector de
captura de elétrons.

INTRODUÇÃO

A contaminação ambiental por resíduos de
pesticidas organoclorados tem sido altamente
estudada em razão da persistência e acumu-
lação na cadeia alimentar desses compostos.

O exame dos fluídos biológicos e tecido adi-
poso humano tem servido como índice do nível
de contaminação das populações, causada pela
poluição do ambiente e, principalmente, dos
alimentos.

O leite humano tem sido objeto de investi-
gações de resíduos de pesticidas desde 1951,
quando LAUGet alii 7 encontraram resíduos de
Í>DT em 30 das 32 amostras analisadas. Desde
então, inúmeros estudos têm sido feitos em
várias áreas rurais e urbanas, servindo como
indicador da contaminação do meio ambiente
pelos organoclorados.

O Programa Conjunto FAO/OMS de Moni-
toramento da Contaminação de Alimentos e
Rações inclui o leite materno entre os alimen-
tos em que se devem pesquisar os níveis de
organoclorados. O relatório desse programa
mostra as variações observadas nos vários
países que realizam esse controle. Uma ava-
liação desses níveis em São Paulo, Brasil,
empregando o método utilizado pela "U.S.
Environmental Protection Agency (EPA)"4,
foi obtido pela análise de 25 amostras de leite
humano, sendo um composto de 15 amostras
colhidas junto ao Banco de Leite do Hospital
do Servidor Público do Estado de São Paulo,
coletadas de fevereiro a março de 1979, e outro
misto de 4 amostras de leite de voluntárias e
6 amostras do Banco de Leite do Hospital do
Servidor Público do Estado de São Paulo, co-
letadas em diferentes datas de 1981.

* Realizado na Seção de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
Apresentado no 5.° Congresso Internacional de Química de Pesticidas da IUPAC. Kyoto, 1982.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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MATERIAL E MÉTODO

Material
O histórico das amostras provenientes do

Hospital do Servidor Público do Estado de
São Paulo, coletadas de doadoras normais do
Banco de Leite, está exposto na tabela 1; o
histórico das doadoras de leite das voluntárias
está na tabela 2.

As amostras do Banco de Leite foram obti-
das por sucção mecânica para frascos de vidro
de 20 ml, com tampa, e congeladas até o mo-
mento da extração dos pesticidas, nunca exce-
dendo a 70 horas. As demais foram coletadas
manualmente para frascos de vidro e feita a
extração imediatamente.
Reagentes

Sulfato de sódio anidro granulado, p.a.
Hexana, acetonitrila e material (isentos de

impurezas para cromatografia em fase gaso-
sa, nas condições de análise)

Florisil, 60-110 "rneshes", ativado a 650°C
Padrões de pesticidas organoclorados

Equipamento

Centrífuga com capacidade rotacional de
2.000 rpm

Concentrador de evaporação de 10 ml com
coluna modificada (micro Snyder Cato Kontes
n.? R - 569250)

Funil de separação de 50 ml

Concentrador Kuderna-Danish de 150 ml

Microcolunas de vidro de 20 em de compri-
mento por 1,0 em de diâmetro interno, pre-
paradas como segue: colocar uma pequena
porção de algodão na extremidade inferior de
uma microcoluna, em seguida colocar 1,6 g de
florisil e, logo após, adicionar 1,6 g de sulfato
de sódio anidro granulado. Lavar a coluna
com 50 ml de metanol e, em seguida, com
50 ml de hexana e deixar em estufa a 135°C,
durante uma noite. Para, rotina de trabalho é
conveniente preparar um grande número de
colunas ao mesmo tempo e guardá-Ias na
estufa até o momento de serem usadas.

TABELA 1

Histórico das doadoras normais do Banco de Leite do Hospital do Servidor Público do Estado
de São Paulo, Brasil

N.o Idade Zona de Contato com
(anos) procedência a lavoura

1 25 urbana não
2 39 rural não

3 36 rural não

4 18 urbana não

5 30 rural não

6 35 rural sim

7 38 urbana não

8 34 urbana não

9 28 rural sim

10 24 urbana não

11 35 rural não

12 36 rural não

13 35 urbana não

14 27 urbana não

15 35 rural não

16 30 urbana não

17 27 urbana não

18 25 urbana não

19 35 urbana não

20 (*) urbana não

21 (*') urbana não

(*) Não foi fornecida.
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TABELA 2

Histórico das doadoras de leite voluntárias, Estado de; São Paulo, Brasil

N.O Idade Zona de Contato com
(anos) procedência a lavoura

22 29 urbana não

23 27 urbana não

24 28 urbana não

25 29 rural sim

Método
O método usado foi o da EP A 4, com pe-

quena diferença na tomada da amostra, que
foi de 1 ml e não de 500 mg, como recomen-
dado, por razões de facilidade de medida.
Consiste no seguinte:
Extração: Colocar 1 ml da amostra de leite

em tubo de centrífuga de 15 ml e adicionar
2,5 ml de acetonitrila e 0,1 ml de hexana
contendo 20 ng de aldrin (serve como refe-
rência na recuperação, e para marcar o tempo
de retenção relativa). Centrifugar e passar °
sobrenadante com auxílio de uma pipetaPas-
teur para um funil de separação de 50 ml.
Repetir a extração duas vezes com 2,5 ml de
acetonitrila.

Reunir os extratos do funil de separação.
Adicionar 25 ml de solução aquosa, a 2%, de
sulfato de sódio. Agitar e extrair com três
porções de 5,2 e 2 ml de hexana. Reunir os
extratos em concentrador Kuderna-Danish de
150 ml e concentrar até mais ou menos 5 ml.
Retirar a coluna de Vigreaux e colocar a
microcoluna Snyder para concentrar até
0,3 ml,
Partição com [lorisil» Tirar da estufa a

microcoluna de florisil (preparada anterior-
mente) e deixar atingir a temperatura am-
biente. Umedecer com 10 ml de hexana e des-
prezar o eluato. Transferir o extrato concen-
trado para o topo da coluna e iniciar imedia-
tamente a eluição, passando um total de 12 ml
de hexana, em seguida, 12 ml de solução de
metanol a 1%, em hexana. Reunir os eluatos
em concentrador Kuderna-Danish. Esta fra-
ção I pode conter: heptaclor, aldrin, p-p'DDE,
o-p'DDT e p-p'DDT. Coletar uma segunda
fração em outro eoncentrador Kuderna-Danish,
eluindo com mais 12 ml de solução de metanol
a 1%, em hexana. Esta fração II pode conter
dieldrin, heptaclorepoxi, endrin, alfa-HCH,
be1a-HCH, gama-HCH e p-p'DDD. Evaporar
ambas as frações e ajustar o volume para
1 ml. Proceder à determinação dos organo-
clorados, por cromatografia em fase gasosa.
Observações: a) Preparar um branco pa-

ra cada série de amostras, passando por todas
as etapas do método. b) Beta-HCH, gama-

-HCH e p-p'DDD podem aparecer em peque-
na quantidade na fração L

Cromatografia em fase gasosa: Foram usa-
dos dois cromatógrafos com as seguintes espe-
cificações:

a) Cromatógrafo Varian Aerograph 2.100-
00, com detector de captura de elétrons, fonte
de tritium e com coluna de vidro, em forma
de U, de 114 de polegada de diâmetro interno,
6 pés de comprimento com fase estacionária
2,5% de QF-1 mais 2,5 de DC-200 em Chro-
mosorb W, 100-120 "meshes", nas seguintes
condições: temperatura da coluna, 190°C; tem-
peratura do injetor, 210°C; temperatura do
detetor, 210°C; fluxo do nitrogênio, 40 ml/min.

b) Cromatógrafo CG-370 com detetor de
captura de elétrons, fonte de tritium e com
coluna de vidro espiral de 1/8 de polegada de
diâmetro interno, 6 pés de comprimento, com
fase estacionária de 2% OV-17 em Chromo-
sorb W, 100-120 "meshes", nas seguintes con-
dições: temperatura da coluna, 204°C; tempe-
ratura do injetor, 216°C; temperatura do de-
teto r, 218°C; fluxo de nitrogênio, 40 ml/min.

A sensibilidade dos aparelhos foi ajustada
de modo a se obter uma deflexão de 50% da
escala do registrador, com 60 picogramas de
aldrin, com ruído de 0,1 mm.

As bifenilas policloradas (PCBs), se pre-
sentes, poderiam ser detectadas num limite
mínimo de 1 mgll, sendo que não foi eviden-
ciada a presença de PCBs em nenhuma. das
amostras. Caso isto tivesse ocorrido, dever-se-
-ia modificar a técnica de extração, pois os
picos de PCBs iriam interferir nos resultados.

RESULTADOS

Todas as amostras analisadas continham
alguns dos seguintes pesticidas organoclora-
dos: alfa-HCH, beta-HCH, gama-HCH, p-p'
DDE e p-p'DDT. A tabela 3 apresenta os
resultados das análises feitas e a tabela 4
mostra os valores dos isômeros de HCH reu-
nidos como HCH total e os isômeros e meta-
bolitos de DDT como somatória de DDT.
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Na comparação dos resultados em nosso
país, com os de outros estudos em outros
países, uma dificuldade bastante grande é
apresentada pela diferente forma de expres-
são dos resultados: ppm, ppb, mg/kg, /-Lg/kg,
mgll, /-Lg/l, expressos no leite total ou na
gordura. São de grande importância as reco-
mendações de uniformização que têm sido
feitas nos últimos anos pelas organizações
internacionais FAO e OMS.

Os níveis de HCH total variaram de 3 /-Lg/l
a 758 /-Lgll, com média de 49 /-Lg/l e 90° per-
centil de 38 /-Lgll, sendo que apenas duas
amostras apresentaram valores acima de 100
/-Lg/l. Os níveis da somatória de DDT varia-
ram de 15 /-Lg/l a 2.610 /-Lg/l (sendo este valor
encontrado n~ mesma amostragem que apre-
sentou 758 /-Lg/l de HCH total), com média
de 278 /-Lgll e 90° percentil de 686 /-Lg/l.

TABELA 3

Níveis dos pesticidas orçanocloradoe em leite humano (/-LU /l)

Amostra a-HCH '}'-HCH f3-HCH p-p'DDE p-p'DDTn.?

01 10 1 2 209 30
02 4 2 3 144 22
03 19 13 1 564 150
04 6 2 1 252 61
05 16 18 140 142 42
06 1 5 9 142 36
07 8 6 6 180 30
08 5 6 1 630 56
09 32 66 660 1752 858
10 13 1 1 160 1
11 11 12 15 55 40
12 5 3 6 60 39
13 10 8 14 72 22
14 4 5 9 135 40
15 6 3 4 267 44
16 2 1 1 28 1
17 3 3 1 291 27
18 1 1 1 22 1
19 2 1 1 15 1
20 1 1 1 23 1
21 1 1 1 23 1
22 1 2 1 25 1
23 2 1 1 74 1
24' 6 1 1 105 1
25** 1 1 1 76 1

* Nesta amostra foi encontrado 1 /-Lg/l de p-p'DDD.

Nesta amostra foram encontrados 2 /-Lgll de Dieldrin.**
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TABELA 4

Níveis do HCH total e somatória de DDT em leite humano (ILg/l)

Amostra
n,o l: DDT

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

HCH total

239
166
714
313
184
178
210
686

2610
161
95
99
94

175
311
29

318
23
16
24
24
27
75

106
77

13
9

33
9

174
15
20
12

758
15
38
14
32
18
13
4
7
3
4
3
3
4
4
8
3

DISCUSSÃO

Em 1951, LAUG ei alií 7, em Washington,
Estados Unidos, num estudo de 32 amostras
de leite humano, verificaram a presença de
DDT em 30, com um mínimo de 0,01 ppm e
um máximo de 0,77 ppm,

SAVAGEet alii 8, no período de 1971 a 1972,
analisaram 40 amostras de leite de mulheres
que moravam na zona rural do Colorado, EUA.
Neste trabalho foi relatada a presença de
resíduos de p-p'DDE e p-p'DDT em todas as
amostras, de beta-HCH em 87,5% das mesmas,
dieldrin em 45% e PBC" em 20%; os mais
altos níveis encontrados foram os de p-p'DDE,
num intervalo de 19 a 386 ppb na gordura
do leite, e p-p'DDT entre 70 a 109 ppb na
gordura do leite.

STRASSMAN& KUTZ9, de 1973 a 1974, ana-
lisaram 57 amostras coletadas de doadoras que
residiam em diferentes regiões de Arkansas
e Missisaipi, EUA. Todas as amostras indi-
caram que houve exposição das mães ao DDT,
com um valor médio de contaminação de 0,344
ppm de DDT total. Este trabalho relata, ain-
da, a presença de beta-HCH, dieldrin e hep-
taclorepoxi em algumas amostras analisadas.

Em 1979, CURRIEet alii 2 descreveram dois
estudos de determinação de resíduos de pesti-

cidas organoclorados na gordura do leite, fei-
tos em Alberta, Canadá, no período de 1966
a 1970, e de 1977 a 1978. Os resultados mos-
traram a presença de beta-HCH em todas as
amostras coletadas no período de 1977 a 1978,
e a ausência no período de 1966 a 1970. Veri-
ficaram, também, que os níveis de p-p'DDT
em metabolitos foram substancialmente mais
baixos no segundo estudo do que no primeiro.
Para alfa-HCH, no primeiro período, a média
foi de 0,107 ppm e, no segundo, 0,109 ppm;
para p-p'DDT, no primeiro período, 1,14 ppm
e, no segundo, 0,437 ppm, Todos esses dados
indicaram uma diminuição nos valores que
foram encontrados no primeiro período, mas
mostraram um aumento no número de pesti-
cidas encontrados. Os autores atribuem esse
fato a uma mudança no uso de pesticidas na
região e uma melhoria das técnicas de análise.
Verificaram, também, que não havia correla-
ção entre os valores encontrados e a idade das
doadoras.

Em 1981, DILLON et alii 3 analisaram 154
amostras de leite materno, em Quebec, Ca-
nadá. Verificaram que 30% das amostras ana-
lisadas excediam o valor de 1,25 mg/kg de
DDT na gordura do leite, limite esse estabe-
lecido pela Comissão do Codex Alimentarius
para leite de vaca. Dado importante neste
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FIGURA 1 - Comparação da mediana de HCH total, em leite humano, São Paulo, Brasil, com as
medianas dos relatórios dos Centros Colaboradores do Programa Conjunto FAO/OMS
de Monitoramento de Contaminação de Alimentos.
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trabalho foi a correlação positiva entre as
mães que fumavam e a quantidade de resíduo
de p-p'DDE encontrado na gordura do leite.

CAMPOS & OLSZINA-MARZYSI, estudando a
contaminação do leite materno, na Guatemala
e em EI Salvador, encontraram resultados
bastante elevados para DDT, com médias de
até 3,54 ppm, em Escuintla, região algodoeira
da Guatemala, e de 0,695 ppm em Santiago
de Maria, em EI Salvador. Relataram, tam-
bém, a existência de resíduos de outros orga-
noclorados em leite materno, tais como HCH,
dieldrin, heptaclorepoxido.
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Nos relatórios dos Centros Colaboradores do
Programa Conjunto FAO/OMS de Monítora-
mento de Contaminação de Alimentos 5, o
Japão, em 1975, apresentou, para o leite ma-
terno, a mediana de 54 J.tg/kg para HCH
total, enquanto que a encontrada por nós, no
Brasil, foi de 13 J.tg/lo Os valores encontrados
pela Suíça, Suécia, Guatemala, Estados Uni-
dos e Canadá foram inferiores a 20 J.tg/kgo
Se compararmos a mediana da somatôria de
DDT de 161 J.tg/l, notaremos que está próxi-
ma da encontrada pelos Estados Unidos, em
1974, que foi de 215 J.tg/kg (figo 1 e 2) o
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FIGURA 2 - Comparação da mediana da somatória de DDT, em leite humano, São Paulo, Brasil,
com as medianas dos relatórios dos Centros Colaboradores do Programa Conjunto
FAO/OMS de Monitoramento de Contaminação de Alimentos.
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ABSTRACT: A survey was carried out in the city of São Paulo, Brazil, 25
samples obtained in the mi1k bank of the "Hospital do Servidor Público do Estado
de São Paulo", Brasil, as well from some volunteering nursing womem. The method
of analysis was that described by the Manual of Methods for Pesticide Residues in
Human and Environmental Samples - EPA-USA. HCH isomers and metabolites
of DDT were found in ali sarnples but just one showed dieldrin. The levels of HCH
total (sum of alpha, beta and gamma isomers) ranged from 3 to 758 f.Lg/l, but 90%
of the samples had levels below 38 f.Lg/l. For the complex DDT (sum of metaboli-
tes) the levels ranged from 16 to 2610 f.Lg/l. This maximum is very far from the
other levels because 80% of the sarnples reamined below 318 f.Lg/l.

DESCRIPTORS: milk, human, analysis; organochlorine pesticide residues in
milk, detection; electron capture gas-liquid chromatography.
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RESUMO: Para avaliar a variação dos níveis de nitratos existentes em
hortaliças frescas, como alface, batata, cenoura, couve e espinafre, foram analisadas
amostras dessas hortaliças, coleta das ao acaso em feiras livres da cidade de São
Paulo. As amostras ae espinafre apresentaram consistentemente níveis altos de
nitratos, com um mínimo de 545 mg /kg e um máximo de 4136 mg Zkg, com uma
média de 2030 mg/kg e um 90.0 percentil de 3306 mg /kg, enquanto que algumas
amostras de batata não apresentaram nitratos, havendo um máximo de 748 mg /kg,
uma média de 145 mg Zkg e 90.0 percentil de 370 mg/kg. As amostras de alface,
cenoura e couve apresentaram variações consideráveis, não sendo encontrados nitratos
em algumas amostras ou atingindo, por vezes, valor bastante alto, como o de uma
amostra de couve, o mais alto encontrado neste estudo, 5896 mg/kg.

DESCRITORES: nitratos em hortaliças frescas, determinação; hortaliças
frescas, determinação de nitratos.

INTRODUÇAO

As plantas possuem um teor natural de
nitratos que constitui uma fonte do nitro-
gênio necessário ao seu desenvolvimento. Esta
presença de nitratos, principalmente em hor-
taliças, pode-se constituir, em alguns casos,
em contribuição apreciável na ingestão diária
de nitratos. WALKER9 chegou a fazer uma
estimativa da ingestão média de nitratos por
semana, mostrando que, para um consumidor
normal, os vegetais representam um quarto
do total de nitratos ingeridos.

LEE 6 relata os estudos de Miyasaki sobre
a influência de fertilizantes no acúmulo de
nitratos nos vegetais, e de Sobdeva que, em
estudos com vários vegetais cultivados com
ou sem fertilizantes, mostrou que os cultivados
sem fertilizantes tinham níveis de nitratos de
3 a 12 vezes menores que os cultivados com
fertilizantes.

Nitratos por si mesmo não representam o
maior problema do ponto de vista toxicológico,

mas sim os nitritos que se formam a partir
dos nitratos. PHILLIPS7 considera que, se um
alimento contém um nível bastante alto de
nitratos, isto representa um risco pois, nas
condições de processamento ou armazena-
mento, a conversão dos nitratos é maior.

O risco toxicológíco da ingestão de nitratos
também tem sido amplamente investigado,
assim como a formação de rritrosaminas 8, e
a possível metaemoglobinemia em crianças de
tenra idade 6.

Uma ingestão diária aceitável (IDA) de
O a 5 mg/kg de peso corpóreo foi estabelecida
pelo Grupo de Peritos da FAO/OMS, conhe-
cido como JECFA2.

Na tecnologia de alimentos, o uso de nitra-
tos na produção de queijos ou conservas de
carnes está regulamentado, não podendo
exceder a 200 mg /kg, calculados em nitrato
de sódio, no produto a ser consumido 1.

Além dos alimentos processados, a água
potável e hortaliças representam outra fonte

* Realizado na Seção de Aditivos do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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de nitratos na dieta usual, tornando-se neces-
sário controlar os níveis de nitratos nestes
últimos alimentos.

O nível de nitratos existentes em hortaliças
frescas é susceptível de variações; a fim de
avaliá-lo, foram analisadas várias amostras
coletadas, ao acaso, em feiras-livres na cidade
de São Paulo.

N este primeiro levantamento foram esco-
lhidas as hortaliças mais comuns na dieta
usual da população, como alface, batata,
cenoura, couve e espinafre, e comparados os
valores encontrados com os de outros estudos
em outros países.

MATERIAL

Foram analisadas 100 amostras de horta-
liças adquiridas nas feiras-livres da cidade
de São Paulo, sendo 20 de alface, 20 de ba-
tata, 20 de cenoura, 20 de couve e 20 de
espinafre.

MÉTODO

Foi usado o método descrito por LARA et
alii 4, que consiste no seguinte:

Reagentes
Para obtenção do extrato

Solução de cloreto de cádmio : dissolver
50 g de CdC12 e 50 g de BaCI. em água
destilada e completar o volume de um
litro, em balão volumétrico. Ajustar o
pH = 1,0, com ácido clorídrico.

Solução de hidróxido de sódio a 10%, p/v
Para obtenção da coluna

Solução de sulfato de cádmio a 20%
Zinco em bastão

Para determinar nitrato
Solução tampão (pH 9,6-9,7): adicionar

20 ml de ácido clorídrico concentrado
a 500 ml de água destilada. Agitar e
adicionar 50 ml de hidróxido de amônea
concentrado e completar o volume de
1.000 ml.

Para desenvolvimento da cor
Solução de alfa-naftol: aquecer 360 ml
de água destilada e 50 ml de ácido
acético a 500C e transferir para um
frasco escuro contendo 0,25 g de ácido
sulfanílico. Agitar até dissolver e adi-
cionar 0,20 g de alfa-naftol, agitando
bem. Esfriar à temperatura ambiente
e adicionar 901111de solução de NH.OH
a 10%. O pH desta solução deve ser
4,0 ± 0,5.

Preparação da coluna
Preparar uma coluna estirando uma das

pontas de um tubo de vidro de 1,5 em de diâ-
metro e 12 em de comprimento. Adaptar ao
topo da coluna um funil de separação de 50
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ml, com haste de 1 mm de diâmetro interno
e 25 em de comprimento.

Colocar de 2 a 3 bastões de zinco em um
béquer contendo cerca de 100 ml da solução
de sulfato de cádmio a 20%. Remover, com
uma vareta de vidro, o depósito esponjoso
formado depois de 2 a 3 horas, e colocá-Io em
um béquer contendo água destilada. Trans-
ferir o cádmio formado para o copo de liqui-
dificador, com o auxílio de aproximadamente
200 ml de água destilada, e triturar durante
1 a 2 segundos. Passar na peneira de 20 a 40
malhas. Colocar na extremidade afilada da
coluna um pouco de lã de vidro seguida de
uma camada de 1 em de areia e transferir
o cádmio para até quase o topo da mesma,
mantendo-a sempre com água. Adaptar o
funil de separação à coluna através de uma
rolha de cortiça, para prevenir a entrada de
ar na coluna, mantendo-a sempre com água.

Antes da determinação do nitrato, lavar a
coluna com 25 ml de HCl 0,1 N; em seguida,
com 50 ml de água destilada e, finalmente,
com 25 ml de solução tampão diluída a 1:9
com água destilada.

Quando o cádmio esponjoso é mantido de-
baixo d'água, sua atividade decresce depois
de 24 horas. A eficiência de redução da coluna
deve ser sempre controlada. Esta pode ser
regenerada por passagens sucessivas de por-
ções de HCl 0,1 N, água e tampão, como
descrito acima.

Eficiência da coluna: testar a eficiência
da coluna passando soluções padrões de
NaNOa através da mesma, determinar a quan-
tidade de nitrito, de acordo com o procedi-
mento descrito adiante e calcular a porcen-
tagem de recuperação (os dados obtidos com
a coluna por nós usada estão configurados na
tabela 1). Quando a recuperação for inferior
a 90%, regenerar a coluna da seguinte ma-
neira: desmontar a coluna, transferir o cádmio
para um béquer contendo HCI 2N e deixar
por um minuto. Em seguida, montar a coluna
novamente, passar 50 ml de água destilada e
25 ml da solução tampão diluída 1 :93,

Curva padrão de nitrito de sódio
Pesar 0,46 g de AgN02 e dissolver em 100

ml de água destilada quente. Transferir a
solução obtida e as águas de lavagem corres-
pondentes às três lavagens com 30 ml de água
destilada para um balão volumêtrico de
1.000 ml. Pesar 0,25 g de NaCI e adicionar
ao balão, completando o volume com água
destilada; agitar. Deixar decantar. Pipetar
5ml. do sobrenadante e transferir para um
balão volumétrico de 100 ml, completando o
volume com água destilada. Um mililitro
desta solução corresponde a 10 microgramas
de NaN02.

Pipetar alíquotas (de 0,25 a 10 ml) desta
solução para balões volumétricos de 25 ml.
Adicionar 5 ml da solução tampão e 10 ml do
reagente para desenvolver cor. Completar o
volume com água. Colocar os balões à tempe-
ratura de 25 a 30°C durante 30 minutos para
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Eficiência da coluna na recuperação de nitritos e nitratos

TABELA 1

Quantidade de Valor teórico de Valor encontrado Recuperação
NaNOs passada NaN02 correspondente em NaN02

na coluna a NaNOs

p.,g p.,g p.,g 0/0

4 3,24 3,33 102,7

8 6,48 6,66 102,7

12 9,72 9,66 99,3

20 16,20 16,60 102,4

40 32,40 32,66 101,7

56 45,36 46,32 102,1

desenvolvimento da cor. Esfriar à tempera-
tura ambiente e ler em espectrofotômetro em
cela de 1 em a 474 nm usando como branco
a solução contendo 10 ml do reagente para
desenvolver cor, 5 ml da solução tampão, e
10 ml de água destilada.

Com os valores obtidos construir a curva
padrão.

Procedimento
Preparo da amostra
Pesar 10 g da amostra, transferir para o

copo do liquidificador e triturar com auxílio
de 25 ml de água (batata e cenoura devem
estar descascadas ) , Transferir para um balão
volumétrico de 200 ml com auxílio de 50 ml
de água, lavar o copo do liquidificador e adi-
cionar 50 ml da solução de cloreto de cádmio.
Agitar e deixar descansar por uma hora, agi-
tando ocasionalmente. Adicionar 10 ml de
solução de hidróxido de sódio. Completar o
volume com água e filtrar imediatamente em
papel de filtro isento de nitrito. O filtrado
está pronto para ser passado na coluna de
cádmio.

Determinação de nitrato
Pipetar 20 ml da solução desproteinizada

para um béquer de 150 ml e adicionar 5 ml
da solução tampão. Colocar o conteúdo no
funil de separação e passar pela coluna de
cádmio a uma velocidade de 5 ml/min rej ei-
tando os primeiros 10 mI. Passar água desti-
lada através da coluna até recolher 100 ml do
eluado em balão volumétrico, tomando cuidado
para que a coluna não seque. Pipetar 10 ml
do eluado para balão volumétrico de 25 ml,
adicionar 5 ml da solução tampão, 10 ml do
reagente para desenvolver cor. Deixar em
banho-maria a 25 - 30°C durante 30 mino
Esfriar à temperatura ambiente, fazer a me-
dida em cela de 1 em em espeetrofotômetro,
usando como branco uma solução contendo

10 ml do reagente para desenvolver cor, 5 ml
da solução tampão e água destilada.

Calcular o valor de nitrito, usando a curva
padrão. Para se obter o valor de nitrato na
amostra, multiplicar o valor encontrado pelo
fator 1,231.

RESULTADOS

Os resultados estão relacionados pe]o
número da amostra, tipo de hortaliça, e sao
expressos em nitrato de sódio (tabela 2). Por
esses resultados pode-se ver que as amostras
de espinafre apresentaram consistentemente
níveis altos de nitratos, com um mínimo de
545 mg/kg e um máximo de 4136 mg'/kg, com
uma média de 2030 mg/kg e um 90.° percentil
de 3306 mg/kg, enquanto que algumas amos-
tras de batata não apresentaram nitratos,
havendo um máximo de 748 mg'/kg, uma média
de 145 mg/kg e um 90.0 percentil de
370 mg/kg. As amostras de alface, cenoura
e couve apresentaram consideráveis variações
no nível de nitrato, não sendo encontrado em
algumas amostras, ou atingindo, por vezes,
valores bastante altos como o da amostra n.?
15, de couve, o mais alto encontrado neste
estudo, 5.896 mg/kg (tabela 3).

DISCUSSÃO

Comparados os valores obtidos por outros
autores, como os relacionados por WALKER 9,

pode-se ver que a média de 317 mg/kg encon-
trada por Jackson et alii, em 1976, e a de
352 mg/kg encontrada por Rantur et alii, em
1972, em amostras de couve, são bem menores
que aquela por nós encontrada, que foi de
1975 mg/kg. Nas amostras de alface, Sobdeva,
em 1969, e Lemieszch-Chodorowskan, em 1972,
encontraram máximos de 3547 mg/kg, respec-
tivamente 9, enquanto que, nas amostras por
nós analisadas, a média foi de 1.245 mg/kg.

55



LARA, W.H. & TAKAHASHI, M.Y. - Níveis de nitratos em hortaliças. Rev. Inst. Adolf o Lute,
42 (1/2):53-57,1982.

TABELA 2

Níveis de nitratos, em nitrato de sódio, em hortaliças diversas, provenientes de feiras livres
na cidade de São Paulo

NaN03 em mg/kg

Amostras Alface Batata Cenoura Couve Espinafre

1 129 - - 822 1613
2 248 748 317 2137 1081
3 409 74 - 2447 729
4 1525 132 74 952 3306
5 577 - 312 658 2973
6 1804 35 354 323 545
7 1595 55 52 1898 1587
8 194 61 431 652 1948
9 63 - 240 857 1102

10 882 188 263 683 1922
11 1159 - 136 775 831
12 2091 63 420 1594 1057
13 1361 139 371 2203 1625
14 1419 78 245 1989 2732
15 3294 46 726 5896 3782
16 2076 200 331 4350 3151
17 339 94 525 3891 4136
18 3076 379 675 4631 2273
19 1260 249 355 1911 2278
20 1728 370 240 830 1947

o sinal (-) indica: não desenvolvimento de cor.

TABELA 3

Variação dos níveis de nitratos, em nitrato de sódio, nas amostras analisadas

Nitratos, em nitrato de sódio
mgj kg'

Valores

Amostras
Média 90.0Máximo Mínimo aritmética percentil

Alface 3294 63 1261 2091
Batata 748 O 145 370
Cenoura 726 O 303 525
Couve 5896 323 1975 4631
Espinafre 4136 545 2030 3306
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Nas amostras de espinafre, a média de
1910 mg/kg, obtida por Richardson, em
19079, é próxima àquela por nós encontrada,
isto é, 2030 mg/kg. Ainda para o espinafre,
Lemieszeg-Chodorowska, em 1972, relataram
um máximo de 3413 mg/kg 9,

CONCLUSÃO
Apesar do pequeno número de amostras, os

níveis de nitratos encontrados nas diversas

hortaliças analisadas, quando comparados aos
encontrados por outros autores, mostram
variações, sendo consistentemente altos apenas
para o espinafre.

É necessário um estudo maior da possível
correlação entre os níveis de nitratos encon-
trados nas hortaliças e os diferentes tipos de
solo, fertilizantes, migração, e outros fatores
que podem alterar esses níveis.
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ABSTRACT: Samples of lettuce, carrot, cabbage, spi nach , and potato were
collected in free markets of São Paulo City, Brazil. High levels of nitratos were
consistently found in spinach samples and they ranged from 545 to 4136 mg per
kg (mean: 2030 mg, and 90th percentile: 3306 mg/kg). Several samples of
potatoes showed from O to 748 mg/kg. The samples of lettuce, carrot and cabbage
showed considerable variation which ranged from no nitrates to very high values
such as 5896 mg/kg found in one sample.

DESCRIPTORS: nitrate in fresh vegetables, determination; vegetables, fresh,
nitrate determination.
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RESUMO: Estudou-se a resposta de camundongos albinos, mantidos em labo-
ratório com infecção crônica por cepa de baixa virulência de Toxoplasma gondii
a várias dosagens de pentetrazol, administrado por via intra-peritoneal. Como grupo
controle, utilizaram-se camundongos de mesma linhagem, isentos de infecção toxo-
plasmótica. Ambos os lotes de animais, divididos em cinco grupos, receberam doses
subletais de pentetrazol de 32, 36, 38, 41 e 44 mg/kg de peso, com o objetivo de
avaliar a ocorrência de mioclonias, "congelamento" e convulsões clônico-tônicas.
Observou-se menor sensibilidade à droga no lote de animais infectados por T.
gondii, talvez por alteração de processos de regulação do sistema nervoso central.

DESCRITORES: toxoplasmose; camundongos albinos com infecção crônica por
Toxoplasma gondii, resposta ao pentetrazol.

INTRODUÇÃO

A infecção por Toxoplasma gondii é larga-
mente disseminada em natureza, atingindo
mumeras espccies de animais silvestres e
domésticos 9, 10 além da espécie humana e de-
terminando, nesta, quadros de gravidade muito
variável.

No homem, a infecção por T. gondii tem
distribuição cosmopolita, mostrando-se pre-
sente, com taxa de risco cumulativa, pratica-
mente em todas as faixas etárias 7. Não é
rara a infecção congênita quando a mãe de-
senvolve toxoplasmose aguda durante a ges-
tação 1, 2.

Nas infecções toxoplasmóticas de caráter
crônico surgem, nos tecidos do hospedeiro,
cistos que não se acompanham de reação infla-
matória apreciável e contém grande número
de formações conhecidas como bradizoitas 3. O
sistema nervoso central é um dos pontos de
eleição para a localização destes cistos.

Pouco se sabe sobre a ação do parasita no
organismo do hospedeiro quando determina
quadros aparentemente assintomáticos, carac-
terizados "pela presença de cistos nos tecidos.
Recentemente, demonstrou-se que camundon-
gos com infecção crônica por T. gondii apre-
sentam alterações de comportamento com
diminuição da resposta a certos estímulos 4, 5, 6.

Por outro lado, tem aumentado o interesse em
se estudar o comportamento de animais
inf'cctados por T. gondii, pela possibilidade de
existir correlação entre certas alterações e a
presença de cistos do parasita no sistema ner-
voso central do hospedeiro. No presente tra-
balho estuda-se a resposta de comundongos
albinos experimentalmente infectados por cepa
cistogênica, de baixa virulência, de T. gondii
ao pentetrazol, droga utilizada como estimu-
lante do sistema nervoso central.

MATERIAL E MÉTODOS

Empregaram-se 260 camundongos albinos
de idade equivalente, divididos em dois lotes

**
Realizado no Serviço de Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
Do Instituto Adolfo Lutz.

Ex-acadêmico de Medicina da Universidade Estadual de Londrina.***
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de 130 animais. O primeiro lote foi infectado
com 4 a 5 cistos de bradizoitas de T. gondii,
provenientes de cepa de baixa virulência para
camundongos e mantida em laboratório há
mais de dois anos. Os cistos foram obtidos por
sacrifício de camundongo inf'ectado e homo-
geinização de seu cérebro em solução fisio-
lógica estéril. Após 90 dias, sacrificaram-se
10 animais deste lote para confirmar a pre-
sença de parasitismo no sistema nervoso cen-
tral. O segundo lote de camundongos, que
constituiu o grupo controle, foi mantido sem
infecção em condições semelhantes e, na
mesma época, sacrificaram-se 10 animais para
excluir a presença de cistos de T. gondii no
sistema nervoso central, através do exame
de homogenato do cérebro.

Em ambos os grupos determinou-se a DL
50 para pentetrazol, utilizando-se 20 camun-
dongos de cada lote e obtendo-se resultado
semelhante (70 mg/kg).

Os camundongos restantes de ambos os
lotes foram divididos em cinco grupos de 20
animais que receberam doses de pentetrazol,
por via intra-peritoneal, de 32, 36, 38, 41 e
44 mg/kg de peso, respectivamente, com o
objetivo de avaliar a resposta a dosagens sub-
letais da droga e o limiar de convulsão em
ambos os lotes.
Além da ocorrência de convulsões clônico-

-tônicas, avaliou-se o surgimento de mioclonias
e de "congelamento" (reação caracterizada

pela adoção de postura estática, com a cauda
em riste) em ambos os grupos, até 15 minutos
após a administração do pentetrazol.

RESULTADOS

Observou-se diminuição da sensibilidade ao
estímulo pelo pentetrazol no grupo de camun-
dongos infectados por T. gondii. Assim, com
relação ao aparecimento de mioclonias, 100%
dos camundongos não infectados apresentaram
este tipo de reação quando receberam dose
de pentetrazol de 36 mg/kg de peso, enquanto
no grupo infectado por T. gondii, com a mesma
dosagem, esta resposta foi obtida em apenas
25% dos animais testados. Da mesma forma,
enquanto a totalidade dos camundongos não
infectados que receberam pentetrazol na dose
de 38 mg /kg de peso desenvolveram reação
caracterizada por "congelamento", com dosa-
gem semelhante, nenhum animal do grupo
infectado apresentou esta reação. Com relação
ao limiar de convulsão, administrando-se a
droga nas doses de 36 e 44 mg /kg, respecti-
vamente 30 e 60% dos camundongos do grupo
não infectado apresentaram convulsões clôni-
co-tônicas e, no grupo infectado, em apenas
25% dos animais notou-se resposta positiva
quando se utilizou a dose de 44 mg/kg.

Os resultados estão sumarizados na tabela
abaixo:

TABELA

Porcentagem de camundongos, infectados e não-infectados por Toxoplasma gondii, que
apresentaram reações à administração de penietrazol, por via intra-peritoneal

Camundongos infectados (%) Camundongos não-infectados (%)

Mioclonia

o

41

25

38

----------------------------------~-----------------------------------

3632 36 44 32 38 41 44

30
30

100
50
30

Congelamento

Convulsão

100
30

DISCUSSÃO

A infecção por determinados parasitas pode
alterar o comportamento do hospedeiro, como,
por exemplo, ocorre na cisticercose do sistema
nervoso central.

Em outras situações, embora o parasita não
se localize em estruturas do sistema nervoso
do hospedeiro, podem também ocorrer alte-
rações no comportamento e na resposta do
hospedeiro a certos estímulos do ambiente.

60

o 25 5025

O
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30
O

O
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Infecções agudas por Schlstosoma mansoni,
em camundongos e ratos, podem determinar
redução da capacidade de aprendizagem destes
animais, possivelmente por atuar sobre sua
mobilidade, conduzindo-os a um estado de
letargia 8, n, 12, enquanto infecções de curso
prolongado por este trematódeo, não inter-
ferem com o desempenho de ratos 13.

No caso de infecções causadas por T. gondii
também já se relataram modificações no com-
portamento do hospedeiro. HUTCHISON & col 4,
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5, 6 mostraram que camundongos infectados
por cepas de baixa virulência de T. gondii
apresentaram menor capacidade de reagir a
estímulos novos, além de se verificarem dis-
túrbios motores e de equilíbrio, talvez por
ocorrerem alterações em processos de regula-
ção do sistema nervoso central, em conseqüên-
cia da presença de cistos do parasita.

Os resultados encontrados no presente tra-
balho sugerem diminuição da resposta ao pen-
tetrazol, droga estimulante do sistema nervoso
central, em camundongos infectados cronica-
mente por T. gondii. O surgímento de míoclo-
nias e congelamento foi menos freqüente nos
animais infectados, quando comparados aos do
grupo controle inoculados com a mesma dosa-

gem de pentetrazol. Ao mesmo tempo, nos
animais não infectados foram necessárias do-
ses inferiores da droga para desencadearem-se
convulsões clônico-tônícas.

Não se conhece explicação para o fenômeno
acima relatado, nem a metodologia empregada
no presente trabalho permite levantar hipó-
teses sobre os mecanismos através dos quais
a infecção crônica por T. gondii alteraria
processos de regulação do sistema nervoso
central do hospedeiro, levando-o a reagir de
forma menos intensa à administração de subs-
tância estimulante. Todavia, a simples cons-
tatação deste fenômeno é relevante, especial-
mente quando se considera o grande número
de indivíduos com infecções crônicas, geral-
mente inaparentes, que existe em natureza.
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ABSTRACT: The response to various doses of pentetrazol was studied in
white mice chranically infected with a low-virulence strain of Toxoplasma gondii.
Uninfected mice of the same source were also tested. Therate of occurrence of
mioclonic reactions, freezing, and convulsion after sub-lethal doses of pentetrazol
was studied through administration of 32, 36, 38, 41 and 44 mg per kg of animal
weight, respectively, to each of twenty mice. Low rates of response under ali tested
parameters was observed; this presumably resulting from an alteration in the
regulatory mechanism of the central nervous system.

DESCRIPTORS: toxoplasmosis; mice, white, chranically infected with T'oxo-
plasma gondii, response to pentetrazol.
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RESUMO: Determinou-se a freqüência de anticorpos anti-reticulina no soro
de camundongos experimentalmente infectados por Schistosoma mansoni, procurando
avaliar o seu surgimento e o grau de reatividade conforme o tempo de infecção,
através de reação de imunofluorescência indireta em cortes de rim humano. Entre
50 camundongos infectados por S. mansoni, 48 (96%) apresentaram reação posi-
tiva de intensidade variável; em 31 (64,5o/C-) notou-se reação de intensidade fraca
e em 17 (35,5%) a intensidade foi considerada forte. Entre 10 camundongos do
grupo controle, não infectado, não se encontrou nenhuma reação positiva para
anticorpos anti-reticulina. No grupo de camundongos infectados notou-se tendên-
cia a maior grau de reatividade entre os animais com infecção crônica, reforçando
a hipótse de que existe relação entre alterações mensenquimais em doenças crônicas
e a presença de anticorpos anti-reticulina.

DESCRITORES: esquistossomose mansônica; anticorpos anti-reticulina na
esquistossomose mansônica; camundongos albinos, anticorpos anti-reticulina no soro,
freqüência.

INTRODUÇÃO Em 1974, COSSIOet alii 2 descreveram, no
soro de pacientes chagásicos, a existência de
anticorpos que reagem contra estruturas vas-
culares, endoteliais e intersticiais de tecidos
de camundongos, identificando-os pela sigla
E.V.I. e, em publicações posteriores 3, 6, atri-
buíram importância diagnóstica a este achado.

Em nosso meio 7, demonstrou-se que a exis-
tência deste tipo de anticorpos e de determi-
nados padrões de fluorescência em tecidos não

A presença, no soro de seres humanos, de
anticorpos que reagem contra estruturas do
tecido conjuntivo foi assinalada pela primeira
vez por SEAH et alii 9, em pacientes com doen-
ça celíaca e dermatite herpetif'orme. Quase ao
mesmo tempo, ALP & WRIGHT1 descreveram
este mesmo tipo de anticorpo, denominado
"anti-reticulina", em soros de pacientes com
doença de Crohn.

* Realizado na Seção de Sorologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
*** Do Instituto Adolfo Lutz, e da Faculdade de Ciências Médicas da Santa Casa de Misericórdia

de São Paulo, SP.

**** Da Faculdade de Ciências Médicas da SCMSP.
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são achados exclusivos da infecção chagásica,
ocorrendo em mais de 70% dos soros de pa-
cientes com esquistossomose crônica.

No presente trabalho estuda-se a freqüência
de anticorpos anti-reticulina em soros de ca-
mundongos experimentalmente infectados por
Schistosoma mansoni, procurando determinar
se a duração do período de infecção tem in-
fluência em seu surgimento e grau de reati-
vidade.

MATERIAL E MÉTODOS

Utilizaram-se 65 camundongos albinos, cepa
A/SN, machos, com aproximadamente dois
meses de idade, divididos em dois lotes. No
primeiro lote, constituído por 55 animais, pro-
cedeu-se à infecção por S. mansoni, por via
percutânea, empregando-se 50 cercárias por
camundongo. O segundo lote, composto de 10
animais, constituiu o grupo controle, não in-
fectado. No grupo infectado 5 camundongos
morreram durante o experimento, sem pode-
rem ser utilizados; no grupo controle não
ocorreu óbito.

Em ocasiões diferentes, entre o 35.0 e o
280.0 dias após infecção, sangraram-se, por
punção cardíaca, camundongos de ambos os
lotes.

Os soros dos camundongos foram examina-
dos, para pesquisa de anticorpos anti-reticuli-
na, empregando-se técnica de imunofluores-
cência indireta em cortes de rim humano de
4 micrômetros de espessura, obtidos em cri os-
tato, conforme descrito por JOHNSON & HOL-
BOROW 5. O fragmento de tecido renal humano

utilizado foi obtido por biópsía, para pesquisa
de imunocomplexos em glomérulos, com resul-
tado negativo e aspecto histológico normal.

Os soros foram testados com diluição a
1 :10 e para a demonstração dos anticorpos
anti-reticulina empregou-se soro de coelho
antigamaglobulina total de camundongo, con-
jugado com ísotiocianato de fluoresceína (Ins-
tituto Adolfo Lutz). A leitura da reação foi
feita com microscópio Zeiss com epi-ilumina-
ção, munido de lâmpada de halogênio de 100
watts e 12 volts, com filtros excitador FITC
e barreira BG 53.

As reações foram lidas, em experimento
cego, por três examinadores diferentes e,
quando positivas, o resultado era expresso em
cruzes, procurando-se avaliar a intensidade de
fluorescência, Considerou-se fraca a fluores-
cência quando a média das leituras dos três
examinadores se manteve entre uma e duas
cruzes; acima de duas cruzes a fluorescência
foi considerada forte.

RESULTADOS

Entre os 50 soros de camundongos infecta-
dos por S. mansoni que chegaram a ser exa-
minados, em apenas dois não se demonstrou
a presença de anticorpos antí-reticulina. Nos
10 soros de camundongos não infectados, em
nenhuma ocasião se detectaram anticorpos
anti-reticulina.

A tabela abaixo mostra os resultados obti-
dos com os camundongos do grupo infectado,
conforme o tempo de infecção.

TABELA

Anticorpos anti-reticulina em soros de oamundongos experimentalmente inf ectadoe por
Schistosoma mansoni, conforme tempo de infecção

Tempo de Camundongos Soros Soros
infecção infectados positivos negativos

(dias) (n.") (n.") (n.")

35 a 50 6 6 -
60 a 70 12 11 1

80 a 100 15 15 -
160 6 5 1
280 11 11 -

Total 50 48 2
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Quando se considerou a intensidade de fluo-
rescência verificou-se que, dos 48 soros posi-
tivos, 31 (64,5 %) reagiram de forma fraca e
17 (35,5%) apresentaram reatividade forte. Ao
distribuir os casos de reatividade fraca e forte
conforme o tempo de infecção, notou-se que,

%
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75

50
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....25

em sua maioria, os soros com reatividade forte
pertenciam ao grupo de camundongos com 280
dias de infecção. A figura abaixo indica as
variações na intensidade de fluorescência dos
soros positivos para anticorpos anti-reticulina,
conforme o tempo de infecção por S. mansoni.

-

!-:-:-:

. ...

35 a 50 60 a 70 280 dias

o reotividade fraco

D reatividode forte

80 a 100 160

FIGURA - Grau de reatividade de soros positivos para anticorpos an ti-reticulina, conforme tempo de
infecção.

DISCUSSÃO

Em trabalho anterior 7 já se demonstrara
que soros de pacientes esquistossomóticos rea-
gem freqüentem ente com estruturas reticulí-
nicas de diversos órgãos, apresentando um pa-
drão de fluorescência semelhante aos tipos R!,
R. e Rs, descritos por RIZZETTO & DONIACH 8.

Em conseqüência, PAES et alii 7 concluíram
que a presença de anticorpos anti-reticulina
pode resultar de alterações no mesênquima em
casos de afecções crônicas, não devendo ser
considerada patognomôníca de qualquer enti-
dade etiológica.

Procurando investigar melhor esta questão
em casos de esquistossomose mansônica, obti-
vemos, no presente trabalho, resultados que
corroboram a hipótese de que anticorpos anti-
-reticulina não representam achado específico
ao qual se deva atribuir valor no diagnóstico
etiológico, ao contrário do que pensam outros
autores 3, 4,6.

Nossos resultados mostram que 96% dos
camundongos infectados por S. mansoni apre-
sentam anticorpos anti-reticulina, Embora nas
fases iniciais da infecção já se tenha perce-
bido a existência de soros com grau mais
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elevado de reatividade, esta torna-se mais
forte nos camundongos submetidos a infecção
crônica (ver figura), indicando relação entre
o tempo de infecção, intensidade de lesão e o

grau de reatividade. Este achado reforça a
hipótese de que a presença de anticorpos anti-
-reticulina pode-se associar a alterações me-
senquimais em doenças crônicas.
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ABSTRACT: The rate of occurrence of anti-reticulin antibodies in sera
irom S. mansoni-experimentally infected albino mice was ínvestigated,
in order to evaluate its arising and reactivity intensity, according to the infection
period of time. Indirect immunofluorescence technique on criostat sections of urifí xed
snap-frozen human kidney was employed. Forty-eight (96%) of 50 mice with
S. mansoni infection exibited positive reactions in variable intensity; 31 (64.5%)
sera showed faint staining while brighter staining was shown by 17 (35.5%).
Among 10 non-infected mice group, there was virtually no staining. Among the
infected mice group, a greater reactivity was observed in chronicalJy infected mice,
supporting the hypothesis of a relationship between rnesenquimal alterations and
the presence of anti-reticulin antibodies.

DESCRIPTORS: Manson's schistossomiasis: antibodies. anti-reticuJin antibodies
in Manson's sch is tossomiasis ; mice, wh ite, anti-reticulin an tibo dies in sera, frequency.
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RESUMO: Procurou-se determinar a existência de anticorpos antinervo peri-
férico no soro de 35 pacientes comprovadamente infectados por Schistosoma mansoni,
através de reação de imunofluorescência indireta em cortes de nervo ciá tico de
camundongo. Como controles, utilizaram-se os soros de 30 pacientes com sorologia
positiva para tripanosomíase americana, 30 pacientes com reações sorológicas positi-
vas para toxoplasmose, 30 pacientes com sorologia positiva para lues, além de
20 soros de indivíduos negativos para todas estas entidades mórbidas, considerados
como padrão de normalidade. Os resultados mostraram reações positivas em 83,3%
dos soros de pacientes chagásicos, em 62,8% dos soros de pacientes esquistossomó-
ticos, em 10% dos soros dos pacientes com reações sorológicas positivas para lues,
em 6,6% dos soros de pacientes infectados por Toxoplasma gondii e em 20% dos
soros considerados normais. Notou-se nítida diferença entre o padrão de reação
ao se compararem os resultados obtidos nos soros de pacientes esquistossomóticos,
com os verificados em pacientes chagásicos. No primeiro caso a fluorescência ocor-
reu ao redor dos axônios, na maioria das vezes e, no caso de pacientes chagásicos,
em torno da bainha das células de Schwann. Tais achados sugerem que também
na esquistossomose mansônica formam-se anticorpos antinervo periférico, como já
fora demonstrado anteriormente para a tripanosomíase americana.

DESCRITORES: esquis tossornose mansônica; an ticorpos antinervo periférico na
esquistossomose mansônica.

INTRODUÇÃO diagnóstico na infecção por 'I'ru panosoma
cruzi.

Em 1974, COSSIOet alii 1. 2 descreveram, em
pacientes chagásicos, a presença de anticorpos
que reagem contra estruturas vasculares, en-
doteliais e intersticiais de tecidos de camun-
dongos, denominando-os anticorpos EVI. Pos-
teriorrnente, KH()URY ei alii 4 insistiram na
importância deste achado em relação ao valor

Observações de PAES et alii 7, em pacientes
com esquistossomose mansônica, mostraram,
todavia, pouca diferença com relação ao pa-
drão de reação verificado em pacientes chagá-
sicos, lançando dúvidas sobre a especificidade
dos anticorpos EVI.

* Realizado no Serviço de Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz e da Faculdade de Ciências Médicas da Santa Casa de Misericórdia

de São Paulo, SP.

*** Do Instituto Adolfo Lutz.
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Recentemente, descreveu-se a ocorrência de
imuneglobulinas séricas, associadas à presença
de anticorpos EVI e infecção chagásica, que
reagem com nervos periféricos, autonôrnicos e
somáticos, atribuindo-se relevância a este
achado como mecanismo f'isiopatológico na
cardiomiopatia chagásica 5. Tal assertiva foi
confirmada por PERALTA et alii 8 que, entre-
tanto, não conseguiram relacionar a presença
destes anticorpos EVI e antinervo - com
maior severidade no quadro clínico da doença
de Chagas.

N o presente trabalho procura-se pesquisar
a ocorrência de anticorpos antinervo perifé-
rico no soro de pacientes com infecção esquis-
tossomótica, comparando os resultados com os
padrões verificados em soros de pacientes com
infecção chagásica além de pacientes com
reações sorológicas positivas para lues e toxo-
plasmose.

MATERIAL E MÉTODOS

Estudaram-se cinco grupos de soros:
a) 35 soros de pacientes com esquistosso-

mose mansônica, confirmada por exames pa-
rasitológicos de fezes;

b) 30 soros de pacientes encaminhados ao
Instituto Adolfo Lutz, com sorologia positiva
para infecção chagásica, através de reações
de fixação de complemento, ímunofluorescên-
ciaindireta e hemaglutinação passiva;

c) 30 soros de pacientes encaminhados ao
Instituto Adolfo Lutz com reações de flocula-
ção (V.D.R.L.), fixação de complemento e
hemaglut inação passiva para sífilis positivas;

d) 30 soros de pacientes encaminhados ao
Instituto Adolfo Lutz apresentando reação de
imunofl uorescência indireta para toxoplasmo-
se com título igualou superior a 1 :1024;

e) 20 soros de pacientes encaminhados ao
Instituto Adolfo Lutz, com exame de fezes
negativo para esquistossomose e sorologia ne-
gativa para tr ipanosomíase americana, toxo-
plasmose e sífilis.

A reação de imunofluorescência indireta
para pesquisa de anticorpos antinervo foi
executada empregando-se a técnica descrita

por JOHNSON & HOLBOROW3, em cortes não
fixados de nervo ciático de camundongo, de
4 micrômetros de espessura, obtidos em cri os-
tato. Na execução da reação, os soros dos
pacientes foram diluídos a 1 :10. A demons-
tração de anticorpos antinervo foi feita atra-
vés de soro de carneiro anti-globulina total
humana, conjugado com isotiocianato de fluo-
resceína (Institut Pasteur, Paris). A leitura
da reação foi realizada com microscópio Zeiss
com epiiluminação, munido de lâmpada de
halogênio de 100 watts e 12 volts, com filtros
excitador FITC e barreira BG53.

RESULTADOS

Os cinco grupos de soros comportaram-se
diferentemente quanto à fluorescência e inten-
sidade de coloração observadas.

Entre os 35 soros de pacientes comprova-
damente esquistossomóticos, 22 (62,8 %) apre-
sentaram fluorescência positiva na região do
axônio, padrão facilmente distinguivel daque-
le observado na periferia da bainha de mielina.
Destes 22 soros, seis apresentaram fluores-
cência na região da bainha de mielina tam-
bém, porém a intensidade de coloração foi
sempre mais fraca do que a verificada nos
soros de chagásicos.

Dos 30 soros de pacientes com sorologia
positiva para tripanosomíase americana, 25
(83,3 %) apresentaram fluorescência evidente
em forma anelar, circundando a região peri-
férica da bainha mielínica, com forte intensi-
dade de reação, em sua maioria.

Três (10 %) entre os 30 soros com sorología
positiva para sífilis apresentaram débil fluo-
rescêncía na região do axônio. Entre os 30
soros com sorologia positiva para toxoplas-
mose, em apenas 2: (6,6%) ocorreu fluores-
cêncía ao redor dos axônios; todavia, em sete
casos (23,3 %) encontrou-se fluorescência
débil na área correspondente à bainha de
mielina.

Nos 20 soros considerados normais observou-
-se fluorescência em quatro ocasiões (20 %),
sempre ao redor dos axônios,

Na tabela abaixo, resumem-se os resultados.

TABELA
Padrão de fluorescência antinervo periférico observada em soros de pacientes com esquis-
tossomose mansônica, tripanosomíase americana, toxoplasmose e luee, comparada com grupo-

controle

Reação Positiva
Pacientes Examinados

Axônio Bainha

Infecção N.o N.o % N.o %

Esquistossomose 35 22 62,8 6 5,7
Tripanosomíase 30 - - 25 83,3
Lues 30 3 10,0 - -
Toxoplasmose 30 2 6,6 7 23,3
Normais 20 4 20,0 - -
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DISCUSSÃO

Nossos resultados indicam que é freqüente
a ocorrência de anticorpos antinervo perifé-
rico no soro de pacientes infectados pelo
Schistosoma mansoni. Entretanto, há nítida
diferença entre o padrão de reação qUé ocorre
nos soros de pacientes chagásicos, nos quais
se verifica fluorescência ao redor da bainha
das células de Schwann e o encontrado no
soro de pacientes esquis tos somóticos. Nestes,
em sua maioria, a reação ocorre em torno dos
axônios. Este também é o caso, em proporção
bem menor, dos pacientes com reação soroló-
gica positiva para lues e do grupo considerado
normal.

É possível que tais resultados traduzam
diferenças biológicas entre as imuneglobulinas
antinervo períférico que surgem no soro de

pacientes com tripanosomíase americana e
esquistossomose. No primeiro caso, tem-se
atribuído importância a estas imuneglobulinas
como fator etiopatogenético na ocorrência de
desnervação autonômica que poderia explicar
a gênese de lesões características da doença
de Chagas 5. Contudo, a presença de anticor-
pos antinervo periférico em 62,8% dos soros
de pacientes esquistossomóticos examinados
neste trabalho, ainda que apresentando padrão
diferente de reatividade, suscita dúvidas sobre
a especificidade destas imuneglobulinas.

Dúvida semelhante já fora aventada com
relação à especificidade e papel fisiopatológico
dos antícornos EVI por PAES et alii 7, em
trabalho j ã comentado, e por LENZI et
alii 6 que mostraram a produção experimental
de fator EVI em coelhos inoculados com antí-
genos solúveis, obtidos a partir de coração e
músculo esquelético de camundongos.
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ABSTRACT: Indirect immunofluorescence tests were made on cryostat sections
of mouse sciatic nerve for detection of circulating antibodies against this nerve
tissue. Control groups included 30 sera from individuaIs with positive serology for
American trypanosomiasis, 30 sera positive for toxoplasmosis, 30 sera positive for
syphilis and ·20 sera nega tive for any of the control diseases.Positive staining
was observed in 83.3% of sera from chagasic patients, 62.8% of sera from patients
with Manson's schistosomiasis, 10.0% of sera positive for syphilis, 6.6% of sera
from patients infected with Toxoplasma gondii as wel! as in 20.0% of the normal
controls. A clear-eut difference was observed when sera from patients with Man-
son's schistosomiasis were compared with sera from patients infected by Trypano-
soma cruzi. The majority of positive sera from patients with schístosomiasís
displayed a fluorescent staining around the axons, while chagasic anti-nerve anti-
bodies showed a bright staining located on Schwan's sheaths. These findings sug-
gest that, in Manson's schistosomiasis, there is induction of antibodies against
mouse peripheral-nerve tissue which is similar to the induction found in American
trypanosomiasis.

DESCRIPTORS: Manson's schistosomiasis; antibodies, anti-peripheral antibodies
in Manson's schistosomiasis.
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em cultura de células BHK-21: ultraestrutura, ocorrência e significado. Re».
Inst. Adolfo Lute, 420/2) :71-75, 1982.

RESUMO: Em culturas de células BHK-21, são descritas partículas
semelhantes a vírus, cuja morfologia característica corresponde às "partículas R"
constantes da literatura internacional. Por meio de fotomicrografias eletrônicas,
são documentados a formação dessas partículas por brotamento nas membranas
do retículo endoplasmático, bem como, detalhes da sua ultraestrutura.

DESCRITORES: vírus; "partícula R", detecção, ultraestrutura; célula BHK-21,
cultura; mícroscopia eletrônica.

INTRODUÇÃO

Células BHK-21, ou seja, fibroblastos de
rim de hamster recém-nascidos são ampla-
mente utilizadas em virologia,

No curso de observações realizadas na Seção
de Microscopia Eletrônica do Instituto Adolfo
Lutz, em células BHK-21 experimentalmente
inoculadas em vários laboratórios, que traba-
lham na área de virologia, freqüentemente
eram detectadas partículas semelhantes a ví-
rus, cuja morf'ologia não correspondía ao vírus
objeto da pesquisa. A ocorrência destas partí-
culas nas amostras examinadas determinou
cuidados especiais por parte dos autores, no
sentido de conhecer sobre a ocorrência, estru-
tura e aspectos da formação destas partículas,
a fim de que pudessem operar livres de erros
que viessem comprometer os trabalhos em
andamento.

A realização do presente trabalho tem como
objetivo fornecer elementos que possam servir
de auxílio, em nosso meio, aos estudos que são
realizados em laboratórios que utilizam cultu-
ras celulares.

MATERIAL E MÉTODOS

Culturas de células BHK-21, em meio Eagle,
fornecidas pela Seção de Culturas Celulares
do Instituto Adolfo Lutz, tiveram sua mono-
camada raspada cuidadosamente da superfí-
cie por bastão de vidro com coifa de borracha
em uma das pontas. Foram, então, submeti-
das a baixa centrifugação durante 10 minutos.
O sedimento desta operação foi mantido em
geladeira durante 4 horas numa solução fixa-
dor a (PH 7.2, 360 mOsm/l) de glutaraldeído
a 2% em tampão cacodilato de sódio. Em se-
guida, o sedimento foi submetido, durante 40
minutos, a um processo de pós-fixação pelo
ácido ósmico a 1% em tampão cacodilato,
tendo sido mantidas as mesmas condições de
temperatura, pH e osmolaridade.

Após lavagem, o material permaneceu du-
rante 12 horas em solução de acetato de ura-
nila a 0,5%, tendo sido então processada a
inclusão em resina Polylite (WEIGL & KISIE-
LIUS10), de acordo com as técnicas de prepa-
ração para microscopia eletrônica.

,. Realizado na Seção de Microscopia Eletrônica do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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Os cortes ultrafínos, obtidos em micrótomo *
de avanço mecânico, usando-se navalhas de
vidro, foram colhidos em grades previamente
recobertas por Formvar e corados por acetato
de uranila e citrato de chumbo 7. Foram exa-
minados e documentados, utilizando-se micros-
cópios eletrônicos ** operando a 60 kV.

RESULTADOS

As observações documentadas através da
microscopia eletrônica revelam a presença de
partículas semelhantes a vírus, esféricas, apre-
sentando um diâmetro de cerca de 80 nm.
O core central, com diâmetro de aproximada-
mente 37 nm, revela-se sempre elétron-denso
e envolto por uma camada elétron-transpa-
rente, delimitada por uma nítida membrana
envoltória. Entre o core da partícula e a mem-
brana delimitante são observadas finas estru-
turas que cruzam a camada elétron-transpa-
rente, dando ao conjunto um aspecto radial
(fig. 1).
As partículas, ora em grupos ora isoladas,

não foram detectadas em todas as células de
uma mesma cultura. Quando presentes, loca-
lizavam-se na luz de cisternas do retículo
endoplasmático (RE), tendo sido muitas vezes
documentados, nas observações realizadas,
aspectos de um processo característico de sua
formação, qual seja, por brotamento para a
luz do RE (fig. 2 e 3). Notou-se, também, um
aumento exagerado no espaço perinuclear o
qual, freqüentem ente, é ocupado por inúmeras
partículas (fig. 4).

Não foi constatado qualquer indício de pro-
cesso de brotamento na membrana eitoplas-
mâtica da célula, isto é, brotamento para fora
da célula. Também não foram observadas, nas
inúmeras inclusões realizadas, partículas vi-
rais na matriz citoplasmática, bem como não
houve evidências morfológicas que sugerissem
o envolvimento do núcleo na formação das
partículas.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

BERNHARD& ToURNIER2 foram os primeiros
a descrever partículas semelhantes a vírus
que causam infecções inaparentes nas cultu-
ras de células BHK-21. SHIPMAN et alii 9,
nestas mesmas linhagens de células, descre-
veram partículas semelhantes e denominaram-
-nas "partículas R" devido ao aspecto radial
característico do core dessas partículas. DE
HARVEN4 descreveu, também, a "partícula R"
em culturas de células BHK-21.

ROSSIGNOLet alii 8 estudaram a atividade
bioquímica associada à "partícula R" em cultu-
ra de células de hamster, enquanto BERGMANN
& WOLFF1 estudaram a ação de drogas indu-
zindo a formação de "partículas R" em BHK-

* Servall, modo Porter-Blum.
** Phílips EM-200 e EM-400.
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21 clone-F. A atividade bioquímica desta par-
tícula foi muito explorada por vários autores,
atribuindo-lhe alguns um caráter oncogênico
em hamster.

A ocorrência de partículas contaminantes
é fenômeno freqüente nas culturas celulares
e geralmente, tratando-se de infecções inapa-
rentes, isto é, sem manifestações de efeitos
citopáticos, somente é detectável através da
microscopia eletrônica.

No laboratório de microscopia eletrônica do
Instituto Adolfo Lutz, preparações inoculadas
de BHK-21, inoculadas tanto com o vírus Ro-
cio como com o vírus da rubéola, mostraram
que "partículas R" e os vírus em questão
coexistem perfi cientemente, diferenciando-se
pelos seus caracteres morfológicos, nada suge-
rindo qualquer inibição, interação ou interfe-
rência. Entretanto, outras culturas de BHK-21,
inoculadas com vírus da coriomeningite Iinfo-
citária, apresentaram somente "partículas R",
não sendo possível inferir, já que as observa-
ções se basearam apenas em dados morfolô-
gicos, um provável fenômeno de inibição.

Os resultados obtidos neste trabalho coinci-
dem com os de MURPHY et alii 5 e CROMACK3.
O primeiro, trabalhou com células BHK ino-
culadas com o vírus da rubéola, enquanto que
o segundo, trabalhando com um arbovírus
(WEE), utilizou cultura de células de em-
brião de galinha; nestas, ocorrem partículas
virais distintas das "partículas R" por apre-
sentarem formação por brotamento da mem-
brana citoplasmática, ou seja, para fora da
célula.

As partículas virais presentes nas observa-
ções ultraestruturais apresentadas neste tra-
balho, e apontadas nas figuras que ilustram
o mesmo, são semelhantes às descritas pela
literatura citada.

A ocorrência de células que não apresentam
"partícula R", entre células altamente infec-
tadas, não pôde ser explicada, uma vez que,
entre outras razões, foram levadas em consi-
deração a aleatoriedade do plano de corte ou
possíveis diferenças existentes entre células
de uma mesma cultura.

A presença das "partículas R" em culturas
de células BHK-21 é problema internacional
e parece escapar aos cuidados na cultura celu-
lar, uma vez que o vírus deve estar ligado a
fatores genéticos da própria célula.
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FIGURA 1 - A seta indica "partícula R" com morfologia característica. Finas estruturas radiais
cruzam a camada elétron-transparente, entre o core da partícula e a membrana delimi-
tante. N = núcleo.

FIGURA 2 - Fotomicrografia eletrônica de célula BHK-21. A~ setas mostram grupo de "partículas R"
em cisterna do retículo endoplasmático.
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FIGURA 3 Fotomicrografia eletrônica de célula BH:\(-21, cujas setas apontam "partículas R" em
brotamento para o interior das cistenas de retículo endoplasmático.

j
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"

FIGURA 4 - Fotomicrografia eletrônica de partículas R" no espaço perinuclear. N = núcleo.
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ABSTRACT: Elect rcn microscopy of cul tures of BHK-21 cells disclosed vírus-
-Iike particles resembling the "R" particles observed by other authors. Particles
seemingly originated through budding of the endoplasmatic reticulum membrane.
Fully grown particles were usually found in the lumen of the endoplasmic reticulum
01' in the perinuclear space,

DESCRIPTORS: virus-like particle; R-type virus-like particle, detection,
structure; cell, BHK-21, culture; electron microscopy,
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