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Para usar, dilue-se um volume deste soluto stock com quatro de dgua desti-
obtendo-se assim a solucdo isotdénica de cloreto de sédio tamponada empregue
mo diluente de todos os reagentes,
A soluciio stock deve guardar-se no frigorifico e apenas diluir-se a quantidade
_amvemente para uso didrio.
3 0 diluente tamponado com fosfatos usade por alguns laboratdricos apresenta
0 inconveniente da insolubilidade do fosfato de cileio.

GLOBULOS DE CARNEIRO

0 sangue do animal, colhido assépticamente (a preservacio dos eritricitos em
gondicoes de assepsia é de notdéria importincia, principalmente na titulacio do
amboceptor, pois antigénios microbianos produzidos no sangue podem ser adsorvi-
pelas células) mistura-se em partes iguais comi-soluto de Alsever modificado

\ NTZ REIN e KENT, 1946} & conserva-se a 2-5.°, A composicio deste soluto

Glucose . . . i
Citrato de sédw, 6
Cloreto de sﬁdm 4
Agua dest. q; b.
_r'.-: a-se o pH a 6,1 com, ficid
1l pTite.,
E E tambem convementé deiXa
-"-r- ante uma semana antes de o
1':: "
p nece,asairm para uso didrio,
{ eira e faz<se uma suspensfio pre-
nar juntando a um volume quarfntn volumes dn diluente. Esta diluicio tem,
meionalmente, maior concentracio que a usnda Tia prova para evitar, quando
sua estandardizaciio, a necessidade de remover diluente, tarefa mais trabalhosa
g a sua simples adigiio até 4 concentraciio desejada.
A estandardizaciio leva-se a eabo do seguinte modo: dilue-se 1 ml da suspensio

o o m&m RoGthiacaEamaitica

d& de 545
‘;':1,,?"“““ g df Witeuoer ) iueysh Fuspenesa cpreimindy] € @pda pela

' Do, — Do:
veo—
Do.
eém que V representa o volume de diluente a adicionar, Do, a densidade dGptica
Do: a densidade 6ptica da suspensido estandardizada e v o volume da
nsio a ajustar.
A densidade 6ptica da suspensiio estandardizada (Do.) foi préviamente deter-
da e corresponde & concentraciio hemoglobinica de 1 ml, lisado nas condicdes
pstas, duma suspensiio de eritrécitos contendo 5X10* células/ml.
Cada laboratério, consoante o espetrofotémetro que possuir e os tubos ou
es que usar, deverd determinar a densidade dptica do lisado correspondente
este niimero de células.
~ Depois de estandardizada a suspensfio guarda-se no frigorifico, em recipiente
rolhado, até ser usada.
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HEMOLISINA

Muitos sfo os métodos propostos para a imunizacio dos coelhos destinadﬂf
4 produgiio de amboceptor, sendo a sua escolha mais objecto da preferéncia do
analista do que dependente dos resultados praticos obtidos.

Contudo, estudoes sobre a cinética da hemélise pelo amboceptor e cumplemmt#
mostram diferencas no comportamento de virios antisoros.

Vejamos, muito resumidamente, o que se passa nessas experiéncias cinéticas,

Podemos considerar dois sistemas hemoliticos: um (sistema de complemento
limitado) em que, como na titulagiio do complemento, este se faz reagir com glé-
bulos «dptimamente sensibilizados» (o significado desta expressio serd discutido
adiante) ; outro em que a reacciio se processa entre uma quantidade relativamente
baixa de hemolisina e um excesso de complemento (sistema de anticorpo limitado).

Se, a intervalos regulares, tirs.rmns amostras cujos graus de hemdlise
1ém espectrofotométricamente e com esses valores construirmos um gréfieo,
verifica-se que, no caso do a:st.ema de cumplemento limitado, se obtém uma curva
sigmoide e que a velocidade de e zero para atingir um méaximo depen-
dente da quantidade de complém declina para atingir o zero, de nove,
ao fim de cerca de 90 minitos d

Tratando-se, porém, /o -siSt I po limitado, mesmo com
horas de incubagiio/ niio i : nta final na hemélise.

Além disso as cu tidas di rme|o modo de preparacio do
antigénio usado na imun ' im antisoro produzido injec
glébulos de carneiro law _ tro | o usados os estromas fervid
verificar-se-4, numa incubag 2 80 que o segundo apresenta um titulo
mais alto, enquanto que_oyprimeive 56 revelard de mais elevada poténcia se a

Cré-se que estes diferes
ciaf;ﬁ'u das moléculas do

para sensibilizar um p-:m:-o né superficie da célula). Estas moléeulas tornar-se-fio
a associar, quer na mesma guer em diferente ‘célula e, pela repeticio deste fen
meno, uma mesma molécula estard em constante transferéncia de célula para
célula ou de sitio para sitio no mesmo glébulo, exercendo a sua accio enquan
houver células e excesso de complemento.

Cenlfl ‘°ﬂ&”ﬂﬁﬁmﬁiﬂm e apE e S

esquem a.crescld ({lur DE BRUIIN com duas i 1n]etx; intravenosas, é o seg'u.inm

em, dos Farmaceuticos

1,0 ml sangue de carneiro em
1.6 ml solucio de Alsever in-
3.0ml jectado intracuténea-

2,5 ml f mente.

i: : i f i'g suspensio a 20% de

s * & i y ! { glébulos lavados,
éf i o g e & il i’g jectados endovent
5 - i el g St g it 1:0 St

% . . . . SANGRIA DO ANIMAL
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=
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O soro obtido inactiva-se a 56° durante 30 minutos e preserva-se com mert
lato na concentraciio final de 1/10 000.
Para usar, partimos duma diluicdo a 1/100, de duraciio indefenida qu
conservada a — 20°




Rev. port. farm. 251

A dose de hemolisina a empregar na reacciio de Wassermann é determinada
pela chamada titulacio da hemolisina,
Na reaccilo clissica de Kolmer esta titulacfio é feita juntando a concentragbes
scentes de amboceptor a mesma quantidade de células de carneiro e um
so de complemento.
Apbs incubaciio de 60 minutos a 37°, a concentraciio de hemolisina correspon-
ao fltime tubo que apresenta hemdlise total chama-se «dose hemolitica

Kol.mer usa na sua prova de fixacio de complemento 2 doses hemoliticas mi-
nimas por, empiricamente, ter verificado que assim obtinha os melhores resultados.
B As qunnhdadea de hemolisina e complemento estio relacionadas em ordem

orsa, isto é, em presenca de maior dose da primeira é geralmente menor a

idade de complemento suficiente para obter o mesmo grau de hemélise. Isto
verdadeiro até uma determinada concentragdo que é chamada «concentragio
fiptima do amboceptorn. i

Além desta dose, pequenos aumentos nio sdo capazes de exercer aprecifivel

pfluéncia sobre a actividade hemolitica do cnmplemento, isto &, a quantidade

e necessdria para lisar 50 % das célulasm ém-se sensivelmente a mesma.

~ Pretende-se medir a actividade 1i cor to, sem que as hemolisinas

burais anticarneire presentes nos /S0 - i cobaio possam influir,
grau sensivel, nessa actividade ; atin n. o emprego das células

timamente sensibilizadasn. e 2 o,
Descrevemos em seguida a icd de” RENT. para determinar a dose
a de hemolisina, adaptande téc bode fixacio que exporemos na

ima parte deste trabalho. ~ -

O complemento é titulado achaj _ ade eapaz de lisar 50 % das
eélulas pre.!entes quantldade ade ' 50 %»n e se simboliza

As doses de reagentes medem- wvem ser adicionadas pela
grdem apresentada no quadro segumt-?f%l i /

3 RUR ML DI : 7 8 9
S MEURRT ¢ RN g 1 £ 18 12 1515 RS

lemento 1,/50‘ ml L — 05 05 05
o R R T U A | T S R S
oz gensibilizados . . 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Oqigm’m dg Doc mentacao Farnd a&:éq};ica

! ente @ o complemento misturam-se cui samente antes
6bulos sensibili

B i lbs s 0% d €1}l S, F A TRAACAAEACH Siue

idardizadas e de hemolisina 1/500 (obtida como na téenica de Kolmer a partir
uto stock 1/100 diluido com quatro volumes do diluente). A ordem de adicdo

& arbitriria: a diluigio da hemosilina junta-se gota a gota 4 suspensio celu-
agitando constantemente. A mistura repousa 10 minutos 4 temperatura
ET] tﬂ_

o Rolham-se os tubos e incubam-se 30 minutos a 37°, agitando, por inversio,
ma vez aos 15 minutos.
. Apbés o perfodo de incubagio centrifugam-se 10 minutos a 2000 r/m.
eparam-se os sobrenadantes cujas densidades Gpticas se lém a 545 mu, usando
o 1 como referéncia 0. A densidade 6ptica média dos tubos 7,8 e 9 (que contém
excesso de complemento visando obter hemdlise completa) servir-nos-4 para
ar as percentagens das hemdlises parciais obtidas nos tubos 2 a 6. Estas
tagens calculam-se dividinde a densidade éptica do respectivo sobrenadante
plicada por 100, pela densidade 4ptica média correspondente & hemélise 100 %.
percentagens das hemdlises parciais, de preferéncia as compreendidas entre
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o8 20 e os T0 %, marcam-se em abeissas, usando papel probit-logaritmico, e em
ordenadas as respectivas quantidades de complemento diluido 1/250. !
A unidade 50 % (C'Hw) lé-se no grifico obtido e calcula-se em segunida a
diluicio a efectuar de forma a que esta unidade esteja contida em 0,6 ml, g
o volume a usar na determinaciio da dose dptima de amboceptor. g
Se chamarmos = & quantidade de complemento 1/250 necessiria para obter
C'Hw, %, que é a dilui¢gio do complemento stock 1/50 que contém a unidade em
0,5 ml, determina-se por meio das relaces: r

¥ 0,5 ¥
a) e b)) y=
250 x bo

em que ' & a diluicio a que deve submeter-se o complemento puro de forma a
conter 1 unidade em 05ml. 4
Resolvendo a equagiio a) ém ordem a .y, teremos:

",

Supunhamos que C'H../é-igual a 0,58l de complemento 1/250. Pretendemos
determinar y: -

|t 2'5
¥y= ] 4.3

0,58 ; ’ " ]
Centro, de, Decumsentacag Larmastutisa o8
remos 4,3 ml_du diluicdo_de ¢ emento que contém, C'Hx em 0,5 ml, comi
era @erﬁemu@? 34301 84 eamplaminia carendo a unidad
procedemos seguidamente a caleular a eoncentracdo dptima de hemolisina.

Para tal, combinamos quantidades de amboceptor 1/500 (rigorosamente
medidas) como diluente de forma a obter uma série de dilui¢bes espacadas pelt
factor 1,2 ou 1,6 (De 1/500 a 1/4000, por exemplo).

Em tubos separados medimos iguais volumes de células estandardisadas
se sensibilizam, segundo a técnica j& anteriormente descrita, com as div
dilnicdes do amboceptor.

Numa série de tubos de hemélise, tantos quantos as diluicoes prepa
medimos 0,6 ml do complemento diluido contendo a unidade 50 % ; junta-ge s
damente 1,6 ml do diluente, mistura-se e adiciona-se 1,0 ml das células sensibil
zadas com virias concentracies do amboceptor.

Segue-se um periodo de incubac¢io de 30 minutos a 37°, findo o qual
o5 tubos se centrifugam 10 minutos a 2000 r/m. Separam-se os scbrenad:

e lém-se as respectivas densidades dpticas usando o tubo 1 da titulacio do com
mento como referéncia O e o valor médio (ji achado) das densidades 6p
dos tubos 7 a 9 como estandarde de referéncia para a hemolise 100 %. E




Rev. port. farm. 253

Procedemos como na titulacio do complemento para a determinacio das

ilises parciais correspondentes a cada diluicio do amboceptor.

Observando essas hemélises parciais notaremos que, a partir duma deter-

nada diluicdo, os seus valores mantém-se sensivelmente constantes.

Essa diluicio além da qual um aumento da dose de hemolisina ndo é capaz

“de ter apreciivel acgiio sobre o grau de hemélise, é tomada como correspondendo
il weoncentracio Optiman.

~ Quando se determinou correctamente a unidade 50 %, o tubo que contém
g diluicdio 1/500 da hemolisina deve apresentar uma hemélise de 50 %. (Aceitam-se
variacoes de £ 10 9%).

- A concentraciio 6ptima s6 necessita ser de novo determinada quando se sus-
peite alteraciio do amboceptor, Contude, aconselhamos a sua verificaciio uma ou
duas vezes por ano.

Se em ordenadas tomarmos o niimero de unidades de complemento que foram
| sfirias para cada hemédlise parcial (este nimero é dado por tabelas que
relacionam a hemdlise observada com uma unidade de complemento com as uni-
dades necessirias para 50 % de hemélise) e em abeissas as concentragdes de ambo-
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Da sua anélise conclui-ze que a wconcentracio dptiman serd a menor diluicao
gompreendida na porcio aparentemente linear do grifico tracado.
Na pritica, como vimos, nio hd necessidade de recorrer aoc método grafico,
sucintamente exposto; a simples observaciio das percentagens das hemdlises
iais diz-nos claramente qual a diluicio representativa da concentracio ou
e Optima.

COMPLEMENTO

BUCHNER em 1889, em seus estudos sobre imunidade, designou por alexina,

etimologicamente significa wsubstiincia de defesan», o elemento existente no

e e noutros liquidos orgénicos de animais normais ou imunizados e cuja

a contra os micrdbios patogénicos se traduzia, como comprovou, pelo facto do
sanguineo, livre de leucGeitos, ser capaz de destruir certas bactérias pato-
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Mais tarde, a este elemento portador do eitado efeito bacteriolitico, cham
EHRLICH complemento por admitir que o seu papel era o de completar a actividade
du anticorpo sobre o antigénio homélogo.

Este investigador demonstrou que o efeito destruidor do complemento se
manifestava iinicamente quando o antigénio se encontrava saturado com o anti-
corpo homéblogo e admitia existirem dois grupos hipotéticos na melécula do com-
plemento: haptiéforo, aquele que se punha em contacto directo com o anticorpe
especifico que se fixava ao antigénio e ergdfors, ao qual cabia a responsabilidade
do efeito litico sobre o antigénio.

EHRLICH e os investigadores da sua escola criam também que havia duas
espécies de complemento num mesmo soro, quer dizer, um que intervinha nas
reacgbes hemoliticas e outro nas bacterioliticas.

Hoje os nossos conhecimentos sobre o complemento e o seu efeito litico sdo,
por certo, bem diferentes do que o eram ha 60 anos, ainda que nem todos o8
aspectos concernentes 4 sua natureza e modo de acgiio estejam suficientemente
esclarecidos.

Reconhecem-se actualmente, pelo menos, 5 componentes no complemento (C)
que se designam por C',C's, C mﬁ. Estes componentes estiio contidos na
fracciio globulinica dos sorua 0 0 po litico do complemento é resultante
da accdo sinérgica das suag difer

Cri-se que C'; ¢ C', g8 ¢
fixa no sentido de perde
mente unindo-se figicam

0Os dois primeiros o
FERRATA e, quando se ﬁ‘

_complexo antigénio-anticorpo, C'; se
{eomo um todo) actua secundirin-

‘*@ %,}_ﬁoram descobertos em 1907 por
'-‘.!'meno de cobra ou zimosan, ve-

rifica-se a destruicéio da'g T remgvido o 3.° constituinte, C's

Se agitarmos cumple , frmio ou o tratarmos com aménia
ou aminas primarias, verifie r m o seu poder litico por se ter inac-
tivado a fracciio C'.. Y, =

Por aquecimento ‘a 56° i:&nte alguns minutos) C; e C'; sdo
ripidamente destruides; C': E’P B :f!uﬁs termoestiiveis e conservam a Sull
actividade por um periodo de tempo notdriamente mais longo.

Estes componentes podem ser titulados -isoladamente, segunde HEGEDUS l
GREINER, que afirmam ser o titulo de €" funcio do seu componente de menor
titulo (eomponente limite).

Assim, para determinar o titulo dum destes componentes, usa-se um reagente
_{:nntgnha afracgio a titular mas sim, em excesso, as outras tor-

( éh%fq 'desta forma, &bﬁmhmﬂ r;ﬁ ol cmﬁpmnmhﬁ na; ﬁh
reagente-desconhecido. Os reag‘entm para tltular C's, C's, C's e C'y sllo deslgn&dﬂ

ool e G A U dore (o a1 s 54 g

e téenicas estio em estudo, mas, por enquanto, terd o imunologista de contlum
usando o procedimento de HEGEDUS e GREINER. Igualmente o conceito
autores sobre o titulo do complemento fazendo-o depender do componente Iiml‘h;
carece de base 4 luz dos actuais conhecimentos.

Interpreta-se hoje esse titulo como resultante da acciio de C', sobre EAC ..
e da degradacio deste produto intermédio. Em presenca duma alta concentragiio
de C'; a degradacio é, até certo ponto, contrariada porque muitos SA.C',,.,. poderio
atingir o estado S*; por outro lado, se houver bastante C'; igualmente a degra-
daciio ndo terd grande influéncia devido & constante recomposigio de EAC
Como no soro de cobaio, tante C': como C'y ndo se encontram em quantidades
capazes de se atingir qualquer das situacbes descritas, infere-se que, pequ
alteracdes na concentracio de uma ou outra destas fracges, se reflectiriio no
titulo.

Quanto a C; e C'y o problema é um tanto ainda obscuroc mas sabe-ge
usando altas doses de hemolisina para sensibilizaciio, a quantidade de SA.Chy




port. farm. 255

dos, depende das concentracies de C', e C's. Na titulacio usual de comple-
o em que a hemolisina se emprega na wdose 6ptimayn, esta expressio significa
o amboceptor se encontra apenas em ligeiro excesso sobre as concentragdes
C’. e C', e, consequentemente, estes componentes terdo, sobre o titulo do com-
pento, uma influéncia menos marcada que a de C': e C'a
(O significado dos simbolos usados nos parigrafos anteriores serd devida-
‘mente esclarecido nas pdginas seguintes).
. PILLEMER, BIER, TRAPP e outros, usando nas suas experiéncias os reagentes
Rs, Rs e Ri, deduziram a ordem por que actuam os componentes do comple-
mento, estabelecendo a sequéncia: C'yizs ou Cligee
- Mais modernamente LEVINE (1951) e outros, estudando o papel do Cat+
& Mgt+ e a cinética do processo hemolitico estabeleceram em definitiveo a natureza
actuacio dos diferentes componentes e as propriedades dos respectivos pro-
8 intermédios,
0 papel do Cat+ e Mg++ na fixaciio do complemento verificou-se recorrendo
rmﬁo de fixaciio quantitativa na qual se faz uso-dum excesso de complemento
{100 ou mais C'Hw). Por tltu]a.caﬂ rigorosa das unidades residuais, determina-se
} prias de cada um dos catides
oram conhecidas quer usando um sistem atamento com uma resina
¢ troca de ides, se removeram o Ca ) Mg . recorrendo a um agente
dor, como o EDTA. & P = : .
A acciio litica do complementy '=' ado de«: g estas investigacdes,
o pssa-se em, pelo menos, ﬂuag 1 .- -." _._ 34 nmaidad& de Ca++
-Hg++ ) e .
~ Num sistema hemolitico em g : os catides a hemdlise
imente se inicia decorrido certos| e 10 'minutos. Se, por
utro lado apenas houver Cd+t+ e o Mgtt 23 minutos depois, a
lise comeca imediatamente i ' ! uando apenas o Mg+
A 3 g sesmo periodo, obteremos
as_cql eriénéia anterior.
Daqui se pode deduzir que a reaccdd g s¥itrocitos sensibilizados e C'
er um determinado periodo de tempo (Ca¥® fictua instantineamente ao con-
o do Mg++) e que a fase de actual;io do Mg++ apenas tem lugar apds a
getiva interferéncia do caleio.
: Goma anteriormente foi dito, o efeito potencladnr deste na fixacfo do comple-
ento manifesta-se durante a fixacdo de C'.
Segundo htpﬁtea IHE, glébulos sensibilizados (simbolizados por. EA) |
.- BeaChe b)) bl FRETHE @ @mnﬁ@mﬁ@@w ica

. formando um complexu EAC x. Se adicionarmos- g'++ este complexo reagir

v mp ultan EAC"
Ernpregandol S Aol M bhated K0 5., EAmnactuwliecoseon:

ande C'; e C'y e C'y, C: e C
Resumindo, quando um eritrécito sensibilizado, EA, sofre a accio do comple-
mento, reage primeiramente (na presenca de Cat+), com C, do que resulta a
aciio dum complexo intermédio, EAC'.. Este complexo reagiri em seguida
n C' para dar EAC', que, por sua vez havendo Mgt+ em concentragio
ada, se combina com C’; para se tornar em EAC'.,.: o qual se liga a C

8 df EAC', 000

A Eate eritrocito EAC' i3, que se simboliza por E*, lisa-se expontineamente
dependendo a velocidade da lise da temperatura e da quantidade de C' presente.

Uma eélula no estado E* perde rapidamente o seu potissio intracelular, amino
fcidos e ribonucledtidos através duma lesdio S* produzida na sua membrana, tor-
nando-se permefivel ao sédio existente no meio.

Isto provoca alteragées osmdticas que conduzem a destrulqiu da célula (cf. com

se passa quando células de certos tumores se pdem em contacto com anti-
e complemento).

I
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Quando um eritrdcito sensibilizado atinge o grau EAC',,.,:, este produto
a degradar-se antes de combinar-se com C'.

Se chamarmos 8 ao ponto da superficie do eritréeito onde se diio as
nacbes durante o processo imuno-hemolitico e SA: a um desses pontos ji sensi
lizados, este, quande SA.C',, reagirdi com C’. para formar SA.C'... Como
dissemos, SA.C",.,: é instavel e tem tendéncia a regressar a SA.C',. '

Como a accéo de C'; ¢ relativamente lenta, a instabilidade de SA.C'\

o nimero de 8* formados por sdmente parte de SA.C',,, poderem ser con
em S* dependendo este nimero da quantidade presente de C': e da concen
de C's.

Se niio houver altas concentraces de nenhum destes componentes, que é o
usual na titulaciio do complemento, sdmente uma baixa percentagem (1-2 %) d
SA.C',,y vém a tornar-se 5% [

A degradaciio de EAC’,,,: é importante na titulaciio do complemento. |
anteriormente foi dito, o componente C' actua lentamente e como C': é
com rapidez, hd um aclimulo-de células nio-estado intermédio EAC',,.,- embora en
constante degradaciio. Por esta razao a reaccio com C'; faz-se em termos de
peticiio entre a sua fixacdo e 'ade de. EAC' 4z

Como veremos, o vol rentes actuam durante a titulagiio d
complemento é um dos fag im o grau de lise, que & in

proporcional a esse vol \

Esta influéneja pd entarmos em que a degradagio
independente da | conc nquanto que a fixagido de C
aumenta se aumentarnig qui, a formacio de maior n
de E* e, consequentem ¢ mais elevada se houver
concentraciio de reagente

A actividade hemoliti | de medir-se pela menor gquantida
de soro fresco que é&.capaz I etamente uma determinada porcdo
eritricitos sensibilizados. E preferivel;porém, usar como unidade dessa acti
a dose daguele com a quai ge logra obter 50 % de lise das células exisi
no sistema.

A relacio entre det.em'lmadas qunntldm:les de complemento e os resp
graus de hemdlise produzidos ndo é linear, mas toma o aspecto duma

sigmoidal (Fig. 2

Cepifin s BrormenpinFarmmSutissS

latl ':rae mals dﬂs de plemento para que os tltimos 5-10 %,
eriro g GasfERte, (N6 ragio whtial, a inc

da curva acentua-se a ruptamente, o que é indice de sensibilidade a peq
variacdes na doze de complemento.

Dada a necessidade duma rigorosa titulacfio deste, é pois desaconselh:
uso da unidade 100 % de hemélise, como reflexo da sua actividade litica.

A unidade 50 % é uma unidade arbitriria, pois o seu valor é dependente
nimero de células, da sua fragilidade, da dose de amboceptor, da forca ifnica |
sistema em que se processa a reaccdo, pH, concentracies de Ca++ e Mgt+,

e temperatura de incubaciio e volume final.

Para uma boa reprodutibilidade devem controlar-se cuidadosamente
estes factores. L
No método que apresentamos para titulacio de complemento, C'Hax

defenida como «o volume em mililitros capaz de lisar 1,25X<10° células
mente sensibilizadas num sistema hemolitico contendo Cat+ e Mgt+ nas conce
tragdes ideais e no volume total de 3 ml apds 80 minutos de incubaciio a 37=

A propdsito da titulaciio da hemolisina jA nos referimos A relacio
entre a sua quantidade e a do complemento.




Percentagem de hemdlise

L 2 :
G. 2 — Relagdo entre a quantidade de e a percentagem de hemélise

- a0 ] ol | B > o
~ C’'H, aumenta com a guantidade de-eélulas e varia inversamente com a forca
ionica do diluente.
0 grau de lise diminui com o aumento de volume total em que a reacgiio tem

ja sido li a razio deste facto. = 3
- o eteitp . Lowberayray puree sbigi oy §inlor om
ndo a 30° por a esta tempemm ser mai aQstﬁl JT'Q mxl Ca
2 se necessite dum, maipr lapso de tempo-para se atingir.o fina] da reaccgéo.
fudo ' maidelaidsh MBRANAS (Hlbe - GTOTH A0 8§ PEDHISmento
n feitas & temperatura de 37=+0,2°
- 0 pH, quando aumenta, interfere diminuindo a actividade litica.
O efeito dos ibes Cat+ e Mg++ foi ja tratado anteriormente.

A curva em S que relaciona as quantidades de complemento e as respectivas
ercentagens de lise, pode exprimir-se pela equaciio de VAN KroGH:

1

¥ Ay'm
1—¥

que z é a quantidade de complemento (em ml de sore diluido) e y o grau de
lise expresso como uma fracgio de 1. A constante K é a unidade 50 %

neste ponto,

y=05




serd igual a 1 e, portanto,
x=K

é outra constante e determing. a forma da curva.

1

Nas condigdes estandarde d agiio de complemento o valor de —— veri
/ n

aria;:ﬁ_o de = 10%, o que apenas

, citamos a con-

n
gubaciio antes da adicio d

60 minutos antes da’ ;[unr;fiq‘
ferente de 0,2. R =

Tal facto deve-se & perdi:- de actividade .du-'éomplemento que tem lugar du
a incubagiio a 37°. Esta perda nio é, porém, proporcional &s quantidades prese:
sendo mais marcada naqueles tubos que contém as maiores doses.

Por isso, no final da incubacio, asdquantidades de complemento que pe:
i i encontram diferindo entre si rels
Congro e oCumentacao rarmytet
1 nrr ik '
U] gplae Jde 1 mpwerdan) au Intenfor)30) etade] arta paiitido. de 10%

invalida a titulacio,

Aplicando logaritmos &4 equagdo de Van Krogh, esta tomard a forma:

1 ¥y
log x = logK + log

n 1—y

Esta expressio é a equagio duma recta da forma

y=mx+b
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1
r K (C'Hw) é a ordenada no ponto de origem e ——o0 coeficiente angular da
ta (Fig. 3).

Pe! (e Do CerheTtat A Fatfifate dtica

mo U " M ™
S, o W0 gm.,,dp,lsg.,limuagmuqoam 2

fores que a influenciam e, portanto, —— for igual a 0,2, poder-se-4 calcular
n
C'Hao dispondo apenas dum valor situado na regido da hemdlise parcial compreen-
do entre os 20 e os 80 %, recorrendo a tabelas de factores de conversio
[ALTANER, HEIDELBERGER e outros). 1
Estes factores derivaram-se atribuindo a C'Hw o valor 1 e fazendo — = 0,2,
o, a equacdo de Van Krogh tomari a forma: n

( )
X =
1 Y

@ teremos x (quantidade de complemento com a qual se obtém a percentagem y de
olise) relacionado com 1, dose de complemento que lisa 50% das células
sistema.
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Um exemplo: se com 0,40ml de complemento 1/250 se obtiveram 18 % de
hemdlise (y = 0,18), C'n sera: Y
0,40
= (0,64 ml
0,738

O valor 0,738 é o factor de conversio lido na tabela para y = 0,18. ;

Na pritica niio aconselhamos este método pois nem sempre poderemos ter

1
a certeza de trabalhar em condicdes tais que —— seja igual a 0,2.
n

O tragado do grifico com 2 ou 3 pontos escolhidos entre os 20 e os 80%
servir-nos-4 para wcontrdlen da validade da titulagio executada,

Adiante exporemos ainda um tercﬂro método grifico usando papel probit-
-logaritmico. :

VAN KrocH (1916) deﬂvnu a equm;a.o que tem o Beu nome e que, om0
sahemos, descreve matemdticamep relagio ‘sigmoidal entre percentagens de
hemélise e quantidades de comgple to, coino se a fnlta de linearidade observada
fosse consequéncia dum progésso hsor fio.: \

Em 1919 Brookg interpretouta.s o 4 falta de homogeneidade das
células com respeito/i su hill lise, crendo na teoria de que, se um
globulo é lisado, @ (porqye I - do nimero de leses na sua su-
perficie, ] ; : | 4
Este conceito das miiltiplas les cebeu claro apoio de ALBERTY e BALDWIN
(19561) que lhe deram ex : tindo uma equacio algo complexa
e chegando mesmo & calgular A : mero de pontos da superficie da
célula que deveriam' reagiy . sada,

: abe-s¢ que um sé S* produzide
para essa célula passar ao es-
tado E*. g

TITULACAO DO COMPLEMENTO

J4 vimos ao tratar da determinaciio da dose 6ptima de hemolisina como s
leva a cabo a titulacdo do complemento,

Cendpre: mmmmwsm

turam—se e dl 1bu -se em ampolas tubos a quantid julgada necessé
g T @B e Fatmaceutcos ,
Estas nmpo as on tubos sao riapidamente mngeladas. A temperatura de — 30°
temos conservado complemento por espace ndo inferior a 2 meses sem pe
aprecidvel de actividade.
Outro método de conservagiio é o de RICHARDSON que faz uso de duas aoluq_
em cloreto de sédio a 30,6 % e que sio:

a) Borax (Na.B.O;, 10H.0) , ., o 067g
Azida de sbdio . . . . A 0,81 »
b) Aeido bbrieo 7, 11040 00 rads (184 0,93 »
BOPEX . . . & ; RS o e 229 »
Sorhitel . o s B LT X s v e 1A

De ambas solugdes perfaz-se o volume de 100 ml, sendo a sua duracio ilimita
Com constante agitacdo, misturam-se 8 parte de soro com 1 parte do solute
e seguidamente com outra do soluto b). Guarda-se no frigorifico a 5°. Para

dilui-se um volume do soro conservado com sete de Agua destilada, obtendo
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soro isoténico diluide 1/10, com o qual se farfio as subsequentes diluicdes
com o diluente tamponado.

: Repetiremos aqui o exemplo tipico duma titulacio de complemento
BRUIIN) :

TUBOS 1 2 3 4 b 6 7 8 9
te,ml. . . 20 1,6 1,6 14 1,3 1,2 1,6 15 1,6
L 1/50,ml .= a5 ] — _— — 0,56 0,6 0,6
B8 /260, ml L o= o 04 06 0.8 T 08 =3 et
sensibilizadas,

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

es Opticas 0,000 0,028 0,127 0,2'{1 0,381 0,466 0491 0,489 0491

(a) e m = 0,490
. (b)

de hemélise % 8 - /48

0s graus de hemélise % foram ealeulados; eomo abe;n_ns, pela férmula:

A finica diferenca entre o esquemia- apeé terior reside no facto
! pifind wdose' 6ptiman de hemo-
j’i calculada, e ndo com a dild (, arbi iamente escolhida para
inar a unidade 50 % a empr 1 ligedovdaquele dptimo.
~ Determinadas as percentagens de hém espondentes s diversas quan-
'crn de complemento 1/250, msta-nos achar a ‘sua actividade em termos
» 2
3 Ji falimos no método grafico usanﬂb papel Iogar:tmwo no qual mareamos

(ﬁdenndns] e
dronde Documentacao Farmaceéeutica

sando este método é conveniente verificar se’o valor de 1/n se encontra

Beterimonol) Huntalbl] Gl A LHIAGL MIGOS

0 que nido nos permite controlar as condicdes em que se levou a efeito
ensaio.
- Passamos a descrever o método usado no nosso laboratério.
Cada glébulo apresenta, em relagio ao agente hemolitico, uma resisténcia
4 lise que tem como consequéncia a necessidade duma concentracio
I abaixo da qual o glébule restard intacto.

0 nimero de hemécias destruidas por uma determinada concentracio do
hemolitico corresponde, assim, & quantidade de glébulos que sio incapazes
stir.

~ Este fendmeno é semelhante & intoxicacio dum grupo de animais por um

(abcissas), obtendo uma recta onde lemos a dose litica

0 gréfico logaritmo-probabilidade aplicado is curvas sigmoides de toxicidade,
traduzem uma distribuicdo normal das resisténcias individuais dos animais,
a-as numa recta.
o significado das curvas de hemélise é o mesmo, podemos também trans-
em rectas quando lhe aplicamos o método grifico descrito para a me-
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dida das toxicidades, isto &, marcando em ordenadas os logaritmos das doses e em
abecissas as percentagens defenidas pelo seu probit. r

A inclinaciio da recta da hemélise traduz a dispersio da resisténcia das
hemécias & volta do seu valor médio, quer dizer, o desvio estandarde.

A actividade do complemento pode pois medir-se comodamente pelo proce
descrito, definindo-a, por analogia com a dose letal 50 %, pelo ponto de
mblise 50 %.

Usando papel probit-logaritmico teremos apenas de marcar ordenadas
as quantidades de complemento 1/250 e em abcissas as respectivas percentagens
de hemédlise (fig. 4).

08
1

LLES

i
b oy

mL. de complemento
=
1

Dois pontos (um abaixo e outro acima dos 50 % na zona dos 20-80 %) se
guficientes, mas é conveniente fazer passar a recta por trés.

Centdfi draina i TR SCTtiTica )
da Ordem dos Farthacéuticos |

para sabermos a que diluigio se deve submeter o complemento purc de form
a conter, em 0,6 ml, 5C"Hsw, que é a dose a usar no test de fixagéo. |

TEST DE FIXACAO DE COMPLEMENTO

Como sabemos, o test de fixagfio de complemento processa-se em dois tempos:
durante o primeiro reagem, sob determinadas condi¢des de temperatura (néio
esclarecido o motive porque o nfimero de C'H, fixadas é maior se a reacgiio
realizar a baixa temperatura do que a 87°. Se, por um lado, C';, C': & C's E
influenciados, a fixacfio de C'; estd relacionada intimamente com a temperatura
0 soro que se presume conter anticorpo, complemento em quantidade préviams
doseada e antigénio; no segundo adicionam-se & mistura anterior células
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sensibilizadas. Incuba-se a 37° durante um tempo wvaridvel com a técnica
a e faz-se a leitura dos resultados. Se o soro examinado continha anticorpo
: o antigénio usado, o complemento fixa-se sobre o complexo anticorpo-
antigénio formado e, por essa razio, nio resta complemento livre para lisar as
nlas sensibilizadas. £ o caso duma reacciio positiva.
Se, por outro lado, hi hemélise, tal facto indica que o complemento nio foi
o, por falta de anticorpo existente no soro problema (reaccio negativa).
- Um dos factores primordiais, ji o dissemos, para a obtenciio de correctos
¢ reproduziveis resultados, é a quantidade de complemento usada, tornando-se
isso essencial que a sua titulagiio seja rigorosamente conduzida. Implicita-
te, todos os factores que influenciam a actividade hemolitica do complemento
devem, de igual modo, ser devidamente controlados,
Mercé de trabalhos experimentais concluiu-se que 5C'Hw. é a quantidade
veniente para empregar nos tests de fixaciio. Se o complexo antigénio-anticorpo
fixar todas essas cinco unidades, nfio haverd hemélise do sistema indicador cons-
tituido pelas células sensibilizadas. Se, porém, sdmente quatro das cinco unidades
adas forem fixadas, a restante LGAH; guficiente para lisar 50 % das
s presentes, Também experimentaln séxvou que a fixacio de menos
quatro unidades das cinco ¢ontidag Gio que se traduz por mais
50 % de lise) é usualmente refes o negativa.
Escolheu-se este ponto final da’ to para reduzir, tanto
possivel, reaccies positivas 4 mo consequéncia duma
de factores técnicos, A seng do pode ser aumentada
idoptando como ponto final a fixae o unidades ou usando
inda 4C'Hs. e tomando compo po Atendendo contudo a
g, em regra, se usam pequencs sses volumes se podem
r erros de 10-20 %; que al ser ligeiramente anti-
lementares e que, segunde as s em ‘curso, a actividade
emolitica de C' pode sofrer deterid é conveniente empregar
L dose (GC'Hsx) capaz de garantir i ricem de’ seguranca. A activi-
lade hemolitica de C’' pode também ger com a presenca de bactérias
fungos, pela formacio de complexos entre essas bactérias ou fungos e seus
veis anticorpos existentes no soro de cebaio. E pois necessirio evitar a eonta-
do dos reagentes, eliminando assim uma provével origem de reaccdes posi-
falsas. Os soros a examinar devem ser tanto quanto possivel recentes, pois
1 apés prolongada azenagem, a tornaremse, pqr. vezes, ”f‘tif’“mﬁ‘?f‘
mtatesC 11170 d€e Documentacao ?‘L-;}Ti"ﬂdtﬁ 1Cad

Damos a seguir o esquema do test de fixapido estandardizade segundo

BRI ave s B e tos Farmaceéuticos

DILUICOES DO SORO 1:1 1:2 1:4 B rot it aiiuing
N | = 1 LED 1 RBE . DR earsan
Y & . b e e (085 685 085
: L o025
T S
T T — G256 02 025 025 ..o

emento (10 unid/ml), ml 0560 050 050 050 050 ...............

8 um periodo de fixacdo de 16 horas a 5°, incubam-se os tubos 15 minutos a
, apés o que recebem 0,56 ml de glébulos «dptimamente sensibilizados», sofrendo
ente nova incubaciio a 37° por espago de 30 minutos (este tempo nio
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& suficiente para se atingir o ponto final na reacgdo, mas, visto a leitura
feita visualmente, carece de importincia prolongé-lo). .
Os resultados, no test qualitativo (usam-se apenas os dois primeiros tubos)
sfio dados como positivo, negativo ou duvidoso e na técnica quantitativa expre
pelo titulo, que é a diluigio do tGltimo tubo que niio apresenta hemélise comp
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TENDENCIAS MODERNAS DA QUIMICA FORENSE

A. CorrerA RALHA
Director do Laboratério de Policia Cientifiea

» a definicio de Lucas ('), a
que a administragio da
ervigo da Lei,

ente se podem limitar os
Memas ligados ao aspecto
fénte, podem ser solueio-

Quimica forense ou Quimica legald®,
ica aplicada ao esclarecimento
ica levanta, ou seja, ainda, a @
E muito vasto o campo fda Qu
em que ela pode interyir.
ial da Toxicologia, muyitos
pela Quimica forense,
Porém, todos esses proble

1 | caracteristicas gerais
, que passamos a indicar? /

muitas vezes misturadas
outras substiincias (im-

— Amostras, gera]menté. em |
quantidades, proporcionalme
, sujidades, metabolitos; etc.), &*"l

— Vantagem em nio destruir tod.n.
ostos recursos.

— Conveniéncia em obter um regisiii “gréfico, isto é, de qualquer modo, uma
adicional das conclusdes do perito.

a, para o caso de virem a ser

Centro de Documentacido Farmacéutica
oXxl1 CoOMO RAMOD._MAIS IMPORTANTE.
“d3 D70 o muiearoktssE T 21 CEU LT COS

0 grande nimero de novos produtos comercializados que surgiram depois

la filtima guerra (medicamentos, pesticidas, corantes, plasticos, lubrificantes, ete.)

&

necessiriamente tornar muito mais complexa e dificil a anilise toxicolégica.

Vai longe o tempo em que o arsénio era o téxico mais frequentemente encon-
nas peritagens. Hoje, os pesticidas, de tdo larga aplicagio na Agricultura

‘na Pecuiiria, tomaram-lhe o lugar, o mesmo acontecendo com certos alcaldides

icos que estio sendo, também neste aspecto, ultrapassados por numerosos

camentos de sintese orginica.

Porém, a evolucéio ndo se deu apenas no sector da indlstria preparadora desses

postos, potencialmente perigosos, pois nio foi menor no rame da quimica

tica, particularmente no dos métodos instrumentais. Depois da guerra pas-

, técnicas como a cromatografia de papel e a cromatografia em fase gasosa,
do liquido-liquido em contra-corrente, a espectrografia nos seus miiltiplos
(emisséio, UV, IV, NMR, difraccio de raios X, ete.) evoluiram de ma-




266 Rev. port. fa

neira tdo fulgurante que tornaram facilimas certas separagbes e identificagd
antes impossiveis.

Nas breves cnnsiderag&ea que vamos fazer A volta destes problemas, t!'atﬂ-
remos, em primeiro lugar, da Quimica toxicolégica e, dentro desta, da pesqu.iﬁ
de toxicos minerais. ]

Também, neste sector limitado se verificaram progressos, como por exemplo,
o aperfeicoamento dos métodos de destruigio da matéria orginica. :

O estudo eomparativo de todos os processos conheeidos permitiu a MIDDLETON
e STUCKEY () e (*) o estabelecimento de um método mais rapido e simples, e em
que as perdas sdo minimas.

A espectrografia de emissfio passou a permitir a deteccio simultinea dos
diversos téxicos minerais. Resultado idéntico, mas ainda mais completo, se con-
segue com o emprego das modernas técnicas de espectrografia de difraccio de
raios X (fluorescéncia).

A dosagem do arsénio, grm;an aos trahnlhus de CRIBIER e GRIFFON ('), (*) e (%),
foi levada muito mais longe pois permite ji detectar menos de 1pug de arsén
conseguindo-se assim deteﬂni Al A tribuicio do arsénio nos cabelos e con]meﬂ

; 2¢O lepois da ingestdo do toxico (tendo em eong.
que os cabelos crescem, emdmédis de por'més). A evolugdo rapidis &
dos conhecimentos sobre @ ené 3 0 também, indirectamente, cnnt:ribuir
para o a.perfelgoarqento z lo arsémio. . radionct:mqan permite conhecer
a distribuiciio do a.rs.én 1 8¢ o) e (°).

Dos casos que tém gido sul | exame no Iaboratt‘irio de Policia C‘il'na
tifica, citamos um em e suspeitave :
arsenical um doente que £
entretanto, recuperara

A andlise dos cabelns/

Porgiio dos Datas aproximadas As em
eabelos correspondentes wE/100 g de cabelos
A L]

a8 = . - sxpliemp s : 2
U Uc LVruUCy HICIIL(.‘!?(IU | a

3 em meses 134

e
3

3em -6 meses

4-6 cm mais de & meses

que confirmavam inteiramente a suspeita.

Um outro caso de identificaciio de téxicos minerais a que procedemos, e g
se nos afigura pouco frequente, foi o de uma pequena por¢io (poucos mg) du
produto esbranquicado.

O diagrama de raios X (Quadro II) e o espeetro IV (fig. 1) mostram que
tratava de sulfato de edlcio. O gesso, quando ingerido em quantidades aprecidveis,
pode provocar a obstrucio do piloro devido ao facto de endurecer rapidam
apis a absorcio de humidade.




 Valores de d descritos por J. D. HANAWALT, A. W. RINN e L. K. TREVEL
Ind, Eng. Chem. Anal. Ed. 10, (1938)

QUADRO II

Sulfato de ecdleio

Bulfato de edleio

Valores obtidos neste Laboratério. :

4000

Bulfato de cilcio Produto

| i eom 14 molécula {duns moléeulas .
anidrido & s & bgvs) suspelto (*)
3,89 6,0 7 5,746
8,49 (1) 3,48 4,29 (1) 4,186
311 3,00 (11, 111) 3,81 3,32
2,86 (11) 2,80 (1) 3,06 (11, 111) 2,87 (1)
2,46 2,34 2,87 (11, 111) 2,68 (11)
2,32 (1) 2,13 68 2,67
2,26 1,85 (11, 111) 2,48 2,23
2,20 1,74 2,22 2,03
2,08 1,69 2,07 1,77 (rr)
1,99 1,53 1,657
1,93 147 1,621
1,86 1,445 1,59
1,74 1,360 147
1,64 1,300 142
1,69 1,262 1,39
1,66 1,243 1,31
1,62 1,210, 1,264
1,487 1,150 1,20
1,420 1,125 1,17
1,395 1,070 1,142
1,360 1,038
1,318 1,012
1,296 1,000
1,276 0,958
1,216 0,920
1,197
1,163
1,108

FREQUENCIA (CM-1)

2500 2000 100 1400 1200 1000  9p0 mmmqr

[1Ca

5 & 7

a

9 10 1"

COMPRIMENTO DE ONDA ()

Fie. 1

12
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Clare que a identificaciio do sulfato de célcio podia fazer-se por
quimicos. Corria-se, porém, o risco de gastar a amostra, talvez antes da i

ficaciio estar feita, se o caso fosse complicado.

Para os toxicos gasosos e voliteis (minerais ou orgiinicos) a extraeccio co
dissolventes, a microdifusdo, o arrastamento com ar ou azoto, a destilacio e, ma
recentemente, a cromatografia em fase gasosa (gis-liquido e géas-sdlido) (), (¢
), (™), (M, () e (), sfio 0s métodos usualmente seguidos, para o isol (

Apresentaremos, a seguir, também alguns exemplos de identificacdo e

gem de toxicos volateis realizados no L. P.C,

A fig, 2 mostra o isolamento e identificacio de cloroférmio e tri
tileno, feitos por cromatografia gis-liquido (coluna C, temp." 80°C, gis H:).

Centro de
da O

cumentacag

Farm

Fig. 2

m dos Farmacéuticos

acentica

As figuras seguintes 3 e 4 correspondem a uma determinaciio de
feita, a partir dos destilados (arrastamento com vapor de dgua) de
misculo, directamente por cromatografia gas-liquido (coluna P.A., temp.?

ghs H,, detector de ionizagiio de chama).
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Executaram-se os cromatogramas a 1 a 4 para estabelecer a curva de cali-
bragio para a anilise quantitativa. Note-se que o eromatograma 4 foi ti
com 5 ul de uma solucio agquosa que apenas continha 0,5 ml de etanol por

A utilizacdo da cromatografia gés-liquido, com detector da ionizaciio de ch
e eoluna apropriada, vird certamente a constituir o método mais pritico e seg
de dosagem (e identificacdio) do flcool nos liquideos orginicos, como sangue e urina,
e igualmente nos destilados de drgfos (encéfalo, miisculo, ete). oy

concentracdo de
alcoo! etilico
tem %ol

70 12 1%
altura das bondos em cm

Fic. 4

Os métodos até agora preferidos tém sido o de CAVETT (micro) e o de KoZELEA
e HINE (macro) (), ("), (™) e ().
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- Em relagio aos téxicos gasosos referir-nos-emos, particularmente, ao caso
do 6xido de carbono por ser, entre nds, o que mais frequentemente provoca intoxi-
tagdes (principalmente acidentais e suicidas).

. Aos métodos espectrofotométricos no visivel (), (¥) e (™), vieram juntar-se
o8 de infravermelho (™) e (*) e os de ero-
matografia ghs-sélido (™). Estes dltimos
tipos de métodos foram considerados, o
primeiro, para o estudo da poluicio da
atmosfera, e, o segundo, para o estudo do
grau de oxicarbonémia dos aviadores viti-
mas de acidentes (¥).

€ Quanto aos téxicos orginicos, o método

Ao, o 4 clissico de STASS-OTTO — que permite a

AP TR. W3 separagio dos compostos de acordo com

o carficter 4ecido, neutro ou alealino — foi

muito.melhorado (¥), (7) e (*) e passaram

: métodos que conduzem ji
mpostos, mesmo dentro
os (extraccio liguido-
rrente, cromatografia
Fibuicdo, cromatografia
ectroforese, etc.) (),
). |
5 valores de Rf, obti-
a de/papel (") a (%),
“)g (¥) e dos espectros de
@ ) (") IV (), (),
0 ) ™) (), (*) e, mais
e, de. NMR, feita com vista aos
compostos eom . interesse potencial em qui-
mica forénse, ou com Ambito mais geral
(M ") ™), (B8 0% %) " Ye (%)

simplificaram extraordiniriamente a

3 o ~ t.'-. )
Centré de Documrentstat-Parmaceutica
da Ordem dos Farmaceéuticos

OUTROS RAMOS DA QUIMICA FORENSE

S0 muito variados e numerosos os ramos em que a Quimica forense poderia
dividir-se. Poder-se-iam nela incluir os capitulos da quimica dos explosivos (*),
("), e (%), da dos plasticos (*), ("), (") e ("), da das tintas e vidros (™) e (™),
‘da das pedras preciosas (™), () e ("), da quimica relacionada com a anilise de

mentos ("), (™), (*), (™), (%), (®), (") e (%), etc. ete,

Para mostrar como os problemas podem surgir na Quimica forense, e como
~devem ou podem ser abordados, resolvidos e interpretados os seus resultados, cita-
alguns casos priticos do L. P.C.

A fig. b apresenta, com os n."" 1, 2 e 3, respectivamente, os espectros U.V.,

s com estricnina pura e com as fracgles éter dcido e éter alealino (Stass-
to) de umas visceras de pombos,
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Na fig. 6 véem-ge os gsnectrosd@ 1.V, da fraccio éter alcalino e da estricnina
pura. Qualquer desses espectros, mas de preferéncia ambos em conjunto, demons-

trarani: ter sido a estricnina a causadora
da morte das aves.

Suspeitava-se que os comprimidos, que
g6 mostram na fig. 7, pudessem conter
quélfgier substincia capaz de provocar o
abortol 0 tratamento com éter, depois de
alealinizacio com amoénia, permitiu extrair
ufia substiineia branca que deu o espectro
n."2-da fig. 8. O espectro n." 1 da mesma
figura foi obtido ecom quinina pura para
demonstrar a identidade do produto.

Um trigee que nos foi enyiado para
pxame provocara ‘a4 (morte  de | mimerosas
aves de capoeira s quais fora dado como
alimento, ~Nap> se {tendo, encontrado, por
espectrografia de emissdo, a presenga de
riscas que pudessem justificar a existéncia
de téxicos minerais, fez-se uma extraccio
tendente a procurar toxicos orginicos
0 quadro seguinte mostra os resultades

da extracciio feita com o trigo suspeito e com um trigo usado para comparacio.

QUADRO III

Material Quantidade Residuo da fracgiio

extmuido usada éter-ieido
Trigo suspeito 2138 g 36,0 mg
Trigo de eomparacio 2079 g 29,1 mg




FOTOGRAFIA K® 3
Espectros infravermelhos

1 = Quinina

1= mmwm dos comprimidos

» apresentarem valores
de maneira muito

Extractos etéreos

Cenfre getDocumeptacdo Fétmaceut

do Tigyde(pppdmacie) (10q Farmaceuticos

A localizacdo do miximo no espectro e as condigies em que fora obtida a
acciio respectiva, faziam suspeitar de um insecticida fosforado. Tal suposicio
confirmada por cromatografia de papel; (*) (papel impregnado com parafina;
e mével: etanol, acetona, 4gua (1:1:2); revelador: N-bromosuceinimida seguida
fluoresceina) e, sobretudo, pelo espectro I.V. (espectro n.” 1 da fig. 9) obtide
s de prévia purificagio por cromatografia com coluna de alumina activada
ente-cloroférmio). O espectro n.” 2 da mesma figura foi tirado com paratido
Fora, portanto, o paratiio o responsével pela morte das aves.

Recebemos um certo dia um frasco com fgua e duas latas contendo, respec-
mente, café e aclicar, produtos que se supunha estarem envenenados. Extrac-
com dissolventes orginicos, seguidas de purificacio dos residuos, por eroma-
afia em coluna de alumina, permitiram obter os espectros I.V. da fig. 10 que
s@ apresentavam idénticos ao obtido com o insecticida clorado, endrina.
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Citaremos ainda um caso de andlise toxicolégica relacionada com insecticidas:

Foi-nos enviade um vinho para confirmarmos que este tinha sido adicionado,
gom fins criminosos, de insecticida «Flitw. Depoiz de arrefecimento prolongado
eonseguimos separar algumas goticulas com aspecto oleoso, menos densas que o
vinho. A anilise feita por cromatografia em fase gasosa, nas condigbes indicadas
na fig. 11, mostrava que os componentes do liquido, usado como dissolvente, eram
08 mesmos do «Flits. No entanto, os espectros U.V. em soluciio etandlica (fig. 12)

Ll
FLIT,

LiQUIDO SUSPEITO

da QOrdenidos Farmaceuticos

Fic. 11

eram perfeitamente distintos e a cromatografia de papel feita segundo M1TCHEL ()
(fig. 13) nio deu quaisquer manchas com o liquido suspeito. Porém, usando a
téenica de MITCHEL (¥) modificada para detectar dieldrina, obteve-se ji uma
mancha com o mesmo valor de Rf da dieldrina pura (fig. 14).

- A analise cromatogrifica (cromatografia de papel) mostrou assim que o
liguido suspeito ndo continha DDT nem Lindano (existentes no «Flity) mas ape-
nas Dieldrina.

~ Apresentaremos, a seguir, outros exemplos da aplicagdo da Quimica forense
fora j4 do Ambito da Toxicologia.

Referir-nos-emos, a um caso de whisky falsificado, sem #leool, que se pensou,
4 principio, ser um simples infuso de chéd (fig. 15). No entanto, um simples es-
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Fic. 13 01 Q 0 @
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etro U.V. fez afastar essa hipdotese (fig. 16). A cromatografia de papel (fig. 17)
veio mostrar tratar-se de dgua corada com castanho chocolate que é constituido

mistura de trés corantes autorizados: vermelo n.” 2 (amarante), azul n.* 2
digotina Ia) e amarelo n.” 5 (tartarazina).

—__ CHA (FRACGAO NEUTRA)
~ SOLUGAO PROBLEMA

Sgcumentycao Farmaceéutica
da Ordeni dosEaxmacéuticos

A cromatografia em fase gasosa é uma das técnicas mais recentes da quimica
alitica mas contam-se ji por milhares os trabalhos cientificos que relatam a sua

icacdo e siio também j4 muito numerosos os que estdo ligados directamente
guimica forense.
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No Laboratério de Policia Cientifica, esta técnica tem-nos ajudado a resolver
numerosos problemas nio sb de toxicologia, (de que apresentimos antes trés exem-
plos) como também de Quimica forense de um modo geral. A fig, 18 corresponde
a uma identificaciio de éter de petréleo, relacionada com um caso de incéndio,
conseguida apenas com b ul de amostra.

Os cromatogramas da fig., 19 mostram <

como é possivel determinar a origem de 5 %

aguardentes pelas proporcdes relativas de % o

5 componentes separados e a que corres- ._hj o

pondem bandas distintas. ﬁ g
Os cromatogramas da fig. 20 foram ¥

tirados com os combustiveis existentes

nos depdsitos do Aeroporto de Lisboa.

Na fig. 21 véem-se cromatogramas ti-

rados a outra temperatura, com os trés

tipos principais desses ‘combustiveis. e a"ﬁ?r’b S

com o concentrado da lavageni com éter,

de uma carteira de senhord, retirada do

fundo do mar junto dos Jﬁm de um

avido. Essa andlise permitia d:emmtm?

nio ter havido troca de eombustivel e;
portanto, afastar a hipftese de ter sido
essa a causa do acidente. g

A fig. 22 mostra uma @aplicagio’ da
cromatografia de papel @ biologia, fo=
rense. Trata-se de uma mancha suspeita -
de ser de esperma em que naofoi possivel
encontrar espermatozdides mas~da qual~
se puderam isolar espermina ‘e colina,
bases orginicas existentes no esperma.

As fig. 23, 24, 2b e 26 apresentam,
__ ainda, aplica es da cromatografia (pa- e
(pel) [ A apdlisecde [tintas “estilogréfins acao ramy
de lapis de tmta RE

A d Y B .'"'-:' |
e AOpchemey miciehm rmace

lar, por extraecGes consecutivas com clo-
roférmio, acetona e fdgua, os respectivos
componentes que se identificaram com o
auxilio dos espectros LV. respectivos.
Na fig. 27 apresenta-se, com esses espec-
tros, o nome dos componentes e as propor-
¢les em que se encontravam na mistura.

Num local em que se deu uma explosiio
encontraram-se vestigios de um pro-
duto sblido esbranquicado que deu um Fic. 17
espectro de difraccéo de raios X (fig. 28)
perfeitamente idéntico ao obtido com cloreto de sbdio puro. Tal facto levou a
admitir que o explosivo pudesse ter sido o clorato de sddio, usado, por vezes, como
herbicida, e que daria cloreto de sédio como produto de decomposigio.
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Fig. 23

CROMATOGRAMA CIRCULAR

Tinta Pelikan permanente |
negro-brilhante

Fig. 25

CROMATOGRAMA RADIAL

1 — Pelikan permanente negro
- 2 — Quink permanente negro
3 — Skrip permanente megro

4 — Skrip eastanho lavdvel

n azul lavdvel
srmanente azul

Fig. 26

CROMATOGRAMA ASCENDENTE

Da esquerda para a direita:

Ldpis de tinta Faber N."* 9614, 9101,
8608, §611, 9100
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- Noutra ocasiio pediram-nos que informissemos qual de duas velas, referen-
cladas com os n.* 1 e 2, produzira os vestigios (gotas solidificadas), assinalados
com o8 n.** 8 a 6, e retirados de um determinado local. Na fig. 29, apresentam-se

08 espectros IV tirados com os pingos de vela e as velas, antes referidos, e com
parafina e estearina pura. A comparaciio dos primeiros espectros com os dois

parafina, enquanto que levou a admitir que a vela n." 2 e o vestigio n.* 6
m formados por uma mistura de estearina e de parafina (Notem-se as pro-
¢oes das bandas a cerca de 6 p = carbonilo e de 7 x = grupos alquilos).

- Com o fim de confirmar essa hipétese fez-se o isolamento da parafina e da
estearina existentes nessa vela e vestigio. Para isso, saponificaram-se quantidades
as dos produtos em estudo com soluto aleodlico de hidréxido de potéssio.
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Terminada a saponificacdo, evaporou-ge o dlcool, retomou-se o residuo em fdgua
qnent.e e extraiu-se a suspensiio resultante, com éter, O residuo obtido por ﬂlip
poracdo do extracto etéreo continha a parafina. Seguidamente, a fase aguosa foi
acidificada com acido eloridrico (até virar o vermelho Congo) e extraida, d;e Mw,.
com éter, O residuo deste segundo extracto etéreo era formdu pelo dcido e ico
obtido por saponificacio da triestearina. [

Na fig. 30 apresentam—se os espectros IV tirados com a parafina e com o icich
estedrico, isolados da vela n.® 2 e vestigio n.° 6 (a = parafina b = 4cido este
ao lado do obtido com fcido estedrico puro).

FREQUENCIA tcm:

Sgn 4X0 MO0 00 X00 B0 W MO

ntro de Documgpntacao Farmdceutlca |

da Ordem\ dogEafmactuticos

Num local de um acidente de viaciio, com fuga do motorista, encon
apenas um reduzido vestigio de tinta vermelha de automével (fig. 31). Mais ta
recairam suspeitas sobre um carro da mesma cor que, apresentava indicios
reparacio recente. Do guarda-lamas consertado retiraram-se pequenas pol
de tintas dos sitios assinalados na fig. 32.
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Fragmentos de tinta, retirados do local e
F, colhidos no carro, para comparacio, foram mon-
/ tados em pléstico e polidos de modo a tornar

%y,
/// possivel o estudo morfologico. Na fig. 33 podem

. ohservar-se, muito ampliados, os cortes trans-
‘/ versais respectivos que apresentam, em ambos

os casos, onze camadas. Observou-se a perfeita
correspondéncia na ordem das camadas, cor e
tom das mesma, e ainda o aspecto sinuoso da
camada assinalada com a letra j em qualquer
dos vestigios.

Fi1g. 31

Além do aspecto morfolégico foram também idénticos os espectros de emisséo
e de IV, feitos a partir de trés das camadas e foram iguais os resultados de dez
reaccoes microguimicas.

---I-t-'-.-_ 3

/"'-
Fig. 32

Uma porta apareceu, certo dia, arrombada e com vestigios que levavam a
admitir ter sido um «pé de cabra» o instrumento usado. Algum tempo depois, em
casa de um individuo suspeito, encontrou-se um pé de cabra que apresentava restos
de tinta verde (fig. 34), que era também a cor da tinta da porta que fora forcada.
Como o arguido negasse terminantemente ter sido o autor, foi-nos enviado o pé
de cabra suspeito e tinta da porta para comparacio (fig. 35). Nio s6 a cor verde
era igual, «22 pin, segundo OsTWALD (*), como foram idénticos os resultados
de reacgies microquimicas efectuadas nas tintas em comparacio.
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A anilise espectrogrifica — espectros de emissdo (fig. 36) e de infraver-
melho (fig. 87) — confirmou a identidade das tintas submetidas a exame.




Corte transversal de wvestigio encontrado
no local

(aumentado e¢étea de 100 x)

Corte transversal da tinta retirada do carro
suspeito (4)

(aumentado cerca de 100 x)

Fig. 33
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ANALISE QUALITATVA DAS TINTAS POR ESPECTOGRAFIA DE EMISSAO
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FiG. 37

Com os exemplos anteriores, escolhidos um pouco ao acaso, dentro de exames
até agora realizados no Laboratério de Policia Cientifica e correspondentes a
diversos tipos de problemas, procuramos pér em relevo a valiosa ajuda, que as
modernas técnicas instrumentais vieram prestar ao quimico forense.

Nio quero terminar sem referir que a resolucio dos problemas correspon-
dentes aos exemplos apresentados foi, em grande medida, devida aos meus colabo-
radores D. Célia Estevens, A. Silva Santos e J. Matos Moreira, ajudados directa-
mente pelas Senhoras D. Maria Leonor Fernandes, D. Maria de Lourdes Jana,
D, Maria Luisa Bronze, D. Maria Isabel Portugal da Silveira, D, Maria Isabel
Carita e D. Maria Emilia Esteves,

Resta-nos agradecer ao Director da Policia Judicidria todo o estimulo e apoio
que nos tem dispensade e, ainda, a autorizaciio que nos deu para publicar este
trabalho.
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O FARMACEUTICO E A NECESSIDADE DA SUA CRESCENTE
INTERVENCAO NA LUTA CONTRA OS INSECTOS

A. A, PaLra CARREIRO
Capitio-Farmacéutico

Quando fui convidado a fazer uma palestra sobre pesticidas, mais precisa-
mente sobre insecticidas, niio tinha, pelo inesperado do convite, uma ideia precisa
sobre os aspectos que mais conviria focar num tema de tio vastas possibilidades.

Hesitei entre um estudo eriterioso, esclarecedor de algum dos muitos pro-
blemas que nos interessam mais de perto, tais como caracterizagio e doseamento,
ensaios biolgicos, ensaios de toxicidade e ensaios farmaeol6gicos de compostos
insecticidas, e uma dissertacio simples e generalizada, que fizesse ressaltar o
interesse que este importante grupo de substiineias tem para nés, e, inversaments,
o muito que se pode esperar Mmmcos como contribuicdo para o debela-

mento das pragas. ;sr- T,

Optémos por esta uim @erancndos que assim irfamos mais
de encontro ao espirltoy tes jornadas, em tdo boa hora
realizadas. i AR

Uma observnqao ate L
mostra bem como mu: 0 ;
insectos se adaptam ;
téenica dos :l'armaceutm%; o8
volver um trabalho de inve
téxicos ou melhorar a -"
incitando-o0 a abordar o inafe
o homem e animais domést
facultando-lhe a puss:bmciade '
cidar «in vivow ndo s6 o interesse t:cu & real dos insecticidas, como o desen-
volvimento de linhas de inséctos resistentes; os seus conhecimentos de formulagio
e de técnica galénica, dando-lhe condiches para a direcgiio técnica de empresas
fabricantes de preparados insecticidas, e, finalmente, a sua posi¢io dentro do
comércio de produtos quimicos abrindo-lhes as portas a divulgaciio e venda de

Centri aepDitumetitacdo Farmacéutica

e eonstituem o curso de farmécia
que' envolvem o wcontrilen dos
isticas especiais da formaciio
s de quimica, permitindo desen-
no sentido de descobrir novos
dos; a sua formacio toxicolbgiea
da toxicidade dos insecticidas pm

O (el € lo ipdee @ Famo @eéee® " ATINACEUTICOS

No «Federal Insecticide, Fungicide and Rodenticide Actn de 1947, designa-se
por insecto qualquer representante de um grupo numeroso de pequenos inverte
brados, possuidores geralmente de um corpo mais ou menos segmentado, a maior
parte pertencente i classe «insectan, compreendendo individuos de 6 pernas,
usualmente de formas aladas, como escaravelhos, percevejos, abelhas, moscas,
e ainda outras classes de artripodos, cujos membros nio tém asas e normalmente
tém mais de 6 pernas, como aranhas, tragas, carrapatos, centopeias e bichos-
-de-conta.

Os insectos constituem um grupo de animais impressionante, capaz de
influenciar extraordiniriamente o estado sanitidrio da humidade, quer ocasionando-
-lhe doencas, reduzindo-lhe os meios de subsisténcia ou incomodando-a sem
piedade, quer, inversamente, prestar-lhe bons servigos, aliando-se a ela na luta
contra terceiros, concorrendo para a polonizagio das plantas ou mesmo forne-
cendo-lhe alimento, como é o caso das abelhas, ou fornecendo-lhe vestuério, !
acontece com o bicho-da-seda. i
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Ao apelidar de impressionante a classe dos insectos nfio exageramos de modo
nenhum. Dificilmente o valor dos algarismos pode tomar tanto peso como quando
aplicado a diversos aspectos da vida dos insectos.

O ntmero das suas espécies conhecidas & enorme: atinge cerca de 800 000,
ou seja 2 de todos os animais (os mamiferos nio contam mais de 10 000). Todos
ps anos sdo descritas TO0D espécies movas e segundo certos especialistas pode
avaliar-se em 4 a 5 milhdes o nimero de espéeies existentes.

0O ntimero de individuos, independentemente das espéeies, niio & menos impres-
gionante. Podem existir 500 000 formigas em certos formigueiros e numa éArea
relativamente pequena nio é dificil encontrar uma populacdo de formigas superior
4 populacio humana de toda a China. Uma termita fémea poe 36 000 ovos por dia
e um simples piolho de couve, tendo alimentaciio suficiente, poderia vir a ter,
puma s6 estacdo, uma descendéncia de peso igual a 822 000 000 000 de toneladas,
considerando 1 mg como peso médio de cada individuo. Uma mosca doméstica na
Jatitude de Whashington, depois de ter passade o inverno, pode dar origem a uma
descendéncia entre 5598 000 a 720 000 000 individuos, no espago de 4 a 5 meses.
De 1 m® de solo de uma floresta com 4 cm deses ra é possivel recolher 2 300 000

fninsectos (classe winsectan).
faculdade de adaptacio
desde o deserto mais
de 4000 m de altitude;
ao apontar a sua exis-
nas fguas doces e nos
de as larvas suportam
‘gque vive & entrada dos

p insecticida!

A distribuicio destes animais
gio também notéveis. Encontramos
frido, &s montanhas mais elevadas, €o
1o solo e, mesmo na atmosfera,
‘téncia num Plancton aéreo'a
lagos salgados, como certo lago wizi
uma salinidade de 28,5 g/l. Existe mesmo t
‘pogos de petréleo, desenvolvendo-Sevalla )

Normalmente as espécies manfé iimers“moderado, variando o seu
nfimero, de estacdio para estagiio, e, e ("loedd}de acordo com os factores
‘ecolégicos, nomeadamente temperatufa’él himidades™S6 em condigdes anormais
& que, certos insectos, podem vir a constituir epidemais de consequéncias econé-
‘mieas mais ou menos graves, Existe, por, assim dizer, um equilibrio entre o poten-

‘eial biolégico do animal e a resisténcia do ambiente; equilibrio biolégico este que
‘pode ser perturbado, num ou noutro sentido, e assim dar lugar a que uma deter-
‘minada espécie se torne mais rara ou muito mais abundante. Em certos casos
essa abundiincia pode ser extraordindria, bastando lembrar uma nuvem de
swa:ﬁ:- -cépaz de-eneobfir g sol—uma dag -7 pragas do-Egipte —para fer; -
Rt rrnigrerRoctmrertdean” Parraéutica

Chamo a atenciio para estes niimeros para-vos dar o verdadeiro significado
que essa populagio imensd, [dotadd (de(thio motayel poder|dé adaptacas, capasidade
‘de resisténcia e possibilidade de reproduciio, pode ter, em competiciio directa com
o homem, e o interesse que ela deve despertar a uma sociedade progressiva.

Tendo em conta o crescimento répido da populagio humana, é essencial que
‘& produgdio de matérias alimentares se verifique num ritmo intenso pois que uma
'Ende parte da humanidade encontra-se, hoje em dia, sub-alimentada. Esta pro-
‘dugiio é em parte diminuida por perdas considerdveis das colheitas mundiais,
gtribuindo-se 10 % dessas perdas, a parasitas e doencas das plantas, a maior parte
‘das quais devidas a insectos.

Por outro lade & necessfrio desembaracar a humanidade de flagelos tdo
_graves como o paludismo ou a doenca do sono que impedem o desenvolvimenio
“de numerosos paises e regides.

Sdo estes com efeito os dois aspectos nocivos sobre os quais mais nos devem

upar os insectos e justificativos de um ecombate organizado e metddico.

Como inimigos dos vegetais, a sua capacidade potencial é alarmante, nomea-
ente desde que o quadro antigo, com fraca densidade de plantas cultivadas,
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e renovagiio frequente das culturas, foi substituido pelo quadro moderno de mo
cultura e selecgiio de variedades uniformes.

A Doriforo é um exemplo tipico. Aeantonado primitivamente sobre o solanum
rostratum, que se desenvolvia no estado selvagem no oeste dos Estados Unidos,
estenden-se rapidamente a todos os paises, proliferando nos campos de batata
e provocando danos apreciiveis.

No dizer de MARIATT, presidente du Bureau Federal de Horticultura dos
E.U. A., wo valor dos prejuizos causados és eulturas e aos frutos por estes ini-
migos eleva-se a mais de 1 milhdo de ddlares por ano.

Mas é no seu aspecto de intermediario no transporte de agentes capazes de
causar doengas nos seres humanos — doencas estas de que demos uma extensa
lista num artigo publicade em 1953 na «Revista de Medicina Militar» —que o8
insectos despertam maior interesse quando examinades de um ponto de vista
exclusivamente médico-farmacéutico.

0O paludismo, devido a um"protoméno é _transmitido pela picada do andfeles
e causa cada ano a morte de 3 m1 hoes de doentes; estatisticas recentes indicam
que 600 milhdes de paludlcos Be atingidos de forma crénica. Ainda ha

de mortes apenas na Unido Indimg

atingia a cifra anual de 2
Stenomya fasciata matol
séeulo passado. _ ; |

Em certas aldeias do Congo, Nigéria e a, 33 da populacio desapareceu
pela incidéncia da doenga do st "aral os animais domésticos morrem
aos milhares atingidos po AN es

Apesar disso, porén
nacional que se dedique
a0s processoa de evitar

siio particulares ou foram
Patologia Vegetal e de Biclogia restal ot nas Faculdades de Medicina, In:ﬂi-
tuto de Medicina Tropical e Escola Supgnor de Medicina Veterinaria.

Actualmente, esti em projecto um laboratério de Fito-farmacologia, a montar
pela Direegio Geral dos Servigos Agricolas, euja finalidade, conforme fomos infor-
mados, serd a de se dedicar apenas ao estudo dos problemas relativos 4 investi-

tdcnica 1@ av) fomento ) dos pesticidas;-tendo) em- st oot
Cf‘mim rin ng I‘t\j‘?aé ‘cotito dos pmdﬂ irmhéegg 1TCT i‘t‘ﬂ‘

No que se ref e a_entomologia eeonémica julgamos ,,que pouco mais se tem
feito cialqilﬂ iﬂ) ﬁs‘ﬁefﬂds &6 “trabalhd hﬂlﬁiii Uto Superior de
Agronomia.

Finalmente, sob o ponto de vista de legislagdo, o que existe resume-se priti-
camente a uma portaria — a portaria 17 980 de 30 de Setembro de 1960 — apesar
de, no ano passado, o comércio de insecticidas ter ji movimentado em Portugal
uma soma de 500 milhfes de escudos. Nessa portaria, justifica-se a publicagio
da mesma do seguinte modo: «Nestas condigdes, e enquanto niio for publicado um
diploma que regulamente de forma definitiva os servigcos fiscais de importacin,
fabrico, preparaciio e venda de pesticidas e produtos correlativos, impie-se esta-
belecer um conjunto de normas a que obedeca a respectiva actividade econdmican.

Trata-se, pois, de um diploma visando exclusivamente a actividade econémica
dos pesticidas, o que sem diavida ji era alguma coisa.

Acontece, porém, que, nilo 86 ainda nfio foi publicado o decreto anunciads,
como além disso, segundo nos consta, ndo foi dado cumprimento ao que na po
taria se estabelece, o que quer dizer que tudo continua a processar-se como dan
sem qualquer espécie de fiscalizacio.
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Pripriamente no que se refere a uma actividade farmacéutica organizada,
no nosso Pais, quer oficial quer particular, tanto no campo de investigacdo como
o do w«contrdlen das pragas, nada conhecemos, salvo o que modestamente temos
rado realizar no Exército. Na verdade, foi em 1952, quando a¢ tempo era
rector o sr. Tenente Coronel Farmacéutico Homero Ferreira, que se langaram
35 bases de uma secciio especializada para luta organizada contra os insectos
oeivos, no Ambito militar. Tal actividade, que primitivamente se pensou poder
er ensaios biolégicos das espécies que mais interessam iis Forgas Armadas,
o em conta a vastidio do nosso territério, tem-se limitado apenas, por razdes
ias A4 nossa vontade, 4 aplicaciio, manipulacio e fabrico industrial de especia-
es insecticidas.
A ideia de lutar contra os insectos niio é recente e foi nomeadamente a corrida
subsisténcias que primeiro fez despertar o homem do seu alheamento quando
deu conta da interferéncia que os insectos podiam ter nos seus interesses
como resultado da analogia dos respectives alimentos.
Embora, porém, a aplicacio das substincias téxicas seja muito antiga, pode
iderar-se que foi em 18656 que a sua do agricola comegou a adquirir
importiincia, Nesta época, os agri dos Estados Unidos, cujas
llturas de batata estavam a ser dest a, encontraram um meio
o protecciio eficaz com a utiliza ical; o aceto-arseniato
8 cobre,
A partir desta data, o ecam
de culturas, foi-se alarg
to da sintese orgfinica, o ni
Imente pode afirmar-se g
icadas industrialmente, entr:

nciag téxicas, na pro-
ido, com o desenvolvi-

jecialidades pesticidas,
ubst.&ncias.

tado: se o critério é o do estado :
o8, solidos e gasosos; se é o da orig ;ﬁmuirmcua ou néo orgﬁmm,
: & 0 do modo de penetracio no organ i § insectos, em insecticidas de con-
de ingestiio ou estomacais, e, gasosos ou fumigenos.

De todas estas classificagbes a que, para nés, é mais pritica, para efeitos de
icdo, ¢ esta tltima.

Os insecticidas de contacto sdo os que atravessam a cuticula, como o DDT;
g insecticidas estom 15 ou de ingestio, sio 08 que sau absurv:dos pelos insectos

dreayrepenells) grevy m'@ﬁ?m 3., pmyame pmidi 09

ompostos arsenicais, e os Insecticidas gasosos igenos sdo oS &‘ue
o nivel das vias, respi t.on s, como é.l:ldo nidrico.
0s insecticidasdle Larhla ha#iculatidalié 16 e o ltb¥aos para
4 insectos e muito pouco para 08 vertebrados Este facto & ficilmente explicével
ge entrar em linha de conta que a estrutura da cuticula dos insectos constitui
barreira frequentemente frigil contra a penetraciio de venenos, ao contririo
pele dos vertebrados que é muito mais dificil de franquear.
Numerosos ensaios mostram que os insecticidas atravessam tanto mais facil-
te o tegumento dos insectos quanto mais elevada é a sua solubilidade nos
. Por isso, o DDT, a nicotina, o piretro, o BHC e o DDVP tém uma accio
répida do que os arsenicais e os fluoretos, substincias nio lipossoliveis, difi-
te capazes de penetrarem na cuticula, Também o isdémero y do BHC, de
hilidade elevada nas gorduras, penetra no gorgulho do trigo, Calandra gra-
em quantidade 10 vezes maior que os isdmeros a e f, de solubilidade mais

Esta particularidade resulta evidentemente na natureza lipidica da camada
da epicuticula.
Independentemente do insecticida empregado, ser ou ndo ser lipossolivel, é
eressante notar que a velocidade de entrada de uma meolécula néo dissociada
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é mais ripida que a do ifio correspondente. Assim, por exemplo, as larvas do
mosquito Culex sio mortas mais rapidamente pelo arseniato de sédio levado a um
pH de 5, em que o dcido arsénico nfio esti praticamente dissociado, do que a um
pH de 2, em que ele esti totalmente dissociado.

A epicuticula é também responsivel pela retencio de Agua dada a sua
natureza cerosa. Dai resulta poderem matar-se os insectos pulverizando-os com
um pb6 inerte, tal como o carbonato de magnésio, que arrasta a cera por abrasio
e promove a perda de dgua através da cuticula. Os insectos morrem rapidamente
por dissecagfio. O Rhodnius que resiste normalmente 4 rotenona, sucumbe fieil-
mente se se misturar um pé abrasivo. Assim, adicionando um composto de alu-
minio em pd ao trigo armazenado num silo, constata-se que os insectos maig
activos, como o Tribolium e o Sitophilus perdem mais rapidamente a cuticula pela
usura, do que qualquer espécie mais lenta, como o Anobium, que sobrevive por
longos periodos.

No entanto, um insecticida de contacto niio tem apenas que franquear a
barreira epicuticular, mas-também, a fase aquosa da endocuticula, Deve portanto
ter uma solubilidade na fgua s ypara que uma dose téxica possa atravm
esta e penetrar na cavidadeg

Daf, para ser eficaz ser miscivel niio sdmente com o8
corpos gordos e as feras,/m | s ente com a dgua. Explica-se assim
o papel importante dos dete oS qUie Perm obter pés molhantes pseudo-
-soliveis na Agua. P ’ —y

Muitos dos insectie ; dependem largamente de uma
accio de contacto. Tal ¢ ; pna, gmulsdes oleosas e nicoting,
dos modernos insecticic ik DDT, BHC, clordano, dieldrin,
endrin, ete., e, até mes T ! 0s que, com excepcio do DDVFE,
sfio especialmente conhecidos  venen doterdpicos ou, como dizem os ame-
ricanos, sistémicos. “ e Kl

O mecanismo de penetrm' insect uias chamados de ingestio &, como o
nome o indica, muito diferente;*Trata=se muito slmplesment-e de venenos que sio
ingeridos simultineamente com a a]Imentm;ao e por isso estio particularmente
indicados para os insectos que tém armadura boeal trituradora como a lagarta
da couve.

A absorciio do veneno faz-se evidentemer;}te ao nivel do intestino médio, onde
na céiulas iteli s nio se encontram Teco ertag. por uma pelicula protectora

3. (Rede 10 Dty doontecet e cortas ok ok v g ot
nuna. ou a fenutlmna atravessem o intestino sem serem absorvidos pois a isso
n imp a membrana peritréfica. Q-insecticida pode também ser destruido ne

ifambmm: (0 (que sucede com & laiva de |Pradenia eridania ¢
ludrn]isa o piretro no seu intestino médio em gquantidade suficiente para o tor r
inofensivo,

Citemos entre os insecticidas de ingestfio, os arsenicais, os fluosilicatos, rote-
nona, diversos hidrocarbonetos clorados e os derivados fosforados, também ji
incluidos nos insecticidas de contacto.

O terceiro grupo de insecticidas deste critério de classificacfio, & constitulds
pelos insecticidas fumigenos que actuam por inalacio. Usam-se geralmente em
espacos fechados como casernas, celeiros, pordes de navios, ou cimaras de expurgo,
quando se aplicam na agricultura, e deles fazem parte os insecticidas ga
como o fcido cianidrico, o sulfureto de carbono, a cloropricrina e o p-di
-benzeno.

Estes insecticidas penetrando no estade gasoso nfio tem senfio uma pa
de quitina muite fina a vencer: cerca de 0,01, a 0,02 u na barata Periplan
americana, por exemplo. )

A resisténcia aos fumigenos varia com a idade do insecto: a larva é mais
sensivel que o adulto apesar da sua mais fraca intensidade respiratéria, No Tribo-
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im a ordem de susceptibilidade é a seguinte: ovo, larva, adulto, ninfa. A tempe-
a influencia também, a agressividade do téxico. Muitos insectos sfo mais
eptiveis entre 10° e 30°C por a sua intensidade respiratéria ser nessas con-
es elevada.
- Por esta classificaciio dos insecticidas, podemos concluir que um insecticida
para ser eficaz, tem de reunir duas qualidades: facilidade de penetracio e ser
‘capaz de ferir qualquer processo vital do organismo do insecto.

A maneira como o insecticida actua sobre os insectos de forma a perturbar
profundamente as reaccdes vitais do metabolismo e a afectar a estrutura das
‘gélulas, implica um conhecimento profundo da fisiologia destes seres.

Dum modo geral, pode dizer-se que entre as lesbes mais caracteristicas,

ceptiveis de serem criadas pelos diversos insecticidas, se podem considerar as
guintes:

1 — Acgao sobre os leucdcitos, fazendo variar o seu niimero e afectando a sua
‘morfologia. :

2 — Accio sobre as células do epitlic y 1, constatando-se essencial-
ente a formacio de vactiolos'no citoplasma,. lesGes do niicleo e desaparicio de
smbranas celulares. - :

., e, b
3 — Accio sobre o protq-plas # B, gy
4 — Acgiio sobre os misculog. fnﬂﬁﬁ{w Y 3
5 — Acciio sobre a respiraci '

. 6 — Accio sobre o metabolisn
T— Accilo sobre a contracciio

A <>
8 — Acciio sobre o sistema nerv‘%:
@.ﬁ:_?«.

"

Por tudo o que acabamos de dizer, nos, nio existir uma separacfo
ida entre os insecticidas utilizades ma agricultura e os de interesse médico
ps na proteccdo do homeem e animais domésticos.

No entanto, apés exame das caracteristicas dos diferentes téxicos que fazem

¢ de cada um dos grupos de insecticidas atrids considerados, pode concluir-se

op- venenps_estomacaisy afio especificos dos insestos filéfagos, enquanto os. _

cheidid 14 Ecibacke,Cbord PG ik s Fdnkridshouldarabioe) §ab obchial i1 C )
dos para lutar vantajosamente e com menor risco contra os insectos vectores
 doencas. dn o) [ e e e A et

Bntro oo bl LRSI 08, RATNRALEN (EAS re

é, dos insectos devoradores de culturas, os insecticidas endoterdpicos ou teleo-

Xicos constituem gem diavida uma das maiores conquistas da ciéncia entomo-
ica. Trata-se de toxicos que, absorvidos e transformados pelos vegetais,
nsformam a sua seiva em veneno para os insectos picadores e trituradores.

Os principais insecticidas endoterfipicos tém por base o fluor e sobretudo
0 fésforo. O grande passo neste sentido deve-se a SHNADER que descobriu os insee-

as fosforados num laboratério da I. G. Farben da Alemanha.

E interessante notar que existe uma grande semelhanga entre os insecticidas
fosforados e certos gases de combate, denominados «gases nervinosy, como o
abum, o sarin, e o DFP. Todos derivam do deido ortofosférico ou do 4ecido piro-

sférico, todos tém uma actividade bioquimica comum, sendo poderosos inibidores
_colinesterase, alguns em doses extremamente baixas.

0Os insecticidas fosforados mais conhecidos sfio o Schradan (ou OMPA, ou
Pestox), o dimeton, o Delmav, 0 HEPT, o malatido, o TEPP e o paratiio, e repre-
entam um progresso interessante, pois evitam alguns dos numerosos inconve-
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nientes dos insecticidas habitualmente usados. Convém, porém, que sejam utili
zados com prudéncia, dada a sua elevada toxicidade, devendo procurar-se conhece
4 sua acciio sobre o homem, os animais domésticos e os vegetais.

A sua erescente utilizacdo tem tornado, por isso, da maior acuidade o pro-
blema da sua identificaciio e doseamento nos produtos que servem de s.hmentu.qiﬁ
ao homem. Na verdade, é sempre de admitir que, depois de passarem dnrectamanﬁ
para os liguidos vegetais, ndo sejam completamente metabolizados, ou gue, possam
nio ter sido definitivamente eliminados, apesar de uma abundante lavagem.

A legislaciio dos diversos paises, adoptou procedimentos diferentes relativa-
mente ao emprego destes pesticidas em agricultura. Em Franca, por exempls,
salvo raras excepcies, encontra-se interdita a comestibilidade de alimentos :-
contenham mesmo apenas vestigios. Nos Estados Unidos e Rissia existe u
cuidada documentaciio indicativa da tolerabilidade dos produtos, acompanhad 1
de minuciosas provas de toxicidade que sdo exigidas antes que um novo insecticida
possa ser aprovado para um- uso especifico,

Como resultado destas exlgénm s é extremamente abundante a literaturi
cientifica publicada em revis
ticas, sobre processos de g
quando presentes em qua N '

Feita esta referéncia Ansecticidas ™ beréptcus. resta-nos agora consi
derar os insecticidas ¢ - t ico que, como dissemos, sdo cons-
tituidos fundamerntalm 38 © dos de contacto, especmlmenta
accio residual, embo pu fumigenos tenham tide ap
cifivel aplicacio na d 8. |

O interesse pelos ir 15 T : b sobretudo comi o aparecinatil
do DDT. % : . : J

Introduzido durant. ra conjuntamente com a peniciling
e o radar, o DDT foi abunds ¢ ado e mostrou possuir imensas possibis
lidades militares, mas os res gtia utilizagio manteve-se durante algum
tempo pouco esclarecido. ' .

Hoje nio resta divida, ¢ feita a histéria da guerra, a importancia que ¢
teve na reducio das perdas de efectivos militares. Sabe-se, com efeito, qm
maioria das baixas nas guerras niio se deve apenas directamente 4 acgiio d
inimigo. Basta lembrar que, na 1 Grande Guerra, 256 % dos efectivos que en

C ﬁﬁﬂﬁ&.ﬂ‘ﬁmﬂ“ﬁﬂﬂﬁémﬁﬁﬂmﬁ Bt TICE®

poig do armisticio, em 1918, regressou, 4 Europa um grande exé
oo auj éa

a W q‘tgqe forma epidém
urup??fectan o almg' nias até 90 % dos seus
habit.nnl:.es

Uma das grandes vitérias do DDT verificou-se exactamente na iltima confls:
gracio em Napoles, nos fins do ano de 1943. No més de Dezembro deste ano
eclodiu o tifo nos centros mais povoados, na maioria dos quais grassava a miséria
e onde pragas de piolhos minavam livremente. Foi entio que os comandos ali
deram infcio a uma desinfestacio em massa. Durante o més de Janeiro de
1 300 000 cidaddos foram polvilhados em duas estacdes de despiolhamento, &
de 72 000 por dia e no prazo de trés semanas a epidemia na cidade de Népoles
estava dominada. O niimero de baixas que semanalmente se registava entre ¢
elemento civil passou de 805, na semana que finalizou em 11 de Janeiro, para
na semana seguinte,

Actualmente, o nosso Servico de Saide Militar em Angola luta com apre
ntimero de incidéncias de paludismo e disenteria, cuja origem ndo & diffeil d
adivinhar. Alids, tal facto nfio é para admirar, se nos lembrarmos que, os ame
ricanos, apesar das suas grandes possibilidades, se queixavam de ter tido n

'P
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Extremo Oriente, um maior nimero de baixas devido a insectos do que ao inimigo,
durante a luta que travaram com os japoneses na fGltima conflagracdo mundial.

Dum modo geral, tanto o DDT como os outros insecticidas residuais que se
lhe seguiram, sio ecompostos orginicos estdveis, que, quando aplicados sobre uma
guperficie permanecem téxicos durante algum tempo, frequentemente diversos
meses, para os insectos que pousem ou marchem sobre a referida superficie.
As particulas destes insecticidas, tanto na forma eristalina como em soluciio oleosa,
aderem aos pés dos insectos e dissolvem-se na camada exterior gordurosa da cuti-
‘cula. Segue-se a penetracio no insecto, desenvolvimento de lesdes, nomeadamente
‘gobre o sistema nervoso, conduzinde & paralisia e eventualmente 4 morte. A sua
acciio é relativamente lenta. Por vezes silo necessirios alguns minutos de contacto
8 0 aparecimento da morte si se verifica passadas algumas horas. Deste modo néo
:Idwe sirpreender que um quarto tratade nde apresente insectos mortos no seu
interior, pois os insectos atingidos podem deixar o quarto e ir morrer no exterior.

Os insecticidas de contacto residuais mais usados em medicina preventiva,
até ao presente, sdo os hidrocarbonetos clorados, dos quais se podem destacar
trés, pela sua mais frequente utilizacdo Wﬁﬁ médico:

—o DDT (dicloro-difenilo-triclorbetano) eujo para-para isémero é o mais
activo. y Nz
— o0 Gama-BHC (isémero gafie desheiatlo

—a Dieldrin (hexacloro-ep
isbmero & mais téxico.

insecticidas fosforados! t te recentemente — parece
ter despertado apreciivel intere . setos vectores —o DDVP
[I},D-Dimetil-E.2-diclum\'ini1fusfam¥° .
6, simultineamente, um composto ¢le . ingecti
tempo por quimicos da CIBA, cientistas al » alemies, mostrou possuir
earacteristicas especiais, que o guindai‘i}]_!,.f ipid: e a um lugar a4 parte entre
06 outros insecticidas jA conhecidos, Na verdade é simultineamente um insecticida
‘de contacto extraordiniriamente active, mas ao eontririo do DDT, dieldrin e,
‘mesmo do BHC, é extremamente volitil, sendopor isso dotado de fraco poder
residual. Costuma-se dizer a seu respeito que «aplicado sobre o chio as moscas
morrem no tecton. A sua aplicagiio, ndo obedecendo, porém, ds mesmas regras
‘que devem orientar @ utilizagdo dos insecticidas de contacto, atras referid

- g Ao S e o T
te(nio entanto dhtér excelentes resiltados, quanda se tira éonyeniéate purtido (o

' das suas caracteristicas. .

Entre os tifs, citados Jinsecticidas ~de- contacte,-de.aeccdo, vesidual, existem
_pequenas diferencas de’ comportamento. O’ DDT e o' dieldrin sio ‘ambos’ muito
 pstiveis e persistentes, o primeiro mais lento no modo de actuar e menos tixico
para muitos insectos, que o Gltimo. Ambos sioc mais lentos a actuar e menos
toxicos que o BHC, que &, contudo, por sua vez, levemente volitil e por isso nio
tilo persistente como os outros dois. Todos os trés sio, dentro de certos limites,
frritantes para alguns insectos, como por exemplo, mosquitos e moscas, provecando
‘gbandono mais rdpido, por parte deles, de uma superficie tratada, do que
‘de uma niio tratada.

Esta propriedade irritante é mais marcada no DDT, que frequentemente
- impele os insectos a deixarem a superficie tratada antes de se lhe ter aderido
‘4 dose letal de insecticida.

Todos estes compostos sio sélidos e activos em quantidades pequenas. Por isso,

a a sua eficiente aplicaciio é necessirio utilizar um meio de dispersio.

A todos os trés é comum a insolubilidade na dgua. O DDT, gquando descoberto,

oi frequentemente aplicado sob a forma de solucdo em petrdleo, um solvente

ato e de obtenciio fécil. Mais tarde, e a fim de eliminar o custo do solvente,
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comecaram a ser fabricadas férmulas que apenas requeriam a sua diluigio em
figua, tais como concentrados para emulsiio e pds dispersiveis.

A nés — como preparadores de preparacbes insecticidas e como encarregados
do departamento de desinfestacies — tem-nos interessado muito especialmente
o estudo dos principios que devem reger a aplicacio pratica dos insecticidas,

Resumimos a seguir algumas das constatacbes que a nossa experiéncia de
alguns anos mos permitiu fazer.

1. Os insecticidas de acciio residual devem aplicar-se sobre a superficie, onde
os insectos pousam ou se deslocam, e niio directamente sobre os insectos.

2. As soluqﬁes e emulsies 56 sdo eficazes quando aplicadas sobre superficies
relativamente nio absorventes, tais como madeira, metal, superficies pintadas, ete.
Nesta superficies as emulsdes produzem habitualmente um efeito mais permteni'ﬁ
do que as solucdes, embora as fltimas sejam por vezes preferidas por deixarem
mais dificilmente vestigios da sua aplicacdo. Para superficies muito absnrvmtu,?
como paredes de terra batida, frequentes nas zonas tropicais, estio mais indicadas
as formulacfes com pbs humedecentes. {

8. A velocidade de evap equen‘te perda de toxicidade depende,
niio s6 da superficie onde of insecticida & cado, como também da natureza do
solvente. A adicdo de dleog pess po ; a Bvapnmu;ao e portanto prolongar
a toxicidade. N s

4, A toxicidade hatrtien] i msachmdaa dependem do sen
tamanho. Quanto mais | oreit as mpais facilmente estas aderem
ao insecto. i et \

5. Depois de aplica uls suspensiic sobre uma superficie
dura, nio absorvente, | ente humedecer endo dotado de uma natureza
viscosa, tende a facilita ' { ¢
de insecticida & superfic
nela pousam.

6. Nas superf{clea muito ‘a
com o uso de suspensio, a Verd ue, ‘mesmo assim, se pu-de verificar m
perda apreciivel de eficicia-com o DDT e o dieldrin, Com o gama—BHC ou muito
mais ainda com o DDVP, nenhuma perda de eficicia se observa, pois, embora
se possa verificar absorciio, o insecticida pode continuar a matar por ser volétil.

7. Para que a aplicaciio do insecticida resulte & necessirio que sobre as
Ceitiis At IniRahae drad dhslaataieiiag: --
DDT 20 mg, gama BHC 2 mg, dieldrin 5§ mg. Com esse fim devem usar-se aparelhos

com p i G uma abel
o e L T T hervarm

1/32" (1, 23 mm) de didmetro para as solugbes e emulsdes, e de 3/64" (1,84 mm)

de diimetro para as suspensdes. )

As preparacies insecticidas devem ser formuladas de forma a permitir que
o utilizador as aplique directamente ou, quando muito, que tenha apenas de
ceder a uma simples mistura com um diluente, como a dgua por exemplo.

Por outro lado, a fim de se obter uma distribuigio do téxico uniforme & im-
portante saber-se:

1. — Qual o débito do jacto de liquide & saida do aparelho pulve
Um débito conveniente é o de 2,6 a b litros por 100 metros quadrados.

2. — Qual a percentagem de insecticida pure na férmula a aplicar. Por insec-
ticida puro compreende-se o para-para isémero nas preparacies de DDT, o ist-
mero goma nas preparacies de BCH e o isémero endo-exe num preparado de
dieldrin.
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Geralmente o DDT técnico comercial contém cerca de 80 % de isémero para-
para, o BHC 13 9% de isémero gama e a dieldrin comercial 85 % de endo-exo
isémero.

Nas nossas desinfestacies temos usado férmulas de insecticidas cujas compo-
gighes publicimos no artigo que atris referimos. Mais recentemente, tivemos de
pensar em enriquecer a nossa gama de trabalho, com preparacies com base em
dieldrin ¢ DDVP nomeadamente para reduzir as possibilidades de resisténcia.

Como efeito, o aparecimento de linhas de insectos resistentes é bem conhecido
desde que, durante a Gltima guerra, se comegou a fazer uso intensivo de insecti-
cidas de sintese de accio residual.

Nos primeiros tempos os utilizadores culpavam frequentemente os fabricantes
iih lhes fornecerem produtos de mé qualidade. Um estudo criterioso, porém, levado
4 eabo no laboratério, pds em evidéncia que os insectos conseguiam adquirir uma
resisténcia surpreendente, e por vezes pumduxal

Constatou-se assim, por exemplo, que a espécie- banal Musca doméstica se
tornou insensivel ao DDT em quase todo o globo. Em comparaciio, verificaram
fque as espécies vizinhas Musca vicina e.mm endémicas da ilha de Ceildo,
g0 ainda sensiveis apds quatrp an 1 ntensive com DDT.

A luta contra os mosquitos fenémenos. Em 1950 conhe-
tiam-se treze espécies resml:entes [ e,

Durante a guerra da Core
‘nos piothos do corpo, que atm
temunhas.

E interessante notar que, m
gidas de sintese, ndo o sdo—ou
de origem vegetal, que, talvez, tu
giado cedo. \

resisténcias ao DDT
te aos das linhas tes-

‘resistentes aos insecti-
— para os insecticidas

Passimos em revisio ripida alguns aspectos relacionados com os insecticidas.

0 nosso fim néo foi o de tratar com profundidade qualguer aspecto particular,
‘mas sim o de chamar a vossa atencéio para o interesse que vém tomando os insecti-
‘tidas e abordar superficialmente alguns dos pontos mais importantes, espe-
;mh cancorrer desté modo, para pm mamr entusiasrgo por parte dﬂ:mx =

ica ?lem*eoldﬁu‘rar na 'reso i dos! dlfei‘ﬁbi"pﬁoblelnu, ldf&dtﬁm,%m 1 Cd
&0 0s campos em que o0s seus conheclmentos especlals e asua ar.tmdade pude ser
Jitil e deve ser efcarada, - G i e Tl ¢

Quer nos granaea centrns atra.ves ﬂe Iahoraqtﬁ?ms ma]!tfcos 6'11 &e Eélabele-
‘eimentos produtores — onde até A data nem sequer o exame da 4.* classe se exige
por nada estar legislado sobre o assunto — quer nos eentros urbanos como técnico
eonsultor ou fornecedor, oz farmacéuticos podem na verdade, desempenhar um
inequivoco servico a favor da comunidade,

Um aviso, porém, fica feito, o de niio se deixarem influenciar com a simpliei-
‘dade dos factos aqui apresentados. A realidade é bem mais complexa e a atesté-lo
estd a abundante literatura existente e o nimero de trabalhos contraditérios.

O filme que agora vamos ver, amivelmente cedido pela SHELL, é uma obra
hhreasante-—-per‘fmto na técnica cmems.togréflca. e eloquente na explanagio
do tema — que espero possa completar, por meio de imagens, a no¢io da ameaca
que podem constituir para a humanidade os insectos e a necessidade que a todos
eompete, e muito especialmente a ndés farmacéuticos, de eolaborar nessa luta para
‘um mundo melhor e mais saudivel. 86 assim serd possivel transformar regides,
hoje insalubres, em habitiveis, e conseguir que populacdes exterminadas por

passem a viver num bem-estar até agora ignorado.
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O FARMACEUTICO E A MICROSCOPIA ANALITICA

A. CORREIA ALVES
1.° Assistente da Faculdade de Farmieln do Poea

Apesar de o espirito inventivo do Homem e o enorme progresso cientifies
regisado nestas ultimas décadas ter posto & disposicdo dos analistas as m
apuradas técnicas e as mais aperfeicoados aparelhos que é possivel imagin
u microscéipio eontinua a ser ainda um precioso instrumento analitico,

Nio falando j4 nas analises microbiolégicas, em que o microscdpio é o inst
imprescindivel, pode dizer-se que a investigacio microscopica é utilizada no ex:
de variadissimas substincias, entre as quais se contam os alimentos, as drog
vegetais, fibras, artigos de penso, tecidos, papel, e tantas outras. 2

Dado que 0 curso dé Farmacia, além da sua funcio prlmordml de cria

vid: preparar medicamentos, possui ca '--._-
¢ a que ps seus diplomados recebam u
preparaciio analitica que , curso, universitirio eonfira, pa.reunz‘-
-nos oportuno abordar o tem ea Micrnscopia Analitican,

Vejamos, em  pri gl principais aplicacies da Mier
copia Analitica, a/ fim 5 oig, diseutir a competencm do farmauﬁutﬁ
nesses diversos campo i g )

Ao tentarmos enu s que podem ser objecto de um
andlise microscopica dei de fora, as anilises microbiolé-
gicas, que constituem p al ises 'de Aplicagio & Clinica, m
tal facto significa, apend e hordar, exclusivamente, aquilo ¢

. poderemos denominar a ‘Mie L n Geral,

Posto isto, comeeemos ﬁﬁ aredlgumas das matérias que podem
objecto de uma anfilise microscd o sentide que lhe atribuimos.

E evidente que serf pré.tlcamente 1mpqsswel dar uma lista dessas maté
pois a versabilidade do microsedpio é muito grande. Por isso apenas enumerame
aqui os capitulos da andlise microscépica mais consagrados, sem esquecermos “"i
muitos outros prublemas poderdo surgir ao analista, cuja resoluciio ele encontrar

recorrendo o microscépio. g . 3
Centxem lﬁr i}ﬁﬂﬁ.m hnalistal i@&,}'&'i&m%ﬁtﬁ’iﬂfﬁﬂf@ﬁiﬁm de

sementes e frutos de pequenas dimensdes, bem como a caracterizaciio dos consti-

il OPEEH 0% PAPH At ey ==

Igualmente na andlise das dguas, & parte a andlise bacteriolégica, também
tem bastante importincia a observacic microscipica dos respectivos sedimentos.
: grande, muito grande mesmo, a variedade de elementos de origem biolégica que
neles o analista pode encontrar e ter de identificar, desde as diatoméceas, passan
pelas algas, fungos, flagelados e protozoarias, até aos vermes e insectos.

Por aqui se torna ji evidente a necessidade de todos quantos pretendam
tornar-se peritos no uso do microsedpio, como instrumento analitico, possuirem um
conhecimento bastante vasto dos vérios campos das ciéncias biol6gicas.

Da maior importéincia, do ponto de vista da salide piiblica, é o assunto refe-
rente 4 andlise dos produtos alimentares. Tdo importante é que hoje constitui uma
ciéneia aplicada totalmente independente, denominada Bromatologia, eujo prin-
cipal objective é nio s0 o estudo da composicdo quimica dos alimentos, come,
também, da fixacfio das suas normas de pureza,

Julgamos nioe andar longe da verdade ao afirmar que o capitulo mais impors
tante da Bromatologia é o que diz respeito 4 andlise dos produtos alimentares,
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o qual constitui, sem divida, um dos mais importantes pilares sobre que assenta
a defesa da safide das massas populacionais de um pais.

Para executar as suas anélises o bromatologista utiliza todos os progressos
que a técnica e a ciéncia puseram ao seu alcance, mas em muitos casos depende
ainda, quase exclusivamente, do exame microsedpico como lnico processo analitico
capaz de resolver os seus problemas.

Basta citar alguns exemplos para demonstrar, concludentemente, o que aca-
bimos de dizer. £ o caso da anilise das farinhas, as mais importantes das quais,
do ponto de vista da panificaciio, sio as de trigo, centeio e milho. Ora, a identi-
dade destes produtos s6 jode ser correctamente estabelecida pelo seu exame mi-
eroscipico, através do estudo dos grios de amido.

Por causa das diferencas de prego, muitos individuos desonestos niio hesitam
em falsificar a farinha de trigo, adicionando-lhe outras, de cotacio inferior. Tais
falsificacies escapariam facilmente aos rigores da lei se ndo houvesse possibili-
dade de as analisar microscdpicamente, linico processo que o analista tem para
descobrir essas fraudes. '
~ Mesmo quando a percentagem de fari estranha- adicionada a outra nae
ultrapassa os 5%, o problema, apess t maig difieil, tem solucdo.
Também a adigio de farinha de ceva ' e ser posta em evidéncia,
’R'_l.pesar da extraordiniria semelhanca n ologica s de amido destas duas
espécies. ¢ 24 :

Neste caso pode-se nio s6 ve e3eng; a, como calcular, ainda,
‘4 quantidade presente, bastando RrMing proporcio de grios de
‘amido existentes na amostra cu : ! s ou superiores a 40 a.
Mas uma anilise deste género a quantitativa, de que
falaremos mais adiante. |
~ Ainda restringindo-nos 4s fafi er que a analise micros-
gipica ¢ uma dos processos  utiliza confirmar a sua conta-
‘minacdo com a cravagem, capaz de ‘oFigin venenamentos em massa e is vezes
‘de consequéncias bem trigicas. Tambén & : croseﬁlpir,a que pode indicar
‘@ presenca de dcares nestes mesmos produtes. =

Mas h4 mais exemplos da utilidade 'da microseopia na andlise bromatolégica.
Assim, a falsificacio do arroz pela adigio de talco pode evidenciar-se pelo exame
i;microscﬁpica do sedimento obtido lavando-o com #dgua, separando esta e deixando-a
‘depositar.

bém as «jamg» oumarmeladas de frutos, largamepte utilizadas nalguns
Biaisch o0vb3cb, (o ChDmEDv Mol IsKRAL Yt Bab(Yobdiba, i AR FRELDE ¥ C A
'5mhelecer a identidla.de dos produtos usados na sud confecgfo, como, ainda, veri-
ficar se tais m adag _contém polpa; de magd, a gual é revelada pela natureza
especial das oot 3:? i&?hﬁﬁiﬁ?éﬁamﬁﬁ%iﬂﬁﬁ'ﬁﬂ fuprimidos e
lenheficados, dispostos de maneira caracteristica.

Mas a lista ainda nio esti esgotada. Os molhos aperientes, tais como o
eonhecido «molho inglés», e tantos outros, podem ser satisfatdriamente analisados
:egm o auxilio do microscépio, sendo possivel identificar, pela natureza dos ele-
‘mentos celulares presentes, as diversas especiarias usadas na sua preparacio,
gomo o cdpsico, as pimentas branca e preta, gengibre, cravinho, canela, noz
moscada, ete., ete.

Gracas aos grios de pélen, a andlise microscipica permite determinar a
grigem de um mel e rejeitar algumas qualidades, consideradas inferiores, como o
‘wmel de eucalipton, proveniente da Austrilia.

] Também as conservas de peixes, inteiro ou em pasta, podem ser analisadas
microscopicamente, e ndo raras vezes a identificacfio do produto depende, inica-
' mente, do exame microscépico das escamas presentes.

0 café, produto de alto valor econémico, & frequentemente adulterado pela

adicio de chicéria, e é ainda o exame microscopico que pode revelar a fraude,
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pois estes dois produtos tém elementos celulares tio diferentes uns dos
que a falsificacio torna-se logo evidente.

Nalguns paises, em que a indistria dos chocolates estd altamente desenvolvida
= em que se processam enormes quantidades de caecau, as cascas deste sfio apro-
veitadas como sub-produte, empregando-as, 4s vezes, na preparacio de ragies
alimentares para o gado ou na confeecido de biscoitos para cies.

Em Inglaterra, por exemplo, os animais de estimagiio sio em grande niimers
e por isso as fabriecas de «pet-foods» prosperam. Acontece que se os alimentos
a que nos acabamos de referir contém estas cascas em quantidade exagerada
podem tornar-se toxicas, devido & presenca de techromina. Se bem que este alea-
loide possa ser pesquisado por meios quimicos, a adiciio de cascas das sementes
de cacau a tais alimentos é ficilmente revelada pelo respectivo exame micros-
copico.

Existem ainda, alguns produtos de origem mineral, importantes do ponto de
vista industrial ou farmacéutico, cupa identidade pode ser reconhecida pela and-
lise quimica, se bem que a sua natureza precisa apenas possa ser determinada
pelo exame microseipico.” £ o casoyupoi exemplm das variedades de enxdfre, de
carbonato de célcio e outras

Assim, hi pelo menos i
pureza mas apresentand
aconselha & ndo as usa
tingui-las. |

O carbonato de cél
o carbonato de cdleio p
tais como wextra leven,
tina, assim se deve utili
determinar o earicter
gsegue com rapidez e prec

Certo nimero de' subs
forma de pd fino, podem ser ité-#nalisadas mieroscopicamente,

Estd neste caso o cauling; qie, além dos seus usos industriais é empregue em
Farmdcia, quer na filtracdo, quer na preparacgiio de pilulas, ou, ainda, como medi-
camento, em certas afeccies do tubo digestivo.

Geralmente na filtracdo ou na indéstria utiliza-se o produto constituido por
particulas maiores, até 50 pu, tendo, em média, 10 g de diimetro, enquanto qmi
. variedade de ‘Fﬂl.lll medicinal é cunstétuzda por g?.nulna que raramente. excedem
OTPLE ol © MOPBRIGREATA0 FaTMaceuTica

bentonite ¢ um silicato que origina-um gele em presenca de 4gua,

por que ¢ us Farméicia; como qgente SUSPENSor. end:u! confundir-se m
o caulifid, ko tm uii’ﬁnﬁt Jéstas substhneias gia oﬁé i énsaio microseé-
pico mmpllcismmo. Para isso, basta colocar um pouco de produto numa ldmina
seca e cobrir, depois, com uma lamela. Se fizermos agora correr uma gota dn
dgua entre a limina e a lamela, o liquido difundir-se-4 livremente no em
da substincia ser o caulino e as particulas deste mover-se-io ao aplicarmos uma
ligeira pressio sobre a lamela.

Tratando-se, porém, de bentonite, verificar-se-4 nfio haver difusdo da fgus,
que é imediatamente retida por aquela na margem da lamela, originando um gele,
e por isso também nio se observari movimento das partil:uloa apds compressio
da substiincia.

A diatomite ou kieselghur é constituida pela earapaca siliciosa de diatoméceas
fésseis, sendo um produto utilizado para certas filtracoes. As vezes pode haver
necessidade de pesquisar areia no kieselghur, o que se consegue com relativa
facilidade. Basta observar um pouco da amostra suspeita montada em solugiio
de hidrato de cloral e por causa das diferencas de indice de refraccio a diatomite
& praticamente invisivel, apenas se observando a areia, que se reconhece ]
dificuldade.

nerciais de enxdfre, todas de elevada
es inerentes a cada uma, o que
0 exame microscépico permite dis

.

as variedades e, dentro destas,
mercado sob varias gradaches,
. Conforme o fim a que se des-
, e iis vezes pode ser necessrio
de uma amostra, o que se con-
croscopio. \

siliciosa, geralmente usadas sob a
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Também alguns medicamentos oficinais ou industrializados podem ser conve-
temente submetidos 4 andlise microscépica para se determinar a sua natureza

¢ & identidade de alguns dos seus constituintes.

Estiio neste caso as pilulas e os comprimidos, sendo esta técnica utilizada
investigar os pfs vegetais que entrem na sua composiciio, ou, ainda, para

%utarmlnar a natureza dos lubrificantes, diluentes e outras substincias usadas
na fabricacio dos comprimidos.

Vejamos agora o capitulo referente & analise microscipica das drogas de

‘origem vegetal.

F- Como é do conhecimento de todos, as matér]as-prlmas fornecidas pele reino

1-

4 terapéutica sfo em grande nimero e da mais alta importincia, Muitas

gnlas siio directamente transformadas em formas medicamentosas, obtidas segundo

cinones que regem a Farmicia Galénica, ao passo que um contingente néo

.-

0s numeroso & utilizado pela indastria quimica, que a partir delas prepara
quantidade impressionante de utilissimos compostos empregados no trata-

mento de tantas e tantas doencas.

representam hoje em dia algumas d:

habitat, factores que condicionam

as diferentes Farmacopeias s

Qualquer que seja o seu modo de utili certo & que as drogas vegetais
s mais importantes, atin-

ifra de muitos milhdes de

O A5 SUASs transacquea ‘.I'IOB me
anualmente.

Cada droga, como sabemos, é la sua origem botidnica
speito, ndo permitindo,
rarissimas excepcdes, a s iais por outras forne-
por espécies afins.
Por essa raziio, de todas as '_',
drogas vegetais, a Farmacognosi

estude as drogas sobre mili

i o estudo e a producio
| importante. Se bem que
sua origem boténica,
2] orfologia e constituicio
ica, é, antes de tudo e essencialfients; a devotada 4 investigagio
morfologia das drogas, como muitd b iceit

Imo, nas palavras que escreved no eto de homenagem a um dos mais

ados morfologistas contemporiineos —o Dr, T. E. WaLLis, publicado na

gem do seu 85.° aniversdrio, por iniciativa da «The Pharmaceutical Society

if Great Britainm.

Por motivns f&cilmente compreensiveis, o valor das drogas depende da sua

Rt e Rnren pitR d Parieiadica

produtos por elss segreﬁndoa.

Deste mod,| Fltnlip (quask] penipe) Gs iuemﬁm {r@wﬂw{ ara se
uma classifica¢io bot.ﬂ.mca correcta e assente ases seguras, o farma-

osista, mesmo assim, tem que assegurar se uma drog'a. é genuina ou nio é.

como pode ele desempenhar uma tarefa tdo melindrosa, mas tio necessiria

"3__ o importante, se é relativamente fécil, por exemplo, confundir umas cascas

e determinada espécie com as provenientes de outras plantas, com propriedades
s vezes totalmente diferentes? A resposta a esta interrogaciio é s6 uma: Estu-
ando os caracteres morfolégicos das drogas, quer macrosedpicos, quer, princi-

B

nente, microscopicos.
Dado que existem vérias espécies, ds vezes proximas dagquela que representa

| fonte auténtica de determinada droga, que podem ser misturada com esta

ional ou intencionalmente, o farmacognosista tem de conhecer niio s0 os
res das drogas oficinais, como, também, os dos seus possiveis adulterantes.

} & neste dominio que a microscopia analitica se reveste da maior importineia.

Na realidade, os dados experimentais acumulados tém permitido verificar que

os caracteres morfolégicos macroseépicos falham e sdo insuficientes para a

rizacio de muitas drogas, o mesmo nfdo acontece, felizmente, com os carac-
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teres microscdpicos, que em Altima instdncia, constituem o inico meio
para a sua carzcterizacio.

Alids ja h4 muito tempo que os farmacognosistas reconheceram esta ve
e a prova disso estd no enorme volume de trabalho de investigaciio realizado sohre
a microscopia das drogas e seus adulterantes, o qual constitui as bases sobre que
assenta, actualmente, a identificaciio de muitas delas.

De facto, foi nos meados do séeule passado que os estudos microsedpicos
comecaram a ser aplicados A caracterizacio das drogas, quando SCHLEIDEN
mostrou, em 1847, que era possivel distingir as diferentes espécies de salsaparrilha
utilizandoe o microscépio. A partir dessa data o uso de tdo prestante instrumento
nos estudos farmacogndsicos foi-se difundindo, com os trabalhos de WEDDEL (iSﬂ},.,
WowaRD (1862) e OUDEMANNS (1854-18566).

Mais tarde VoHL, TSCHIRCH e outros iniciaram o estudo microscépico das
drogas em pd e com o andar do tempo o niimero de drogas estudadas foi cres
cendo sempre, o rigor das investigacies microscépicas e a qualidade dos desenhos
que as acompanham melhorando prug‘resswamente até se atingir o grau de
precisio que hoje apresentam, # :

E evidente que o Sucess
mento minucioso dos, cara
03 farmncognosmtns
desse género.

Na quietude dos
um micrétomo, uma d
simples e baratos, o fa
observando os caracter

Trabalhando cuidado
menor, vai tomando nota
seu interior, da natureza' da
para formar os diversos tecidps,
importantes para a caracterizay terial em estudo.

Procura ser o mais exacto que € possivel #o descrever as suas obse
mas como as palavras, as vezes, podem nio¢ traduzir fielmente aquilo que viu,
acompanha as suas descricbes com desenhos rigorosamente feitos 4 eAmara
nio se esquecendo, evidentemente, de indicar as respectivas ampliacds, para
o seu trabalho se torne verdadeiramente Wtil aos outros investigadores.

C F%E* &Hmua nten{im Se estd a estudaryuma flor an{g\lfsn lfe
bl Pkt Grede o BTN 14 i, cAdbrebeaiis BT diskda
epidermes exterior e interior, o nspectu dos tricomas presenbes o0s tipnn

g 1+ P 7 a1yl s s A 3w s S

a droga se apresenta no estado de pé.

0 trabalho é idéntico, quer se trate de uma folha, uma casca, um ramo of
uma raiz. Mas o farmacognosista ndo se limita apenas a observar e d
a morfologia das eélulas. Nio hesita em dispender longas horas a medir
células que constituem os diferentes tecidos, tomando nota das suas dim
diferentes planos, pois nio ignora que a microscopia quantitativa, introduzids
na ciéncia que professa por WALLIS, é, em certos casos, o Unico meio suscep
de permitir a diferenciaciio entre duas espécies.

Terminado o seu trabalho, que lhe terd levado alguns meses a realizar, as
notas poderiio constituir, certamente, assunto para uma publicagio numa revista
da especialidade.

Geralmente, neste género de investigaciio, alids bastante meritiria e de
utilidade, o farmacognosista nunca espera fazer descobertas sensacionais. A
actividade & apenas guiada pelo amor ao estudo e 4 cifneia que pratica,
curando contribuir com o seu esfor¢o para o melhor conhecimento das
para tornar mais precisa a sua identificacdo.

ferramentas um microscdpio,
s mais instrumentos, alifis bem
¢ horas sentado &4 sua banea,
as medicinais.
o deixar escapar nenhum por-
das formagbes que aparecem no
g, do modo como elas se a I
olbendo todos os elementos considerados
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Acontece, 4s vezes, que as diferencas histolégicas entre duas espécies suscep-
tiveis de se confundirem macroscopicamente sio acentuadas, e em tais circuns-
a sua diferenciacio néio oferece dificuldades. Mas casos h4 em que os
res microseépicos de algumas espécies siio muito semelhantes, registando-se
apenas ligeiras diferencas que, no entanto, quando bem reconhecidas e desde que
go lhes atribua valor significativo, fornecem base segura para sua distincdo.
~ Alguns problemas de identificacido de drogas, todavia, nio podem ser resol-
vidos com base na observagiio microseépica qualitativa. Nio raras vezes o inves-
&:dor depara com semelhanca de morfologia microscépica tio grande entre
drogas que, forcosamente, teria que confessar a sua incapacidade para as
guir.
Em tais casos, porém, a solucio do que A primeira vista parecia ser insollvel
esth na determinaciio das dimensdes das células. Assim se obtém certos valores
ricos que tornaram possivel a distincio de produtos surpreendentemente
is, conforme WALLIS tiio brilhantemente demonstrou. Um exemplo basta para
r a utilidade do método, hoje universalmente usado por todos os farma-
fognosistas. LS
- Como ji dissemos, a morfologia ¢ 1
ﬂu igual que é impossivel disting
hservaciio da respectiva forma. No al
ﬁl.ldo de cevada nunca tém um dlm\_ ]
icativo de grios de an‘udo ﬁ? -

amido de cevada e trigo
microsedpico se limitar &
rovou que os grios de
0 passe que um nimero
etro superior a 40 u.
s, sendo preciso, para
tante consideravel de

, determinar apenas as dim '.
Muitas drogas em pd, que con correctamente identi-
as examinando os grios dej A identificacio destes
, em geral, 4 custa de tris s geneia] ) Dimensdes e forma;
earacteristicas da superficie daﬂm &W ou auséncia de poros e
germinativas. v
B ou outro destes alementes forh ] Sempre 4 possibilidade de dis-
ir uma espécie de outras, vizinhas, e bem ‘pouco tempo acabimos de
ificar isso na prética, ao observar que os grios de pilen da Datura leichhardtii,
de morfologicamente serem parecidos com os de Datura stramonium, sao
icativamente mais pequenos que os desta (ltima espécie, a ponto de ser
ivel distingui-las por esta caracteristica.

ﬁmlm ﬁtu?ﬁnﬁﬁgﬁmﬁd&%s ‘é iéﬁrﬁlﬁ :{Jdﬂg‘h 'Iiﬂf-}

a sua utlhgailde na d;i:;rmmaga:’ia pureza ou 1dent1f1ca¢ao das drogas de
vegetal (Bepuir dnmnqﬁ ?_” Iﬂkni vista
la anfilise microseopica Jas drogas. Sio ‘elest O «vein-islet'n Em‘!ie ?ﬁend do-se
uvein-islety a menor Area de parénquima clorofilino rodeada pelos tltimos
dos feixes condutores; a «relagio de palissadan; wcélulas por unidade de

; «vasos por mm® e aindice de estomasn,

Assim, por exemplo o «vein-islet number» permite distinguir o sene de
dria do da India e a Digilitalis purpurea da D. thapsia. A «relacio de
da», por sua vez, ¢ usada para diferenciar virias espécies de Buchu, ao
que varias solanidceas podem ser distinguidas pelos respectivos windices

estomasy.

Mas as possibilidades da microscopia analitica nfio ficam por aqui. WALLIS

iu transformar o microscipio num instrumento capaz de fazer andlises

titativas. Esta é, sem divida, uma das mais brilhantes contribuicdes no

o da microscopia e o método utiliza como substiinecia de referéncia os esporos
linop&dm.

WaLLis verificou que estes eram surpreendentemente uniformes e que cada

¢ continha 94 000 esporos. Este é o ponto de partida do seu engenhoso método.
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Misturando pesos conhecidos de licopidio e de droga pulverizada, preparando
suspensio dessa mistura e fazendo preparacies dessa suspensiio em laminas,
determinar-se, contando o0s esporos presentes, o peso de licopédio visto no campo
do microscépio e, tendo em conta as proporcies relativas de licopddio e de droga,
na mistura inicial, o peso desta.

Se a droga contiver particulas caracteristicas, susceptiveis de serem contadas,
tais como grios de amido, pédlen, células esclerenquimatosas, etc., pode-se ainda
calcular o ntimero dessas particulas por mg de substiincia e este niimero, por sua
vez, serviri para determinar a percentagem da droga pulverizada em misturas.

Sdos estas, em resumo, algumas das muitas aplicacdes da microscopia ana-
litica. Tendo-as passado em revista pretendemos focar niio s6 a utilidade deste
método de andlise, como, também, mencionar alguns dos campos em que ele cons-
titui o processo de escolha e, muitas vezes, o Unico que conduz a resultaﬂ
Seguros.

Posto isto, parece-me chegada a altura de discutir a competéncia do fanm-f
céutico como executante das andlises mlcroﬁcﬁpicas

Como ntris d::famns. o micr a analitico deve possuir alargados ¢
ider enfrentar com éxito os probl
aticos adquirem, durante o seu curso,

que lhe sejam postos. Ser
esses conhecimentos?
Nio hesitamos um nar :&le sim e acrescentamos até que a
sua preparaciio cientific il Muma posicio privilegiada para se
dedicarem a este génerp m% ta afirmar, é necessirio damm
trar o que afirmamos & isso Vi
Como acabimos d
i microscopia analitic
imediatamente, desse e
biolégicos, e, dentro deste
origem vegetal. —
Ora, acontece que desde b ieméTiais que o farmacéutico est4 habituado
a lidar eom produtos fornecidos i Teino vegetal, que sempre constituiram
das fontes mais importantes para a obtencio de medicamentos. Quer isto dm
que a profissio farmacéutica estd tradicionalmente ligada & manipulagio
produtos, cujas propriedades e aplicacies conhece perfeitamente, quer se
de substincias medicinais ou importantes do ponto de vista econémico (es
ctar as, por exem lo)

ados, mas um facto
parte deles diz respeito a
gem diz respeito a substéncias

= H_y

i
-

€1 [dokdo fiden &0 GAE AEthAiook | tagtd St b B 2O Slbld 6

proﬁssau—o desventu:ado como ilustre TomE PIRES quem, ao escrever a

ORIENT: tu dgas& escreven
fooni s b1 01+ A L O w

Outro dos cientistas portug'uesaa de quinhentos que escreveu sobre a
vegetais e se tornou, justamente, admirado por todo o mundo culto da época, fo
GARCIA D'ORTA. Este era médico e nilo boticirio, como entdo se dizia, mas nesse
tempo os médicos e, especialmente, GARCIA D'ORTA eram versados em
natural.

As obras de DioscOrRIDES, PLiNID e dos autores drabes nido tinham
para GARCIA e dai o cardcter tnico e originalissimo, para a época, que mﬁ
imprimir aos seus «Coléquios dos Simples e das Drogasn.

Os exemplos que acabimos de mencionar sio a prova de que «The Wﬂgi_t
man in the wright place» conduz, invariivelmente, a bons resultados. E jul
que se o farmacéutico se dedicar is andlises mierosedpicas teremos, mais uma ves,
wo homem préprio no lugar eonvenienten. E porqué?

Simplesmente porque o farmacéutico adquire durante o seu curso um
tério importante de conhecimentos cientificos e técnicos que fazem dele um
profissionais mais habilitados a dedicarem-se a microscopia analitica.
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Mal infcia os seus estudos, comeca logo a travar conhecimento com o micros-
0. Na Botdnica, além da parte referente & morfologia e fisiologia dos prin-
grupos de vegetais, apreende, a fundo, a morfologia microsedpica dos

Ao mesmo tempo inicia o estudo das drogas de origem vegetal usadas na
aracio dos medicamentos. Esse estudo é bastante complexo, abrangendo virios
nios, especialmente gquimico e boténico.
A Farmacognosia é uma ciéneia puramente e tradicionalmente farmacéutica,
das suas intimas relacies com a botiinica e a quimica e ao dedicar-lhe dois
de trabalho tem o estudante de Farmécia oportunidade para se familiarizar
virios aspectos da microscopia analitica. ’
£ nesta altura que comeca a tomar consciéncia da utilidade daquele método
andlise, pois os professores se encarregario de lhes chamar a atencdo para
impossibilidade de reconhecer certas drogas sem Trecorrer ao seu exame micros-
ico. E como o ensino é tefrico e pritico, o aluno terd oeasifio de verificar
si a veracidade do que ouve afirmar. ~.
- Também na Farmacognosia, durante cujas aulas préaticas tanto uso se faz
9 microscépio, o aluno comeca a’tomar : f os valores numéricos intro-
dos por WALLIS e outros e cedo g o er a sua utilidade.
~ Assim, por exemplo, é costum gm a0 exame microscipico
e variadissimas drogas, entre el minando\ os didmetros dos
{ ivos griios, e quase sémpre 8-los quando misturados,
acto concreto de microscopia
Durante o resto do curso,
alhar com o microscdpio, te
tiva cada wvez mais ampls
rando, progressivamente, a f
ano do seu curso, ¢ aluno
ou mais cadeiras cujo estudo 1
ymo instrumento de trabalho. i ’
Por isso, quando no 5.° Ano o aluflos as Andlises Bromatolégicas
apto a proceder & maioria dos exames microscopicos que é habitual fazer-se.
Durante os cinco longos anos que dura a licenciatura em Farmécia, os que
frequentam aprendem a preparar medicamentos, seu principal objectivo.
simultineamente, de um modo muito subtil, quase inconscientemente, vio-se
ando em muitos dominios da andlise microsedpica.

ivo i i o f o o ao I
T el i e R AT St Sdlica
& habilidade técnica para se tornar um bom microscopista. )Atrﬂvés da apren-
em fezs otencialmente - 50 d mi ia
o e e TS B S e
que o futuro analista revele um gosto e inclinaciio especiais para este género
¢ trabalhc e se entregue a ele com verdadeira paixio.

A mestria, a pericia no uso do mieroscépio, essas virdo depois e naturalmente,
| medida que o tempo passa e a pratica se vai alargando.

e

ia nunca mais deixa de
e irl adquirindo uma
esmo tempo que vai
. Desde o primeiro ao
pre, no seu curriculum,
te, o/ uso do microscopio
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TOXICOMANIA, FLAGELO SOCIAL

J. SouTo TEIXEIRA
Director dos Servigos Técnicos
Exercicio de Farmiicia ¢ Comprovagiio de Medi
i S (Direegiio Geral de Sadde)

E decorrido pouco ma
plano internacional & lu
Em 1909, reuniram-se e
problemas referentes
1959, em Genebra, 15
4 sessiio anual da' Co
narem os problemas
haxixe no Médio OQrient
Sul e a toxicomania
Quando se reuniu a co

bre ‘a data em que teve infcio ne
inado das drogas estupefacientes.
de treze paises para estudar os
ina. \E, 50 anos mais tarde,
s de diversos paises a
las Nacies Unidas para _
ial, motivados pelo consumo do
folhas de coca na América
heroina na América do N
: , avia a convicgdo, embora
de que o problema de dpio“ p entar-se com sucesso sobre o
exclusivamente nacional. Hdjer ol prin weontrilen internacional dos
facientes é universalmente admi uta coftra a toxicomania e o tréfego
ilieito dos estupefacientes; prossegue sem desfalecimento no mundo inteiro e,
a conseguir com éxito, dado-os problemas novos que surgem dia a dia, to
necessfirin uma colaboraciio mais estfeita intergovernamentar cuja primeira
nifestacio organizada foi a criacio da Comissido do Opio de Changai.

C Cd‘e]ﬁ gdﬁﬁqmm %wj@ﬁﬁ@ g“i;g? i nos mea&us do st?cggg;lﬁ‘: _'

chamadas guerras do dpio ti objectivo manter aberto o mercado
co conhio do | grvehieh 4, 10161 TANIE N4l G evcente o
da morfina durante a Guerra da Secessio, nos Esta,dos-Umdus, de 1861 a 1865
Em 1900 aparece no mercado a heroina e foi preciso esperar uma dezena de ano

para se reconhecerem os seus graves inconvenientes.

No século XvI, o Grio Turco tinha preibido o uso do épio e de haxixe.
meados do século Xviil interdita-se na China a venda do Gpio e a abertura de
lugares onde se fumava e no século XIX novos esforcos foram levados a cabo
evitar o mal que se alastrava. Embora em 1800 se tivesse proibido a im
do bpio, ele continuava a entrar no pais em grandes quantidades. Porém, em
o Tratado de Tiestsin legaliza de novo o coméreio. Enfim, em 1906, um
passo se deu quando na China se proibiu a cultura da papoila que produz o
A medida deu resultados satisfatérios e em 1908 a Gria-Bretanha, na qual a
pfliblica se interessou vivamente pela solugiio do problema, aceitou reduzir as
portagies do dpio da fndia com destino &4 China, durante um periodo experim
de 3 anos, com a condicdo de que neste pais se procedesse a reducdes substa
na sua produgfio nacional, ainda existente no seu vasto territério e nas i
tagdes provenientes de outros paises. Foi neste ambiente e com o fim de a
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4 China nesta tarefa imensa que se reuniu em Changai, a Comissio Internacional
do Opio. A iniciativa deveu-se principalmente ao Presidente Teodoro Roosevelt.
Em 1908, o0 Governo dos Estados Unidos tinha proibide o uso do épio nas Filipinas
4 ndo ser para usos medicinais e chamado a atenc@o dos paises da Europa e do
Extremo-Oriente aos quais interessava o problema, Na Comissfio estavam repre-
sentados os seguintes pafses: Alemanha, Austria, Hungria, China, Estados Unidos,
Franca, Gri-Bretanha, Itdlia, Japdo, Holanda, Pérsia, Portugal, Rissia e Sido.
Por unanimidade, os delegados adoptaram nove resolucdes, nas quais convidavam
o8 respectivos Governos a suprimir nos seus territérios o uso do épio de fumar,
4 limitar o uso da morfina s6 a fins médicos e a instituir um «contrdle» nacional
da morfina e outros derivados do dpio.

0Os delegados reunides em Changai niio tinham os poderes para assinar um
instrumento diploméatico. Mas foi, sem divida, devido aos seus esforcos que se
acordou, em Haia, trés anos mais tarde, na primeira Convencio Internacional do
Opio que instituiu regras quanto ao coméreio e uso-dos estupefacientes, criando-se
direito internacional com carécter multllateral

A Convenciio de Haia, de Janeiro de

de fumar; o emprego dos estupef

seria limitada somente a usos’ médi

g0 eram submetidos a determinada

: a rudimentar, o regime dos

i‘ni;ﬁn internacional especial tinh

; as partes contratante

erno Holandés os seus textos

que tinham os paises pa

onal contra a toxicomania,
fornou-se um dever segundo o direi

SN
8. Em eonformidade com os trata@'

via a supressio progressiva do
na, outros opidceos e cocaina,
‘a sua fabricacio, venda e
tos. Assim se criou, sob
ional. Nenhuma insti-
tar a aplicacio destas
igacio de enviar ao
pertinentes. A obri-
uma  campanha inter-
obrigacio moral, mas

: “apos a primeira grande Guerra
i!tmdla] todas as nacdes participantes que . o nido tinham feito aderiram
Convencao de Haia. Nos termos do art 2.8 do Paeto da Sociedade das Nacdes,
assumia & responsabilidade do «contrdle» geral, em plano internacional, dos
rdos relativos ao trifego do Opio e outras drogas nocivas.

Em 1920 a Sociedade das Nacdes criou a Comissdo Consultiva do Trdifego

. Esta comiss a Comissdo dog Estupefacient do Conaei.’w Econg;
W E el era tli‘\; ELER nE
a ttut:gndmd eﬁmﬁﬂ o(ﬁnég:?de 6rgao a ms‘t:i'aq 1Cd
ac]ona] em - ‘_ g'tacmntes figava encam‘z\ida de darl'dlareceres
i Assembleia, r 5@5({ on(intahackra] A Hb\ 3

ormente a Commsao das Nacbes Unidas, compreendia os Estados mais inte-
sados na matéria, isto é, os principais fabricantes de estupefacientes e os pro-
res de matérias-primas vegetais necessirias para a sua fabricagiio bem como

)8 paises nos quais o trafego ilicito constituia um grave problema.

Em 1924, teve lugar uma nova conferéncia, em Genebra, para se ocupar
ialmente do uso do Opioc de fumar no Extremo-Oriente. E, em 1925 foi assi-
um acordo que tinha por fim exercer uma vigilineia eficiente dos traficantes

¢ suprimir progressivamente o uso do 6pio, constituindo-se monopélio dos Estados
que se refere a4 produgdo, importacio, vendas e distribuicio de 6pio preparado,

im como sistemas apropriados de licengas e racionamento. A Convengdo de 1925,
ada a partir do Acordo de 1912, instituiu o sistema actual de licencas

 de registos para as transaccoes de estupefacientes assim como a obrigatoriedade
relatérios s autoridades internacionais sobre o modo como eram cumpridos

5 preceitos da Convenciio nos diversos paises. O sistema de licencas passou a
car-se a cada importacio das matérias-primas e a4 exportacio das drogas
mufacturadas. Antes de 1925, a Comissdo Consultiva do Opio tinha ji preconi-
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zado a adopgio dum sistema andlogo mas tal ndo se tinha generali

A Convencio criou um 6érgio independente, o Comité Central Permanenle
do Opio, encarregado de examinar as estatisticas periddicas que os Governos
teriam de fornecer no que se refere is matérias-primas agricolas donde sio
extraidos os estupefacientes naturais, assim como as referentes 4 fabricacio, im-
portacio, exportacfio, consumo, wstocks» e as apreensdes provenientes do trifege
ilicito. A Convenciio foi assinada por 41 nacdes. E, de acordo comas suas dis-
posicées, foi publicado no nosso Pais, em 24 de Agosto de 1926, o Decreto n.* 12 210,
disposicfio legal ainda em vigor.

Nio atingiu a Convencdio os fins que seriam para desejar. Dai as criticas
de que foi alvo, porquanto ao instituir regras burocriticas bastante precisas nio
atacava o problema social de fundo, isto é, a progressio acelerada da aboligio do
6pio de fumar, do consumo para fins nio médicos do cinhamo, nem o hébito de
se mascarem as folhas da coca.

Por tais razdes, e porgue a superproducio de estupefaclent.ea encorajava o
trafego ilicito, em 1931, 57 representantes de Estados reiinem-se em Genebra
e adoptaram a uCnnm;:m p no fabrico e regulamentar a distribuigio
dos estupefacientesn. A Conye 1 vigor em 1933 e tinha como objectivo
instituir uma espécie al planificada dos estupefaci 3
Embora esta Convencio ada pelo Governo Portugués, o
80 sucedeu mais tard osamente cumprida pelas a
dades sanitarias naci te forneceria anualmente
avaliagio dos estupe necesséria sdmente para
médicos e cientificos. u:anrae os contingentes
de fabricaciio e import ério ndo auténomo. A Convenciio
criou um orgio especifi estudar as avaliacbes e de esta-
belecer em cada ano un - necessidades provaveis m
de estupefacientes. o E ;

A Convencio instituia®a i

: *,_- itivo legislativo internacional se

o qual os novos e.stupufar.;en efites a certos grupos quimicos, tirante
estupefacientes sintéticos que en eram. desconhecidos, podiam ser col
sob «contrélen internacional ¢ que as partes contratantes teriam de cumprir.
outro lado, aumentava-se o niimero de requisitos da responsabilidade dos E
exigindo-se, se necessfrio, informa¢des minuciosamente sobre casos consid
importantes de tréfego ilicito @ um relatério anual refetente 4 administragio

~ _ estupefacie :qepu territé 195 interess mMace S L
Ce .08 DASIRRT Rl Armaccusi

reconhecido que mulbns traf:camaisubretudo 08 mais perigorosos, por
1v

theavar i)l e o ¥y <o losocrradt frtppecional vasi

ravam directamente entra si. Era particularmente aflitivo ver certos
de repressio serem reduzidos ao papel de simples espectadores, inermes e
enquanto os chefes dos bandos de traficantes dirigiam as suas operagdes crimi:
nosas dum pais estrangeiro. Foi por esta razdo que teve lugar uma nova eol
feréncia em 1936, em Genebra, tendo como objective fundamental a luta t:m'ltﬂ.
trafego ilicito.

4. No comeco da segunda Guerra Mundial havia ainda algumas defici
no «controlen internacional dos estupefacientes. Mas niio devemos esquecer a
sidade da tarefa realizada pela Sociedade das Nacbes e os progressos
no sentido de se elaborar um sistema eficiente em face das dificuldades que
os dias surgiam. A administrac¢io internacional continuou a exercer al
das suas funces durante a segunda guerra mundial. A Gri-Bretanha, a Ho
e a Franca encorajadas pelos Estados Unidos e tendo em vista os probl
graves que surgiram com as populagbes refugiadas tinham tomado a ini
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de suprimir dristicamente nos seus territdrios o uso do 6pio de fumar. Portugal
seguiu o apelo procedendo do mesmo modo em Macau.

Em 1946, o Conselho Econémico e Social das Nacies Unidas, criado neste
mesmo ano, constituiu a Comissdo dos Estupefacientes que retomou as funcoes
da Comissiio Consultiva do Tréifego do Opio e outras drogas nocivas e a Assem-
bleia Geral aprovou o Protocolo que transferia as funcgdes exercidas, em matéria
de estupefacientes dos drgfios da Sociedade das Nagdes para os drgéos correspon-
dentes das Nacgdes Unidas. Continuou assim um sistema eficaz de wcontrdlen
mundial de estupefacientes que deu as suas provas durante um gquarto de século.
‘Mas havia muito mais a fazer principalmente em face de novos problemas que
surgiam.

Os tratados nos quais assentava o wcontrolen internacional, antes da guerra,
apresentavam, como se disse, grandes deficiéncias. Diversos Governos nio
cumpriam as suas obrigacdes internacionais porque se encontravam em situagido
delicada em matéria de estupefacientes quer pur deficiéncia de organizagdo interna
¢ burocratica, como, para alguns, do facto de nio exercerem uma autoridade efec-
tiva sobre alguns dos seus territorios per Tem tido a OTEBHIEBGM das
i ' is: melhorar o regmle dos
e nio possuem organismos

permitia controlar com
8 (6pio, folhas de coca,
pefacientes conhecidos
naturais. Limitando o
cas e cientificas, nido
a a fins nio médicos.
previa a descoberta dos

tratados em vigor e dar assisténcia t
‘nacionais eficientes. Com efeito, e tais®
iaiﬁ.e&cia a produgio e o comércig
‘tdnhamo, palha de papoila) maté
em 1939 e que se chamavam ge
‘uso dos estupefacientes manufac
86 evitava o emprego do 6pio, do
Por outro lado, quando se redigi

ntupefaclentes sintéticos, de mod (que este 7 | nfio podia ser resolvido
satisfatoriamente no quadru do sistema.’ ( nte da guerra.
7 5
Nesta conformidade, o Protucoloﬂ&ﬂ ﬁﬂ“ em FParis, teve por finali-

dade completar as disposicdes do_de lm ) a a colocar sob o wcontrilen
novas drogas, nomeadamente as sintétiecas, susct!ptwem de provocar a toxicomania
@ limitar o seu fabrico is necessidades médicas e cientificas.

A acciio da Comissdo Consultiva no sentido de melhorar os acordos estabe-
dos quanto aos estupefaclen:.ea ditos naturais foi culminada por um plano um
to arro]ado que previa a criacio de um monopﬁlm internacional do -51110 com
tmilhpmxm}&ﬂw:ﬁnal-- nment \;~-1 Y z--r", rimacelirt :;H].

- o Protocolo das Nacoes Unidas, que fol aprovado por plenipotenclﬁrms '
‘que se reuniram, em 1953, em Nova Iorque. Nos termos deste Protocolo os paises
produtores devarlth institihe k| regime Sque fquIvATeER( &t thonbpslio do
do. S6 determinados Estados poderiam produzir dpio para exportagio.
guns deles, como o Afganistio e o Irfio, proibiram a cultura da papoila do dpio,
o assim um esfor¢co no sentide de demover as dificuldades que suscitava
o weontrolen da droga. Quanto & producdo das folhas de coea, o Conselho Econdémico
‘¢ Social enviou uma delegacio de técnicos & Bolivia e ao Peri com o fim de
estudar as possibilidades de limitar a producfio e suprimir o hdbito da sua utili-
acdo entre os nativos. Os resultados obtidos foram satisfatérios, tendo-se veri--
ficado uma progressiva diminuicio da producdio que, mo presente, praticamente,
¢ somente a necessAria para cobrir as necessidades de ordem médica, cientifica

outras.

Embora as disposicdes dos tratados internacionais em vigor s6 permitizssem
eonsumo do cinhamo para fing licitos, por inquérito realizado em 19568, o Comité

| 1 Permanente do Opio wverificou que ele nas suas variedades de haxixe,
, bang, ganga, mariiana maconha e outras denominagfes ainda era usado

26 paises e territorios. As dificuldades para reprimir o seu consumo sfo de

a ordem dado que a planta cresce espontineamente em wvastas regiGes do

E
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globo e é utilizada para fins industriais ou na medicina popular, principalmente
nu India e no Paquistio. Porém, os progressos realizados depois da guerra sio
maunifeslos e hd a tendéncia para proibir o uso do ciinhamo para qualquer fim,
incluindo para fins médicos tal como vem expresso na Convencdo Unica, aprovada
na Conferincia de Plenipotenciirios que se realizou na sede das Nacdes Unidas,
de 24 de Fevereiro a 17 de Margo de 1961.

Nesta Convenciio reuniram-se num funico instrumento diplomatico todas as
disposigtes das Convencgdes e Protocolos em vigor, trazendo para os Estados novas
obrigacdes nomeadamente a criagio de administracies especiais, em todos o8
Estados que se ocupem do problema dos estupefacientes e da obris
gacio de se tomarem as providéncias necessfirias para o tratamento nacional dos
toxicomanos. Uma Comissiio interministerial entre nds foi nomeada para dar
parecer sobre problemas referentes ao trafego de estupefacientes, com represen-
tantes dos Ministérios dos Negécios Estrangeiros, da Satde e Assisténcia, da
Justiga, do Interior, do Ultramar e das Financas e com as atribuicbes da Comissio
criada pelo Decreto n.® 18 845, de 1 de Junho de 1931 que instituiu no Ministério
dos Negdcios Estrangeiros, ju ecretaria da Sociedade das Nagdes, uma
Comissfio interministerial pard problemas referentes a estupefacientes.
Ressalvados certos probl ionavam com as Provincias Ultra-
marinag e dado que na de Maio de 1945, que promulgou as

5 Base X que os asilos psiquidtricos
cilo para alcodlicos, toxicGmanos
periormente a adopcdo por parte
¢ estupefacientes.

do Governo Portugués

6. Com a descob
a grupos quimicos de
problema que nio estav
Eles sio fabricados a pan
alcatrio da hulha ou do petd i

Antes das descobertas destas 'era possivel antever os grupos quimicos
aos quais pertenciam os novos estupefacientes fabricados. O problema tornou-se
grave porque a experiéncia mostrou que novas substincias descobertas, a
pela clinica, com ac¢lo essencial analgésica, provocaram numerosos casos de
toxicomania antes de serem submetidas a «contrélew internacional. Foi entda
encarregada a Orgamzacau Mundial de Saude de proceder a estudos pertinentﬂ

iir'shd tomar medidasyent rela droga g
aeqh ﬂimi?r colbgica coet::t‘ﬁ" estrutira c:[rl:fk;}t?; l;i:: o ‘es:ﬁ:d‘o alma:nh

l.‘,lme]'l cie tif;r.oa nan é possivel determinar com precisdp as drogas que possam
tTQ i g6, re¢orthecd (ug)esse pexrigp (pgssa existir naquelas
que m uma orte ac:qao anal’gemca. “As dificuldades crescem & medida que g8
verifica o progresso cientifico agravadas por numerosas denominacfes comerciais
o que dificulta a sua identificacdo, A acgio da O. M. S. tem sido particula
proficua quer reduzindo-se ao minimo as drogas que nio oferecam vantagem
péutica e tenham propriedades toxicomanigenas, quer procurando uma den
naciio internacional para tais drogas que entram no mercado e que os
de weontrélen possam fheilmente identificar,

Na maioria dos estudos sobre a acciio analgésica, a morfina tem sido tomﬁ
como padrio. Isolada em 1805 por SERTURNER, s6 em 1925, por GULLAND §
RoBiNsoN foi proposta a sua primeira estrutura molecular, corrigida em 1952
Gate e seus colaboradores que procederam 4 sua sintese. Uma segunda
foi descoberta, em 1954, por GINSBURG e seus colaboradores. A estrutura molee
da morfina é formada por um sistema complexo de cinco niicleos, compr 1
um certo nimero de grupos periféricos susceptiveis de serem modificados ¢
grande nimero de pontos. SAo numerosos os estudos no sentido de se verifi
as modificagdes entre os derivados obtidos e a acgio analgésica que lhes

idos por sintese niio pertencentes
6pio ou da coca, surgiu um novo
s intérnacionais anteriores a 1989,
8 correntes como os sub-produtos b
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ponde ou identificar as fraccbes da molécula responsiveis por essa acgio.
I.‘gﬂntnm-se por centenas os derivados da morfina que tém sido estudados, sendo os
principais agrupados pelo seguinte modo:

|.  Modificagdes dos grupos hidroxilicos

A acciio analgésica aumenta com um grupo hidroxilico fenélico livre e diminui
eom grupo hidréxilico aleodlico livre,
[ Tal facto verifica-se nido s6 no grupo morfinico como nos analgésicos sintéticos
de tipos diferentes.

‘2 Soturagdo do nicleo alcodlico

0O efeito da modificacio na accio "ki:inigé-sicé' & varidvel e resulta, habitual-
mente, num acréscimo, mas depende, em certa medida da molécula restante.

3 Modificagio do nicleo azotado

um niicleo de estrutura
f essencial: encontra-se
que sejam as restantes

A morfina possui um' azo) :
anfiloga 4 da petidina. A carac
um azoto tercidrio em todo o a
caracteristicas quimicas.

0O nicleo de estrutura| pipe

a mélécula da morfina
@ dos seus derivados é igualme /

ji=
o
ico ou ollclclico

4. MNovo grupo de substituicdo fixado
A adigiio de novos grupos de substituiciio ds fracedes aromiticas ou alieiclicas
da molécula da morfina, traz, em geral, uma diminui¢cio do poder analgésico.

t‘."’é"ﬁ {tr6"d€" Documentacio Farmacéutica
Esta modificagio parece ter por efeito uma diminuicio da ach‘mdade anal-

- da Ordem dos Farmaceuticos

Pode-se, como se disse, distinguir na estrutura molecular da morfina, fraccies
u estruturas mais simples, idénticas is que se encontram noutros compostos

lgésicos. Partindo destas estruturas podem-se obter compostos derivados de
ictividade analgésica de efeito morfinico, tal como sucede com o fenantreno,
o dibenzofurfurano, o carbazol e as fenil e defenil-etilaminas.

A gintese do morfinamo e de seus derivados veio pdér mais em evidéncia uma

_ ita semelhan¢a da estrutura em relaciio 4 actividade analgésica. Embora esta

geja fraca neste composto, alguns dos seus derivados possuem-na em alto grau,
mais do dobro do da morfina, no Levorfanol.

WALLEN concebeu que havia uma paralelismo estreito entre as propriedades

gésicas da morfina e uma estrutura fenantrénica e esta concepeiio prevaleceu

te perto de 40 anos. Com base nesta teoria foram preparades um grande

o de compostos fenantrénicos mas, com desapontamento dos investigadores,

de entre eles possuiam accio analgésica de efeito morfinico. E, conguanto

‘admitisse a possibilidade de um grau elevado de ac¢iio analgésica com estru-
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turas mais simples do que a da morfina, suas fraccies ou do morfinano, até a0
aparecimento da petidina s6 os derivados da morfina, da tebaina ou da codeina,
sucediineos do 6pio e da estrutura andéloga, foram utilizados na elinica como anal-
gésicos e com propriedades toxicomanigenas. {

A descoberta da petidina, em 1940, uma fenil-4-piperidina, teve uma impor-
tincia considerdvel nas investigacdes futuras, reconhecendo-se que uma estrutura
fenilpiperidinica podia encontrar-se na molécula da morfina, Tal facto levon
SCHAUMAN a eriar o termo wanalgiféricon e por a hipotese de que seria condigio
necessiria para que uma substiincia possua actividade de efeito morfinico, o Mo
de ela conter na sua estrutura um sistema metil-1-fenil-4-piperidina com um
carbono quaternirio na posi¢io 4, porquanto com a ruptura deste sistema desa-
parece a accido analgésica da morfina e da petidina.

Porém, com a descoberta das metadonas, que ndo possuem tal sistema, a
teoria de SCHAUMAN parece infirmar-se. Por outro lado, tem-se descoberto outros
produtos de sintese, com accio analgésica- -de efeito morfinico, nomeadamente w
derivados das dietinilbuteno-aminas.

Embora se verifiquem anal tre as eatruturas moleculares de vArios
produtos de sintese com efeitd genos, i face dos conhecimentos actuah’_
niio estio concretamente det coes seguras entre a sua estrutura
molecular e esses efeitos, g \

Tirante as drogas sientes pr das a partir dos alcaléides do épio,
pode-se considerar trés| p: i ‘derivados entre os sintéticos:

Dos derivados dos alcalfudes do 61:10 contam-se 24 produtos sob «co

internacional e denominagiio comum proposta pela Orgnnuacﬁo Mundial de Safide.
Dos grupos refe;g}j; contam-se 52. Destes s6 9 estdo autorizados a presere

C e e %[ ‘diversas yuarcag aa- ‘!‘p’“wme&!{‘ﬂml ic a
tomcnﬁrt:eﬁu JOPMM{ m ﬁ-}%@éﬁmsmm :

a0 seu uso imoderado. Os barbitiricos e certos atarixicos ou tranquilizantes per-
tencem a esta categoria. A 0.M.S. tem convidado insistentemente oz Goverr

a tomarem medidas apropriadas de modo a impedir o seu consumo abusivo, i
palmente das anfetaminas e dos barbitiricos. No nosso Pais algumas providéncias
tém sido tomadas nesse sentido, ficando a sua dispensa ao pliblico dependente de
receita médica., Alguns paises tiveram mesmo de tomar medidas drasticas contra
o abuso destas drogas, como sejam o Japiio e os Estados Unidos nos quais o em-
sumo indiscriminado das anfetaminas, no primeiro, e dos barbitiiricos, no seg ]
chegou a ser considerado verdadeiro flagelo social.

E geralmente aceite que a toxicomania provocada pelos estupefacientes
téticos é menos perigosa que a provocada pela morfina e principalmente pels
heroina. Sem diivida que este é de todos os mais perigoso. A O. M. 8. tem vin
a aconselhar os Governos a restringirem o seu consumo ou mesmo elimind-lo da
pritica clinica.
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Alguns paises tém gradualmente restringido a sua producéio e consumo;
outros, e entre eles o nosso, proibiram o seu fabrico e importaciio. £, porém, ainda
‘& droga que mais se transacciona no mercado ilicito.

Entre os sintéticos verifica-se, de um ano para outro, um aumento de consumo
considerivel da petiding, Em 1950, gastaram-se no Pais 7 quilos desta droga;
dez anos decorridos o consumo atingiu 40 quilos e no presente ano a quantidade
maxima autorizada ascende a 100 quilos — mais de 20 vezes o previsto para a
totalidade dos restantes produtos sintéticos. E verifica-se nos paises mais evoluidos
que, & maneira que diminuem os toxicémanos dos derivades do dpio aumentam os
petidindmanos, embora em menor escala, e as estatisticas revelam que entre estes
“sdo mais numerosos os que, na fAnsia de se curarem, trocaram pela petidina
a droga opidcea ou a receberam por intermédio de receita médica.

Séo raras as apreensdes da petidina no triafego ilicito. Depois de inquérito
‘realizado por peritos da O.M.S. parece concluir-se que o corpo médico nio esti
_suficientemente esclarecido quanto ao prerlgu da toxicomania produzida pela peti-
‘dina, porque, na maioria dos casos; sio 0s. médlcus que 4 prescrevem e renovam
'a prescriciio para tratar doentes com _a: 2\ nmatlcas ou mentais cr&mcas.
E talvez pela raziio apontada,
de médicos e de enfermeiros que se
superior 4 que se encontra nas e
‘a 0. M. 8. que a prescricio da
usadas para a morfina.

ot pe!t‘din&maﬂoa, proporcio
_ao0s ‘opifceos. Aconselha

tém sido frutuosas no
te que o trifego ilicito
icantes vendem as drogas
ge de todos os meios para

6. Se as medidas sanitirias
combate 4 toxicomania, infeliz
internacional é ainda important
atingem somas fabulosas. Em faca
realizar o negdcio: malas dlplomé.ﬁf 1
naturais do corpo humano sio mei otestutilizados para que a droga
passe as fronteiras. Aeroportos e lubor I lanidestinos tém sido assinalados;
descobrem-se traficantes em todas as camadas sociais; sio capazes de tudo, de
jogar a vida e de praticar as mais torpes vilanias. A «Interpool» estd adstrita,
'm0 plano internacional, o combate aos traficantes, tarefa dificil ndo s6 devido a
insuficiéncias do wcontrdlen em plano nacional mas também por outros factores
 dificeis de debelar. Na época actual, caracterizada por transformacdes pohtlcaa

Betetenmd ePliaieriacan Faniare it ca

' Em auxilio da represmc hastante tem concnrnéio a assisténcia técnica da Comissao
Consultiva do Op agdo” Mundial d wmg (sidy devados
4 termo estudos c:ent:’fgcus no sentido’ de‘mﬁa p uraf' 3 diante tra aThos‘Iabora-

,hnals, as caracteristicas part:cu]ares do 6pio ou do cinhamo de modo a saber-se
2 sua origem. Logo que as autoridades nacionais tenham procedido a uma
apreensio destes produtos, os Servicos Técnicos da Comissdo Consultiva, na

oria dos casos, 4 qual amostras sdo enviadas, depois dos ensaios analiticos
realizados, indicam a sua proveniéncia provivel, o que pode dar esclarecimentos
ateis aos servicos policiais de repressio. Porém, a fung¢io primordial dos orga-
‘pismos internacionais consiste em coordenar a luta contra a toxicomania nos
diversos paises.

7. Foi s6 em 1949, que a 0. M. 8. deu uma defini¢fio objectiva de toxicomania.
" A definicfio clinica admitida, seria a apeténcia prolongada que tém certos indivi-
‘dups para as substincias téxicas que eles descobriram fortuitamente ou procurado
voluntiriamente o efeito analgésico, euférico ou dinimico; esta apeténcia torna-sze

e tirdnicamente um hébito e é acompanhado na maioria das wvezes, por
to progressive das doses. Esta definigiio clinica é talvez incompleta. J4 em
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1931, a Comisséo dos Estupefacientes da Sociedade das Nagdes, tentou, sem o con-
seguir, dar uma defini¢do univoca da toxicomania, dada a diversidade das drogas
nocivas que seriam abrangidas pelas convengdes internacionais.

A definicio da O.M.S., é a seguinte:

«A toxicomania é um estado de intoxicaciio periddica ou crémica, nociva 0
individuo ou & sociedade, produzida pelo consumo repetido de uma droga natural
ou sintética, com as seguintes caracteristicas:

a) um invencivel desejo ou uma necessidade de continuar a consumir a droga
e de a procurar por todos os meios;

b) uma tendéncia a aumentar as doses;

¢) uma dependéncia de ordem psiquica e por vezes fisica relativamente o8
efeitos da droga.n

J& na Convengio de 198 \no§ seé.comprometiam a organizar nos seus
territérios a luta contral & teX ia, - tomando as medidas necessirias para
para impedir o seu desénvi »(especialmente, se recomendava, quanto ao
hébito de fumar o 6pio, di Horarag 6 ) de vida das classes da populagdo
onde se recrutam os {umadores &' d p8 servicos médico-sociais de pi
paganda, auxiliando aqueles : cer te pretendem desintoxiear
ampari-los na fase de recuper srotegé-los contra as tentativas de

Em 1956, um' grupo des ] arregado pela O.M. S, de verificar o
tratamento dos toxicéman , isfacdio que era facil persu
um grande nimero de tox =se a tratamento adequado. O gru
de estudo, reconheceu ain deleg vive em paises onde o uso

individuos que circunstincias mais nenog acidentais, como o desespero, o
tamento fisico ou psiquico, a fome ou a miséria, levava-os a procurar nas d

um quimérico e fugaz lenitivo. Mas também andam pelo mundo e em todos
paises, homens que «tém a necessidade de abafar a voz da razfio e de se torna
incapazes de discernir o desacordo entre a sua maneira de viver e os escripules

da sua consgiénci Sao os toxich oténcia. A .
Cenliauie: aCimen b tarnees wh Gl &

alastre o mal e pl:uceder ao tratqn_’tﬂento médimvs:)ein]. _a sua profilaxia e
recpiiede @reieir°dos Farmaceuticos

8. Depois de meio século de esforcos empreendidos ao nivel internaci
para lutar contra os abusos dos estupefacientes, a toxicomania continua a ser
grande problema para milhdes de individuos espalhados pelo mundo. Mas
triste observagio nio poderd fazer esquecer que os resultados obtidoes, gragas
weontrolen internacional dos estupefacientes, representa uma obra de que
justamente orgulhar-se a comunidade das nacées. Comparada ao que era hi m
século, a toxicomania diminuiu sensivelmente em wvastas regides do mum
E obteve-se estes resultados nfio obstante as duas guerras mundiais e a
politica que, suscitando a inquietacio dos homens criaram um clima favordvel
desenvolvimento da toxicomania, Nio é possivel mencionar dados exactos, m
segundo indicagdes objectivas, o niimero dos toxicémanos diminuiu considerd
mente.

Mais importantes ainda foram os efeitos preventivos do «contrélen. No
culo XIX, em muitos paises, ag populagies podiam, para aliviar o sofrimento on &
miséria, utilizar estupefacientes sem receita médica. Vendiam-se produtos
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icos que continham esupefacientes como remédio para todos os males e consti-

m objecto de vasta publicidade. O «contrdlen internacional suprimiu este abuso

drogas tixicas toximanigenas e poupou a inimeros individuos a triste sorte
do que as usam. H& apenas trinta anos, uma grande parte dos estupefacientes
destinados ao consumo ilicito provinham de fabricas de drogas legalmente auto-
rizadas. O wcontrblen internacional dos estupefacientes pés fim a esta situacdo
deplordvel e a quantidade de estupefacientes desviada do coméreio licito para
glimentar o trafego ilicito é insignificante, O wcontrélen internacional contribuiu
Jdgualmente para chamar a atenciio do corpo médico para os perigos que representa
0 uso dos estupefacientes. Os médicos, de um modo geral, e os farmacéuticos niio
prescrevem ou aviam estupefacientes senfio em casos excepcionais o que reduz
4 risco de se verem multiplicar as toxicomanias de origem terapéutica. Em muitos
@aisea, o 6pio e o eAinhamo eram vendidos livremente por monopélios do Estado
gn'a alimentar o tesouro piblico. Pds-se fim a esta situaciio vergonhosa.

Se se realizou uma obra importante; a sifuagio nio permite um optimismo
rado. Onde subsistem més condigbes sociais e econdmicas, estas continuam
; favorecer a toxicomania, Tomados d . perante . meios monstruosos de
quilamento que tém sido postos 4 p tensdes cada vez mais pre-
mentes da vida moderna, os homens & rar ‘nas drogas um leni-
ficticio. Traficantes sem es a explorar quaisquer
ibilidades para escapar ao «cgl o progresso cientifico
enfraquecimento da autoridade corajante notar a im-
ortéincia do «contrdlen internaci heeida, como o mostra
0 interesse com que as nacbes a sua independéncia,
a sua colaboragiio para tupefacientes. As suas
tagens sdo universalmente r plo de frutuosa coope-
agdo internacional e os Govern te 4 sua necessidade.
) sucesso deste empreendimento r existem noutros sectores,
e que os Governos estejam' decid i
as suas relagdes no Ambito da
Unidas e as suas instituicoes espeé

ial da Safde.

internacionais tais como as
5 nomeadamente a Organizagiio

9 Mostram as estatisticas que o nosso Pafs se conta entre os primeiros nos

toxicomania o o tr ilicito dos estupefacientes nge constitui prohlema. .
o o) el Porihgal IR G Dok 448 bt 0bl S Mk

1-se msteméucamente nas pmvmmas ai’ncanas o cinhamo espontiineo. Nos

Cbstaciontes (8 thidegd ALETH 2000 e BT SRR LS LIRS e

com receitas falsificadas ou sem eias, é pelos farmacéuticos ficilmente

do e por eles dado o alarme aos organismos oficiais de repressio para pro-

ento imediato, Em geral, trata-se de toxicémanos de origem terapéutica.
tém a Direeciio-Geral de Saide uma estreita colaboracio com a Ordem dos
cos e com a comunidade dos farmacéuticos apoiando os servicos policiais
repressiao. Competindo ao Estado coedificar as leis naturais em defesa da saiide
bem-estar dos cidadfios, uma das suas principais funcbes neste particular, é
prescrever normas dos servicos médico-farmacéuticos para execucfio das leis
rias. Podemos afoitamente afirmar, com a responsabilidade das funcdes
ais que nos estio adstritas, que o lugar de relevo que o nosso Pais ocupa

A luta contra a toxicomania, longe de entre nés ser considerada como um flagelo
ial, se deve, em grande parte, 4 colaboracio que a comunidade dos farma-
s tem prestado aos servigos oficiais, £ pela farmécia que se distribuem

- medicamentos e mal vai se eles passam por mios que nfio sabem mexer neles.
0 os medicamentos sio venenos, como disse Claude Bernard, tanto mais
sos quanto mais eficazes e cuja accio imediatamente favordvel aumenta por




vezes a largo prazo, mas pode trazer consequéncias deplordveis. O farmacéutico,
é certo, niio pode aviar certos produtos se nio por receita médica. Porém, em
muitos casos ele faltaria gravemente ao seu dever social e ao papel que a sociedade
espera dele, se nio chamasse a atencéio do cliente para o grave perigo que hi no
abuso e uso imoderado dos medicamentos e na necessidade de subordinar o seu
emprego a verificagio médica continua e séria. Por isso, aquele que produz, vende
ou distribui o medicamento deve possuir uma conveniente preparaciio cientifica,
profissional e moral pois de outro modo ofende um direito social e natural do
homem. ¥ necessirio que a Sociedade olhe a profissio farmacéutica sob este
angulo, que para bem se exercer deve pir-se acima do interesse individual o hem
da colectividade. Assim, e dado que ndo ¢ moral privar-se o doente do medica-
mento por questdes de natureza econdémica, compete ao Estado proteger a assis-
téncia farmacéutica através da organizacio sanitiria, assegurando a sud
disciplina e o seu desevolvimento. Em face daqueles, que entram na farmécia
a procurar a droga excitante para combater a fadiga, o calmante ou o tranquili-
zante para a insénia, o farmacéutico tem a responsabilidade e por vezes o direito
de dizer, ndo, e colocar o inte eun cliente acima do seu interesse priprio,
recusando-lhe o remédio que, i

Ja ouvi dizer que o farm: 2
cliente entra na farmécid ele.fraz vma’ sranca e nio uma esperanca banal ou
secundéiria, mas a gra SLE S R posse do bem mais precioso:
a salde. ¥

Ser vendedor de es 1 ]
qualidades morais, um 8 , uma paciéncia quase evangéliea
e um coraciio Eeneroso oxicimano, um ébrio, a crianga
4 qual nio se pode confiar@ . Pode pressentir a receita falsa ou ter
de corrigir a mal redigidas . yroblema’ de natureza profissional o
farmacéutico deve ter a lib o, um /direito que lhe pertence como
profissional independente., weul e dizer ndo ao préprio médico se o
interesse do doente lhe parece te;” de dizer ndo ao cliente se julga que
defende o seu interesse. As ocas que ele poderd utilizar esse direito nio
seriio frequentes. Na maioria dos casos, compete-lhe auxiliar e aconselhar o médico
e o doente e colaborar com os servicos oficiais da previdéncia, da assisténcia e da
gatide, em alta missiio, tendo em vista, como disse o Prof. Lindstead, presidente
da Federaciio Internacional Farmacéutica, «proceder sempre sem correr o riseo

3ds fardsr O y8el doter humanoy. . o po Bing . i

N Consfituieab dé Organidackd MaAdial de Sagut Fém dkpteskd i d ahaide

é um estado de completo bem-estar fisico, mental e social e niio consiste apenas

na a ia ' dale ' 0s. Goyert ; nsahbilidade pela
saﬁd;ﬂ se;ﬁ} ﬁm malrmg? mmﬁﬁﬂpgmmenw de medida:
sanitfirias e sociais adequadas. s

Considerado na justa medida o papel do farmacéutico, em face das perspec
tivas actuais, ao servico do doente, com o seu coragio e a sua inteligéneia
funciio social que lhe esté adstrita, com ele se deve contar ao proceder-se & planic
ficagio da cobertura sanitiria das populagGes.

BEIBLIOGRAFIA

Comunicagoes do Conselho Econémico e Social das Nacoes Unidas e da O
nizagio Mundial da Satde.




REVISTA PORTUGUESA DE FARMACIA

Director : M. MOURATO VERMELHO — Pretidente da Direccho
Director-Adjonto : A, MARQUES LEAL
EDICAO E PROPRIEDADE DE
SINDICATO MACIONAL DOS FARMACEUTICOS — E SOCIEDADE FARMACEUTICA LUSITANA
(MEMBRO EFECTIVO DA «FEDERATION INTERNATIONALE PHARMACEUTIQUESs)

SepE: RUA DA SOCIEDADE FARMACEUTICA, 18 — TeL, 4 1433 — LISBOA-1

CORPO REDACTORIAL:

J. ALMEIDA BALTAZAR: J. A. ALMEIDA RIBEIRO; J. ALVES DA SILVA; J, CARDOSO
DO VALE; M. A. CONSTANTINO; A. CORREIA RALHA:; M. CRISTIANO: J. DELGADO
'GUERREIRO; L. DUARTE RODRIGUES: A. FERNANDES COSTA; M. GRACA D'OLIVEIRA;
J. J. IMAGINARIO MONTEIRO; A. LUPI NOGUEIRA: M. M. LUZ CLARA: A MARQUES
LEAL; A. MARTINS; A. MOZ TEIXEIRA: A. MOURATO VERMELHO; L. NOGUEIRA FRISTA:
J. OLIVEIRA: M. R. ORNELAS;: A. PALLA CARREIRO; E. PAQUETE; A. PEREIRA; A. PER-
QUILHAS TEIXEIRA: M. B. RAMOS LOPES; J. RAMOS MACHADO; H. SANTOS SILVA; L.
SILVA CARVALHO; D. S8ILVA GOMES; C. SILVEIRA: L. BOUSA DIAS; J. F. VALE EERRANO

VOL. Xl = 1962 JULHO - SETEMBRO » N.» 3

TRABALHOS ORIGINAIS
UM NOVO METODO DE SINTESEDE ETIONAMIDA ()

J. M. NASCIMENTO M. H. VENDA
Eng. Quimico Eng. Quimien

A gtionamida (G-etilisopicptinotioumida). & um fubereylostitico de
sintése; que por nio possdir resisténcia ‘cruzada do“«Mycobaeterium *

tuberculosis» com .a hidrazida do &cido isonicotinico e apresentar
fraca toxicidade aguda elerdnica, fem um)Mgar de destaque ma tera-
péutica anti-tuberculosa nos casos em que se manifestam resisténcias
bacilares aos medicamentos clissicos: hidrazida do dcido isonicotinico,
estreptomicina e dcido p-aminosalicilico.

A acciio tuberculostitica observa-se também nos outros membros
da série das isonicotinotioamidas substituidas em posi¢io 2 mas esta
86 se manifesta eficazmente «in vitros» até ao derivado n-amilico e
«in vivos até ao derivado n-butilico.

Os estudos clinicos foram apenas efectuados sobre o composto
2-etilo por ser esta a substincia em que os efeitos tuberculostiticos,
baixa toxicidade e facilidade de preparacio, melhor se conjugavam.

(*) Trabalho realizado no Laboratério Sanitas (Servigos de Quimica).




Um 6bice bastante importante & divulgacio da etionamida tem sido
no entanto um custo elevado, que tem a sua razio no complicado mé-
todo de sintese que serviu para a produgio industrial das primeiras
quantidades langadas no comércio. '

O aparecimento de novos métodos, que comecam a ser introduzidos
na pritica industrial devera modificar esta situaciio e tornar o seu
uso mais generalizado.

A primeira sintese foi executada no cumprimento de um pro
de preparaciio de derivados da isonicotinotioamida substituidos em
posicdo 2 executado por LIBERMANN, RIST, GRUMBACH CALLS, MOYEUX,
Roualx, segundo o esquema seguinte:

CO0C:Hs CO0CaHs
CHa COGC:H;__.. == |

Dmu;mentacam&ummne&a, _
rsc 0 rﬂg}ml 5"4@3 A6 T E:O@H

(iDDCsz ('T'UNHz C:ﬁHg
s e
NH3 N I
b

1) Preparacio do propionilpiruvato de etilo (111) por condensaciio
aldélica da metiletileetona (1) com oxalato de etilo (11).

2) Formacdo do niicleo de piridona substituida em 24 e 5 (V) por
reaccio do propionilpiruvato de etilo (111) com a clanoacetamlda (1v)
gsegundo BARDHAN.
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3) Eliminaciio do substituinte em 5 por saponificaciio Acida se-
seguida de descarboxilacio (V1).

4) Transformacio do niicleo da piridona (Vi) na piridina corres-
pondente (1X) através de uma série de reacces que envolvem a for-
‘macio de cloropiridina (viI) esterificaciio da funcio acido (vIn) e
‘hidrogenacio desalogenante (IX).

b) Transformacio do ester em amida (X), desta no nitrilo, (XI)
¢ obtenciio da tioamida por reaccio ecom Acido sulfidrico (X1I).

A despeito do cardcter extremamente académico e complicado desta
gintese este método foi introduzido na pratica industrial o que arrastou
‘a construciio de instalacdes espec:a.lmente adaptadas a uma tecnologia
complicada.

0O interesse despertado pela” etmnarmda. tmgmuu 0 aparecimento

egue-se cronologicamente
‘a0 de LIBERMANN e col. um p _ gido por N. F. KUTCHE-
‘ROVA, R. M. Knomutov, E, J. BUDOVS

1 Actlva-se a 2-e iridina (X111) para as g;cg de substi-_

tui
aesio (E*;}gua begleaslpeudtrron thg V) i C2)

B2 0. axti o i mm&mmﬂm

‘do acido acético sobre limalha de ferro, é transformado em grupo

“amino (xvI) dando-se simultineamente a reducio da funcio N-6xido.

3) O grupo amino é transformado em derivado halogenado (XVII)

por acciio do bromo e do édcido bromidrico e este por sua vez é trans-
formado em nitrilo (XVIII) por accio do cianeto de cobre.

4) A transformacio do nitrilo em tioamida (X1X) é efectuada pela
“acciio do dcido sulfidrico como no processo de LIBERMANN.

0 rendimento global deste processo € mais elevado que o de
LIBERMANN e col., mas a realizacio de certas fases da sintese apresenta
dificuldades tecnoldgicas consideriveis.

O processo agora estabelecido, baseado num reac¢io estudada
recentemente por FEELY e BEAVERS ('), apresenta em relaglio aos
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anteriores, vantagens de simplicidade nas 1nstalagoes de fa.brmagiof.
e de um menor niimero de passos para execucio da sintese.
O caminho seguido é o indicado no esquema:

Qszl SOA’[Cm]ig NA CN
I NZCpHs AcH Q“sz's (j
I

o_
xx e OCH3 :-f‘i CHS
L 8
i eN
U + DESTILACAD
~CoHs NC- .c2|-|5 -C,Hs FRACCIONADA Mg
R AEEE - r - = WA

=5
T NH,

SH2

A 2-etilpiridina ' (X
da Agua oxigenada
formado no derivado

Por reaccio do ¢
uma mistura de 2-etil
2-etil-6-cianopiridina (

N-6xido (XXI1) pela accio
sulfato de metilo é trans-

sal N-metéxido forma-se
il-4-cian0piridma (XXII) e
g¢fio com 0 NaCN é acompanhada
de certa polimerizacio cata alealis. Apés separaciio dos
diferentes componentes por destila t;laa fracionada o derivado 4-ciano
é transformado na tioamida por acciio de SH, (xxv).

No trabalho de FEELY e BEAVERS (') e no de OKAMOTO e TANI ('),,
nio se descreve qualquer caso em que por accio do cianeto sobre o
metilsulfato de N-metéxido, se regenere a piridina original. Nenhum

o R e

e OH em conco cia & medida que aumenta o peso molecular

do g G]al hstituinte R, vandorse 83 (dugs reacgdes para-

lelas ja adnutldas por COATS e KATRITZSKY (°).

@*R —_ |1 [ +CH0+0Hz

%4’%

o i
i ®
+ -R I -R 3 NC-S =R
)
focH;

A identificacio da Z2-etilpiridina obtida na reaccio do sulfato
N-metéxido com o NaCN, fez-se através da formacdo de pi
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0 derivado 6-ciano é transformado no dcido respectivo por hidré-
lise. Os espectros de UV do acido e do seu complexo férrico apresentam
‘maximos de absor¢iio caracteristicos dos écidos alfa-piridinocarboxi-
licos (7). A descarboxilagio deste acido por destilacio seca origina
um composto volatil com cheiro a base piridinicas, que se identificou
com a 2-etilpiridina, através da formacio do picrato e do picrato do
‘seu N-6xido.

A partir do derivado 6-ciano preparou-se uma tioamida que tem
solubilidade mais pronunciada nos solventes orgénicos que o seu
isémero em C-4 e que por hidrélise alcalina originou o mesmo acido
que se obteve por hidrélise do nitrilo em posicio 6.

PARTE EXPERIMENTAL

ge adicionou 50 ml de dgua o

‘durante 3 horas a T0-80°C. |

‘de agua oxigenada e deixou

rou-se i pressio da trompa

‘de s6dio anidro ao residuo. &

filtrou-se e evaporou-se a tromga.® | Togn "

O residuo destilou-se a pressio’ da“e o N-6xido de 2-etilpiri-

dina recolheu-se entre 103-105°C-a” m- Hg obtendo-se 55 g.
Pierato: O pierato de N-oxido de 2-etilpiridina apds cristalizacio

em alcool tem Pf = 134-7°C. —

Mﬂl:ghiu?da ?N-mah;li-z-ﬁ il-piridina o %_ = .
fn? i 1e | I 11T en o T e f - AT arcrgi1lrt =
: lfrei"uh!m-‘s% ol DIoTwbRagle) b ez Ter O zﬂéﬁsﬁﬁih&&& gbigiCa
do sulfato de metilo-de modo a que a t ratura nio.subisse acima de
B0, Aote i, L TR o TS HEE MO hbia (Mssabe-
tincia obtida é um liquido com consisténcia xaroposa que nio se con-
seguiu cristalizar.

- 2-etil-4-ciano-piridina

A 160 ml duma soluciio contendo 56 g de cianeto de sdédio adicio-
nou-se 100 g de metilsufato de N-metoxi-2-etilpiridina, arrefecendo de
maneira a que a elevacio de temperatura nio ultrapasse os 60°C. Logo
que a adiciio de cianeto terminou, adicionou-se acetato de etilo e extrai-
ram-se da soluciio os produtos orgénicos. Lavou-se ainda uma vez com

' fdgua, secou-se o acetato de etilo e destilou-se & pressdo de 30 mm Hg,
com fracionamento grosseiro em coluna de Vigreux. Apés eliminacio
do acetato de etilo, recolheu-se & pressio atmosférica uma fracgio entre
100-120°C, que se verificou ser constituida principalmente por 2-etilpi-
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ridina através da obtenciio do picrato e determinagio do ponto de
fusio misto com o pierato de amostra genuina.

A fraeciio passando & pressio de 30 mm Hg entre 120-140°C era
constituida quase totalmente pela mistura de clano-z-etllpmdmas.

A fraccio passando entre 120-140°C & pressio de 30 mm Hg foi
de novo submetida ao fraccionamento em coluna de Vigreux, obten-
do-se uma fraccio destilando entre 110-130°C (5,6 g) constituida prin-
cipalmente por 4-ciano-Z-etilpiridina e uma fraccio destilando entre
130-140°C constituida por 6-ciano-2-etilpiridina (10,2 g).

Hidrélise alcalina de 6-ciano-2-etilpiridina

Dissolveram-se 10 g de substincia em 20 ml de NaOH 4n e aque-
ceu-se a refluxo durante 3 horas. Apds este tempo arrefeceu-se e adi-
cionou-se dcido cloridrico cone. até pHT7, e em seguida concentrou-se a
solugio a banho-maria e ., reduzida. O acido precipitou da
solucio, filtrou-se & wnovo: até um pequeno volume
o que levou & forma do eristalino. As diferentes

fraccoes de acido fo stalizadas em Agua-acetona
obtendo-se uma subs c. |

Estabelecimento da form b

Encontrado

Caleulado
C=78,02 %~ oy C=72,6 %
H= 6729% —— H= 61%

Cé ?‘5'3' ’m}'ﬁt"{'{d’?"i‘??’f“ 30 Tﬂl é};kh}f!)'ﬁa

s espectros foram eectua 08 NUmM apare

105 O ORdSar i partivsdeltith

¢ um maximo de absor¢iio a A max = 272 my Etem = 352,

1% :
O espectro do acido 2-picolinico observado nas mesmas condigoes
mostra um méximo a A max =217Tmyu E!'em =352 e um outro a

A max = 274 mp Elem = 430. 1%
1%

Espectro do complexo férrico do acido

Adicionou-se 0,8 ml duma solu¢iio 0,174 molar de sal de Mohr re-
centemente preparada a uma solucio de 10 mg de dcido em 10 ml de
solugio de dgua com 10 % metanol (v/v). Observou-se um mAaximo
a A max = 320 muy E!''m = 1,156 e outro maximo a A max = 399m

1%
Etem = 1,040,
1%




Andglise elementar

C:H, 0. N; OH.
(168,16)
Encontrado Caleulado

H= 5,96 %
C=56,09 %
N= 8,29 %

Descarboxilogdo do dcido 2-etil-6-piridinocarboxilico

49 g de #dcido de vArios ensaios de hidrélise foram submetidos &
destilacio seca & pressio ambiente. O destilado apresentava forte
cheiro a bases piridinicas. Dissolveu-se em éter secou-se sobre sulfato
de sédio e filtrou-se. Evaporou-se o éter e obteve-se um residuo
de 6,29 g. .

A substincia submeteu<se
100-120°C, 1,22 g entre 120-14

O picrato de fraccio recgl

O picrato de uma am
Pf = 104-6°C. feny

O Pf misto observado fi )

Da fracciio recolhida en 1-se 500 mg de subs-
tincia que foram transfo 8U 'N-6xido, obtendo-se
um residuo de 470 mg.

O picrato de N-6xido apb

O Pf misto com amostra ge
depressio.

Tioomida do acido 2-etilisonicotinico

Dissolveu-se 15 g de 4—cmno—2~et11pmdma em 40 ml de aleool a que
se juntou 4 ml de trletanolamma fazendo-se passar em seguida uma

BoluGas AALY DAk G ﬂﬁi‘* R b1, tikageny 08 heldotsult €2

drico. A etion mldg cris 1zou pouco a pouco acabangjo pur crlstalmar
€m massa. s.{t s i lada,
com éter, para%;parar vestigios depg-e pmﬁma e recrlstaiﬁzar

“de novo em dlcool obtendo-se 10,2 g de substincia com Pf = 164—?“0

Tioamida do dcido 2-etil-6-piridinocarboxilico

Procedeu-se como para a preparacido da tioamida em posicio 4.

Apés algumas horas de passagem de acido sulfidrico seco, evaporou-se
parcialmente o dlcool e adicionou-se dgua a mistura. Extraiu-se com

éter etilico, evaporou-se o solvente e cristalizou-se a tioamida de
Bt = T78-T9°C.

A tioamida submetida a hidrélise alealina com NaOH 10 % du-
rante 3 horas originou o mesmo 4cido zuetll-ﬁnpnridinucarboxﬂicu que
se obteve por hidrélise do nitrilo em posi¢io 6.

As anilises elementares foram efectuadas por E. THOMMEN (Lab.
Quimica Orginica — Universidade Basileia).
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SUMMARY

A new synthetic route to alfa-ethylisonicotinoylthioamide from
2-ethylpyridine is described. A by-product isolated in the synthesi
was identified as 2-ethyl-6-cyanopyridine.
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ESTUDO DE ALOE VERA L., DE CABO VERDE (*)

A. PEREIRA JR., J. PEREIRA ¢ M.* MANUELA A. PEREIRA

1. ISOLAMENTO DA BARBALOIMA. SUA IDENTIFICACAO POR ESPECTROFOTO-
METRIA DO INFRA-VERMELHO

A espécie Aloe vera L. encontra-se largamente disseminada na
~ provincia de Cabo Verde, onde esta lilidcea é conhecida, tal como na
Metrépole, pelo nome vulgar de <babosa» e cujo suco, misturado com
leite, é usado como purgante. Também ali se servem das folhas, depois
de aquecidas na cinza, para combater o reumatismo e tratar as con-
tusoes (1).

Embora se saiba desde hi m1 ios que o aloés constitui um
afamado medicamento purgativo@ pspécie Aloe vera L. que
vegeta nas Antilhas, produz cophecidos- quele firmaco, vulgar-
mente designados por aloés das-Barbadas. ¢
consta que se tivesse jé obtido aloés ‘em, Cabe-Verde.

Foi por isso que o Che A" Missfo Jstudos Agrondémicos do
Ultramar, Senhor Eng.’ La il 0w ge se procedesse aos
estudos necessarios para ess i ; ,

Por nossa indicacgio, o Siu M Nunes
que actua naquele Arquipélag, promey sfenciio de duas amos-
tras de aloés. Uma era ccmstim_ai‘%_ ¢d.coniereto de folhas seccio-
nadas e a outra por um extract seeo obti j]@’r decocciio da polpa de
fﬂlhas YA
O facto de o suco possuir pmpf%e#ﬁ&es purgativas, fazia prever
que nas plantas que crescem em Cabo Verde, tal como sucede nas que
vegetam nas Antilhas, se encontrassem- substﬁncias antraguinénicas.
Na realidade, isso foi confirmado pela reaccio de BORNTRAGER.

Importava, agora, isolar e identificar essas substanclas antraqui-

nonicag. Para issp, ;procedemos 0 [comy
men '.!u::fli‘f‘l::ad.:P 'cktsm SS lgf‘cou 1mmﬁﬂgda h%‘ ca

que elimindmos ponfﬂtnagao

0 extractd quase ol (condentradn até peduans wolimel C S

Mantendo o concentrado na geleira durante 24 horas, formaram-se
eristais que separamos por filtracio. Seguidamente foram recristali-
zados vArias vezes em metanol, obtendo-se assim, finalmente, uma
gubstincia cristalina, de cor amarelo-citrino que funde a 145-146°,
valor descrito para a barbaloina (* ® 7).

A substéncia isolada é solivel em Agua, metanol, etanol e um
tanto no n-butanol. ¥ quase insoliivel no éter sulfiirico, cloroférmio
e acetato de etilo.

Um soluto aquoso, adicionado de soluto saturado de borax e obser-
vado & luz U. V., apresenta intensa coloragio amarelo-citrino.

(*) Trabalho apresentado nas I Jornadas Farmacéuticas Portuguesas, Porto,
81 de Maio a 3 de Junho de 1962.
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Para confirmar que a substincia iso-
lada é a barbaloina, procedemos a ensaios
comparativos com esta. Para isso, reeris-
talizaimos varias vezes em metanol barba-
loina do comércio até obter o ponto de
fusio 145-146°. _

A mistura das duas substincias fundiu
a igual temperatura.

Por outro lado, os espectros no infra-
-vermelho resultaram sobreponiveis.

Tudo isto levou-nos a concluir que as
folhas da espécie Aloe vera L., de Cabo
Verde, contém barbaloina e em quanti-
dade suficiente para que o aloés delas
obtido possa ser utilizado para fins far-

s, independentemente de outras
ue venham a ser dadas 4 polpa.

Barbaloina
binosido da aloemo

& conclusdo de gue
ximetil-9-antrona.

2. MATERIAL

(n.# 1 e 2) cujos modos de obtencio e earacteres passamos a descrem:’f

Amostra n.° 1 — Foi obtida por incisdes em folhas, préviamente
seccionadas perto do seu ponto de inserciio e dispostas obliquamente,
donde escorreu o suco que fm seco a b. m., apresentando-se entao snb"

CE‘H E go com cheu'o misto de mirra ‘e 1?)}0 e g;iwet}g%r]:ié tan"E% pa

com o

&ﬁ&ﬂf‘;d)-iﬂod{& da %rdiﬁa};hd iiéi: ﬂi’;&ﬁ,(‘lﬂltando depois
a polpa com dgua, primeiro a frio e, em seguida, a ebuligcio. Coado o
decocto, foi feita a evaporagiio até secura. Resultou um produto casta-
nho-escuro, opaco, de fractura vitrea, um tanto higroscépico, com
cheiro misto de mirra, iodo e acafrio, menos intenso que o da amos-
tra n.° 1,

3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Barbaloina

3.1.1. Obtengdo

Apresentamos a técnica seguida e os resultados obtidos com a amos-
tra n.° 1. '
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Tratdmos com 50 ml de égua acidificada (1% de SOH,), 5 g da
amostra, depois de préviamente pulverizada, fervendo durante 1 mi-
nuto. Deixdmos esfriar e em repouso durante 2 horas para sedimen-
facio da parte resinosa. O liquido sobrenadante foi decantado e fil-
trado por talco, lavando o residuo ecom 10 ml de SO,H. diluido a 1 %.
Procedemos a evaporacgio, & pressio de 20 mm Hg e em b. m. a 45-.
até reduzir o volume a 7 ml aproximadamente. Resultou um extracto
limpido de consisténcia xaroposa.

Apés algumas horas no frigorifico, comecaram a aparecer agulhas
compridas e finas. Passadas 24 horas sempre no frigorifico, sepa-
ramos, por filtracio, o residuo cristalizado impuro.

Depois de seco, pesou 1,055 g.

3. 1.2. Purificacio

R0 .

de metanol ebuliente. Ficou uni resi \' a_g -
tituido por impurezas de nat)geq?f'
A solucdio de cor acastanhada, foi
e colocada na geleira durante 14 k
méticos amarelos que foram separ fracio e pesaram 170 mg.
Para mais elevada purif ail roram tratados com
10 ml de metanol ebuliente. T )
idéntico ao que tinha resu]% 1
de natureza pectinica. s by o o
Depois de concentrar ¢ fil até cérea de 1,6 ml, deixdmo-lo
noite Aprasantou entio uma
pequena quantidade de substﬁncm pu erulenta que, retirada por fil-
fracio e seca, pesou 2 mg e mostrou ser também de natureza péctica.
Concentramos este tltimo filtrado até cerca de 1 ml e colocAmo-lo
novamente no frigorifico durante 8 horas. Nessa altura notimos que
por toda a massa liquida havia cristais que separimos, lavamog com
i ol ¢ secdmos. | Obtivemos,  assing, 65 ogide um pd amareloseitring,| (1)
‘constituido por cristais prismaticos aglonmterados que fundlram a
145-146° (**) tc-&mmra rbe Koffle::) Hasenanneastihe

nNc
U

700 mg da substincia crlstahﬁg impura rar_n tratados com 4 mi

i«

3.1.3 Caracterizacio em luz U.V.

5 mg de substincia, dissolvidos em 0,56 ml de Agua destilada, adicio-
nados de 1 ml de soluciio de borax a 5 % e observados em cimara de
U.V., apresentam intensa fluorescéncia amarelo-citrino,

(*) Este residue era insoliivel em metanoi, etanol, éter sulfirico e outros
dissolventes orginicos: soltivel em Agua e nio reduzia o licor de FHELING. Dissol-
vido em CIH a 5 %, mantido em ebulicio durante 15 minutos e neutralizado depois
com (OH)Na, reduziu ripida e intensamente aquele licor.

(**) A partir de 130° mudou de cor, passando primeiro a alaranjado e depois
‘& castanho claro.




as2

3.2. Beorboloina do comércio
3.2.1. Purificagdo

500 mg de barbaloina do coméreio foram submetidos a duas reeris-
talizagoes em metanol. Obtivemos 81 mg de cristais prisméticos, ama-
relos que fundiram, em cimara de Koffler, a 145-146° (***).

O p.f. da mistura destes com os que haviamos isolade anterior-
mente, manteve-se em 145-146°.

3.2.2. Coracterizacdo em luz U.V.

Procedendo como no caso da substineia isolada do aloés de Cabo
Verde, notimos lgualmente uma mtensa fluorescéncia amarelo-citrino,

substincia isolada por nés,
em infra-vermelho, compa-
recristalizada.
M SP 100. Para os exames,

I1/ e III, os espectros sio
. 8 sio idénticas.

Por outro lado, estes éSp 560 semelhantes aos que foram pu-
blicados por BAUMGARTNER i (?). Tal como encontraram estes
autores, também nos espectros pc-r nés obtidos aparece em 1640 em-1
uma bem nitida absorciio correspondente ao grupo C-O da quinona,
embora anteriormente HAY e HAYNES (*) a tenham referido em
1631 em-1.

Centro de Documentacido Farmacéutica

4. CDNCLUS&ES

1 s
t t‘ j]hg's} d{a] J{es'pemé sjlioe vera n&ugé vé”ée l‘es{)ontaneamenh
em Cabo Verde, sio susceptiveis de fornecer, por incisdes, um suco
que, depois de seco, tem as caracteristicas dos aloés das Antilhas, vul-
garmente conhecidos por aloés das Barbadas e de Curacau.
Também das referidas folhas se pode obter, por decocgiio, um pro-
duto com as caracteristicas de aloés opaco.
De amostras destes dois tipos foi possivel isolar, em forma pura
e cristalizada, a barbaloina que foi identificada pelo p.f. e pelo es-
pectro de infra-vermelho. A quantidade existente no suco concreto
permite o seu emprego como medicamento.

{***) Durante o aguecimento comportaram-se semelhantemente aos cristais
isolados do aloés de Cabo Verde.
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RESUMO

Dispondo de duas amostras de aloés de Cabo Verde que deram
positiva a recgiio de BORNTRAGER, empreendemos o isolamento da
barbaloina, heterosido antraquindnico que caracteriza os aloés do
Curacau e das Barbadas.

Por tratamento com dgua levemente acidificada com SO,H., foi
eliminada a fracciio resinosa que, desse modo, permaneceu insolivel.

0O extracto aquoso, depois de concentrado até pequeno volume,
abandonou uma fraccio cristalina que foi separada e recristalizada
varias vezes em metanol. Essa substincia fundiu a 145-146°, que € o
p. f. indicado para a barbaloina.

Recristalizando de igual modo barbaloina do comércio e mistu-
rando depois esta com a-que por ndés havia sido isolada, ndo se
observou abaixamento do ponto de fusio.

A confirmacéo de que ia isolada do aloés de Cabo Verde
é a barbaloina, foi obti fotometria de infra-vermelho,
porquanto os espect : ncias sfio sobreponiveis,

{GER nous avons éssayé I'isole-
quinenique qui caracterise les

Par le traitement avec del idifiée par le SO,H., a été éliminée
une fraction résineuse qm, par cela, s'est maintenue insoluble. .
L'extrait aqueux, aprés concentratlon jusg’a un petit volume, a
produit une fraction cristallisée qui a été séparée et recristallisée
plusieurs fois dans du méthanol. Cette substance a fondu a 145-146°,

p. f. de la bar l%iime
C e {ayant ecristelliss 14¢1 1a [bme ampnimmm@@ bartialorse du

commerce, nous 'avons mélangée avec celle que nous avions isolée;

o KAV SO IS St T

celle que nous avions isolée et la barbaloine du commerce — nous &
fourni des spectres identiques; la substance isolée par nous de I aloés
du Cap Vert est, donc, de la barbaloine.

SUMMARY

Determining two samples of aloes of Cabo Verde which gave
a positive reaction of BORNTRAGER, we undertook the isolation nf
baloine, anthroquinonic hetheroside which characterizes the aloes of
Curazau and of Barbadas.

By treating with water slightly acidified with H.SO, the resinous
fraction was eliminated which, that way, remained 1naoluble
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The aqueous extract, after being concentrated in small volume,
yielded a cristaline fraction which was separated and recristalized
geveral times in methanol. That substance melted at 145-146° which is
‘the m. p. indicated to barbaloine.

Recristalizing in the same way, commercial barbaloine and after,
‘mixing this with that which had been isolated by us, there was no
lowering of melting point.

A confirmation that the substance isolated from the aloes of Cabo
Verde is barbaloine, was obtained by infra-red spectrophotometry,
‘since the spectrums of the two substances are superposed.
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IDENTIFICAGAO E DOSAGEM DO CLORODIAZEPOXIDO
E SEUS PREPARADOS GALENICOS (*)

A, MARQUES LEAL e M. MANUELA LEITE INACIO

Entre os psicofarmacos introduzidos ultimamente na clinica, ocupa
lugar de relevo, pela grande actividade e quase auséncia de toxicidade,
o clorodiazepéxido — derivade da benzodiazepina — sintetizado pela
primeira vez por investigadores suicos ().

Quimicamente é o cloridrato de 4-6xido-7-cloro-2-metilamino-5-fe-
nil-3-H-1,4-benzodiazepina e tem sido empregado na clinica como tran-
quilizante e anti-depressivo.

O interesse terapéutico deste farmaco levou-nos a pensar na sua
mdustnahza;gao para o que tivemos de estudar o seu ensaio de pureza,

als e Sua conservacio.
ios (Maio 1961), apenas pos-
o (% 2), solubilidades, uma
em dcido (*) e as possibili-

al (7).
mais foi publicado (*): uma
' "preaenq.a de dioxano e uma
ob engﬁo de co]nra:;ﬁo alaran-

reaccio de 1dentif1c.i jo7eom. o
dades de dosagem do elc hohe,'

Posteriormente, e afi '
anidrotitulimetria co
determinagéio colorimétri
jada com a fenil-hidfazi

rimental desta nota — dize ;trau’,{,sobretudo, a reaccoes de identi-
ficaciio do cloridrato de clo epoxido, estudo do espectro no U.V.
e de alguns métodos de doseamento (anidrovolumetria e gravimetria
com sal de Reinecke) e «controles dos comprimidos e cdpsulas (iden-

tificacio e dosagem).

Centro .§ e Dy P,AETE EKPE&WLENTAL eutica

1) Pruprmdude: hsu:o qmmucus

0 clohd]rato ﬁé cl’drodiazepéfndﬁ 7, um pﬁ"m‘bhtd 'rh‘it:mcnstahnu,
alteravel & luz, quase inodoro, bastante amargo, de ponto de fusfio
214-218°, com decomposiciio (aquecimento rapido; imersio do tubo no
banho a == 200°). Os nimeros referidos na literatura sdo: 210-2189,
212-218° e 212-218° (* % *), Néo conseguimos produto de ponto de
fusdo mais elevado por recristalizacio (solucdo no 4leool quente e
diluicio com éter). A base teria ponto de fusio cerca de 236° (%),

£ muito solivel na dgua (com reaccio écida & heliantina) e no
dlcool, menos no cloroférmio, pouco na acetona e insoliivel no
éter (> *). Cora levemente de amarelo, a frio, pelos dcidos cloridrico,
sulfirico e azético (reaccdes efectuadas sobre 0,1 g do pé e 5ml do

(*) Trabalho realizade ne Laboratério da Companhia Portuguesa Higiene
(Secciio de Verificacdo).
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reagente) e cora de amarelo dourado pela mistura de NO,H + SOH,
(0,1 g e 2ml da mistura, em partes iguais).

A soluciio a 1 % precipita pelos reagentes gerais dos alcaléides,
nomeadamente o dcido silicottingstico (pp. branco, imediato) reagente
de Nessler (pp. branco-amarelado, imediato, bastante abundante),
dgua de bromo (pp. amarelo claro, pouco abundante, mas imediato)
cloreto merciirio (pp. branco caseoso e pouco denso) ferricia-
neto e ferrocianeto de potéssio (pp." brancos, ao fim de 15 m) sal de
'Reinecke (pp. rosado, imediato e abundante). Com o iodo, quer em
meio cloridrico quer em dgua, obtém-se pp imediatos, acastanhadus de
aspecto diferente. Todos estes precipitados foram obttdos sobre 5 ml
‘da soluciio a 1 9% e cerca de 2 ml dos reagentes; observados ao micros-
eopio nio mostraram interesse analitico especial.

Tem interesse particular a obtencdo do picrato que tem ponto de
fusiio definido (cerca de 160°) e a obtengao de precipitado microcris-
talino, que se forma lentamente ( 5 m), com a solugdo a 20 %
de iodeto de potédssio; ao mic -se maclas em rosetas,
ou agulhas isoladas, compr peéquena ampliacio.
- Em solucgio a 0,6 mg % do cloridrico 0,1 N)
‘apresenta espectros no/ U.V pouco diferentes
(fig. 1) ; tem mais interesse do, com densidade

" El‘lN. 0 05mg?,
05 a 05mg Y
0.4
03
02| _
Cerjtro de Documentaco Farmacéutica

200 471 20) 73] C4o 1 581 (86 7o 8011800 800yl C 05

Fic. 1

ca mais elevada na zona do maAximo, verificando-se no entanto a
i de Beer em quaisquer destes dissolventes (fig IT). O minimo veri-
fica-se, tanto num caso como noufro, a 217-219 my sendo para a dgua
=0,20 e para o cido E=0,25.

Quanto ao méximo (que é mais largo na Agua) verifica-se a
244246 mp. (E=0,445); no Acido é mais pronunciado, a 245 mpu
(E=0,49; E!1%=980) (?).
| b E:u

Encontrdmos uma rela¢iao constante

, que- para o espectro

218
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em Agua é igual a 2,1 a 2,8 e para o espectro em Acido cloridrico
0,1 N é igual a 1,9-2,0, relagdes estas que podem constituir um critério
de avaliacio de pureza. Experimentou-se ainda o espectro em OHNa

0,01 N verificando-se que nio tem um interesse especial; observa-se
um minimo na mesma zona (217-219 mu) estando apenas o maximo

06
05
04
03
02
01

244-245 My

AT
e

deslocado para cerca de 260 mu (E=0,48). Este facto permite, porém,
por a hipétese de utilizaciio das diferencas de extingdes, em meio acido
e alcalino na zona de 270 mu, como possivel técnica de doseamento
espectrofotométrico, tal como foi proposto por certos autores para

Certrdined OUMSHLASAD FaTINASEY S
e R e e S e R e T b iando park

o ensaio quantitativo que adiante se refere), ou ainda do modo se-
guinte: o p6é correspondente a 100 mg de substincia activa (no caso das
drageias convém eliminar a camada corada pelo processo habitual de
lavagem com fAgua) é agitado durante alguns minutos com 10 ml
de dgua; no filtrado, efectuar as reacgdes com sal de Reinecke e com
o iodeto de potéssio. :

2) Métodos de doseamento

Nos ensaios preliminares, experimentimos diferentes tipos de
téenicas: volumétricas (iodometria, argentimetria e anidrovolumetria)
espectrofotometria (no U.V. em meio cloridrico) e ponderal ( ;
na reacc¢iao de precipitagio com o sal de Reinecke).
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A iodometria indirecta foi ensaiada de modo semelhante ao método
descrito na F.P. para o sulfatiazol, operando sobre quantidades vizi-
nhas de 0,25 g; nas condicbes ensaiadas por nés, o método mostrou-se
irregular, mas julgamos possivel a afinaciio duma técnica iodométrica,
apés estudo, sistematizado, do tempo de contacto e das condigtes de
precipitacio.

A argentimetria indirecta foi ensaiada & maneira habitual, em
presenca de nitrobenzeno, sob 0,256 g do firmaco; deu-nos também
resultados irregulares, se bem que admitamos a possibilidade de modi-
ficacio satisfatéria.

Com melhor éxito experimentidmos a titulacio em meio anidro, do
modo seguinte: dissolver 0,4 g do produto em 40 ml de Acido acético
p.a, adicionar 5ml de solugio acética de acetato mercirico a 5 %
e II gotas de solugﬁo acética de violeta de metilo; adicionar acido per-
elérico 0,1 N até viragem ao verde. Fazer um. ensaio a branco nas
mesmas condigdes. A percentagemgé M ~multiplicando a diferenca
do CIO.H 0,1 N gasto nos doﬁ Eﬂ&iﬂlﬁw 8,405 (1ml de Aaci-
do < > 33,62 mg do produto). -

Os resultados oscilaram elit:fe 9&"& e 99*%;-';& técnica posterior-
mente publicada (*), com deido-acéticore dioxano e que atrés nos
referimos, foi expenmentath nﬂlh mnﬁadas mwe]mente analogos
{Quadro I). nplp 3 B

anidrovolumetria pwcfwmﬁ!noche eapectrofotometria no . V.
sem dioxano com dioxano
mostra volume volume peso do percentagem | extingdo lida | percentagem
gausto PErCEN- gasto PErcén= PP. tm-g i
em mil | W& | oy gy | tagem
1 12,05 | 99 12,06 99 0,868 98 0,49 100
{:. [-—_ Y e oo | - -—'l -\—_-'—- Bhaa¥asallm AV s : r o —'F—r--u--r-— rﬂ_‘-'- s B W &
2\ ki18L) 86,6 {8 1) el Ul lpjggs | I|Lchlpact U | Tghy | toq |
3 |12,05 [ 9B 420574 991} @l880c |- 9997 ¢ 5‘-@?“ o9
4 11,7 | 98,9 — — 0,899 101,56 0,46+ 94
b 116 | 976 - - — 0 880 99 — —

A técnica ponderal com o sal de Reinecke deu-nos resultados satis-
fatérios (98-101 %) como elemento de avaliacio de pureza, operando
do seguinte modo (°): dissolver 0,050 g em 50 ml de Agua, juntar
Hml de soluciio recente (saturada a frio) de sal de Reinecke, agitar
¢ deixar separar o precipitado dum dia para o outro; filtrar por
cadinho de vidro poroso, tarado (G; ou G,), lavar o preclpltado com
35 ml de Agua e secar a 60-70°, até peso constante. Caleular a percen-
tagem multiplicando o peso do pp.° por 1131,2 (1 g do pp <> 0,5656 g
de clorodiazepéxido).

m—
[ |
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Esta técnica foi ensaiada também nos preparados galénicos, mas
o0s resultados obtidos foram de =+ 50 % do teérico- talvez por adsorcio
da substincia activa aos adjuvantes.

Para a espectrofotometria no U.V., efectuimos os ensaios a
244-246 my, sobre a solugdo a 0,5 mg % em acido cloridrico 0,1 N,
pelos motivos atras referidos.

No quadro seguinte encontram-se reunidos os valores obtidos de
diferentes dosagens pelas varias técnicas.

Aconselhamos a técnica espectrofotométrica para o doseamento do
cloridrato de clorodiazepéxido nos preparados galénicos, operando do
seguinte modo: separar o p6 correspondente a 5 ou 10 cépsulas
(ou pulverizar as drageias depois de eliminar a camada corada), adi-
cionar CIH 0,1 N e completar o volume de 100 ml; agitar durante
alguns minutos, filtrar e diluir 1 ml do filtrado com o mesmo 4cido
até 100 ml; ler a extin¢io a 245 my, usando CIH 0,1 N como liquido
de comparacio. p i i

Caleular a quantidade

idrato de clorodiazepéxido por
| b 10

capsula, ou drag‘gia,

com 5 ou 10 mg).

comprimidos preparados
ndo-se obtido resultados
co; parece portanto poder
e rotina da producfio, per-
éria-prima empregada, pela

pectivamente (confo
Esta técnica foi 4
por nés e também
compreendidos entre’ i
usar-se satisfatoriamente
mitindo ainda avaliar da oz
observagiio da relaciio das ext

"QUADRG 1

amgpstra | extingfio lida quantidade de clorodiazépéxido em mg

1 0,470 2 -

Centro ld :e[’!-i)u(:iéis meE ) ga rmacéydtica
da Qrdeuad¢s Farmageuticos

TS P i - P

b 0,4_75 : i s 9.7
PR T o i 102

7 : .0..530 TaiTH 10,8

s | oa0 | 9.6 :
2 -9‘ % 0,490 . 5,0 =

10 0,455 R 9,3

* chpsulas de & mg.
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CONCLUSOES

Os resultados dos ensaios efectuados levaram #As seguintes con-

elusdes:

1. O cloridrato de clorodiazepéxido pode identificar-se por meio

‘de algumas reacgdes de precipitacio, nomeadamente a do IK (com
- observacio do aspecto microscipico do precipitado) e a do dcido picrico
{com determinacio do ponto de fusio do precipitado).

2. O espectro no U.V. é caracteristico, apresentando um méximo

na zona de 245mp (E'% =980 em CIH 0,1N) e um minimo a 217-219mg.
lem

3. O doseamento do farmaco pode ser feito por diferentes téc-

‘nicas: anidrovolumetria, gravlmetna com aal de Reinecke e espectro-
fotometria no U.V.

por espectrofotometria no” U.V

‘acid are characteristie.

]ha-se o ensaio quantitative
accao, com Acido clori-

4. Nos preparados galénicos, acons

‘drico 0,1 N.

- The AA have studied th ne reactions of iden-
tification and methods of | ; de hydrochloride;
finally referring thelr appl itrol of tablets and
capsules. f

The principal conc]usl_uns :
1. Microcristaline reactions Wi

2. The spectrum in the U.V. of the Oﬁmg’% solution in hydro-

chloric acid 0.1N presents a maximum-at 245m (EI% = 980) which
_.permlts an assay of galenic preparations.

3. The gravimetric method with Reinecke salt and the anidrous-

ESCEn T D ChtftevER it elfica

" da Ordem dos Farmaceuticos
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REVISOES DE CONJUNTO

INVESTIGACAO LABORATORIAL
DO «MYCOB@&CTERTUH TUBERCULOSIS» (*)

_.\”El.mumri: DOS SANTOS SILVA

Licenciado em Farmicia

Falar aos colegas‘;‘" a Inves mg&p w:-amnal do Mycobacterium
Tuberculosis é aborddr wm, ieméa-de. actualidade e de interesse.
De actualidade, porqueé assuntoque estd cada vez mais a ser estudado
e de interesse, porque, éntre no. ,__mo‘rblhdade e a mortalidade apre-
sentam-se elevadas. >

Acentuemos que o© apareclmento de farmacos antibidticos e
quimicos, embora de grande valor, infelizmente, ndo vieram resolver
totalmente os casos existentes de tuberculose. Esta doenca, principal-
mente a de localizacio bronguica, ainda constitui um grave probiama

{ qqe, nem sempre,os antibioticos, resolvem eficazmente. ~ :

' Hoje, a tuberculose’ faz ‘parte das’ doencas'de declﬂragao' bl:%ga-
téria em Pnrtuga] bem como, a tltulo especla] 08 obltos por esta
doencé|(1*). | Imn £

Existe, gragas a Orgamzagao Mundlal de Saude a Unlzm Inter-
nacional Contra a Tuberculose a qual esta encarregada de planear a
luta contra a tuberculose espalhada pelo mundo. Esta tem actual-
mente oito Subcomisstes das quais destacamos a quarta sobre Métodos
de Laboratérios, sob a direcgio do Prof. K. A. JENSEN, da Dinamarea.

Todos os anos a Unifo Internacional Contra a Tuberculose edita
um Boletim no qual relata os progressos realizados no dominio da

(*) Conferéncia proferida na Soc. Farm. Lusitana (Marco de 1962).

(**) Na lista das doencas de notificacdo obrigatéria em Portugal metropoli-
tano destacamos: 28 a) Tuberculose do aparelho respiratério e 28 b) Outras for-
mas de tuberculose, cabendo-lhes na lista internacional de classificacido de doengas
e causas de morte os nimeros 001-008 e 009-019, respectivamente.
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Tuberculose e estabelece as normas para o estudo e combate ao
Mycobacterium tuberculosis (*).

Ao falar da investigacio laboratorial do Mycobacterium tuber-
eulosis, niio posso esquecer o sentido pritico com que devo apresentar
este tema, tanto mais que ele diz respeito aos colegas que, no siléncio
dos seus laboratérios de andlises clinicas, prestam ao médico e ao
doente a sua colaboragio.

| — MEDIDAS DE PROTECCAO DO PESSOAL
DE LABORATORIOS DE TUBERCULOSE

Mostra a préatica que, por vezes, o pessoal, que trabalha com pro-
dutos contaminados ou que lida eom doentes, contrai a tuberculose.
Deste modo, a Unido Internaecional Contra a Tuberculose recomenda
tomar as seguintes precaucies: g

1, — O pessoal deve reaglr ’i tubércﬂﬂna e, se ‘necessario, sofrer
a vacinacio pelo B. C. G.

2. — O pessoal deve ser m Por um ﬂltpensar]c- Anti-Tuber-
culoso e submeter-se duas vezes: ’pm' a.nﬂ a uma pmva. da tuberculina
e a um exame radiografico.

3. — Toda a manipula¢ao de lmiles virnimhm deve ser efectuada
dentro de uma cimara conv nteme mmﬁﬂaﬂa
4.° — Apés o trabalho, o'l ‘5! mam gk
ser inundados de raios ultra-

5.°— O pessoal, nio tr'emml‘!:lvgi ﬁﬁbr d’é\a& mﬂmpu]ar bacilos viru-
lentos. Um periodo de aprendizigém &e'ieis ‘meses, aproximadamente,
precederi o acesso & manipulacio. <0

e 4 cimara devem

Il — COLHEITA DE PRODUTOS BIOLOGICOS

olheita dos. Aor,udutus hiplogicos e fo-seu tratamenta constltqa,m,; ca

éeg o éxito'das operacoes.

E:rpestarag:ao E nas expecturaqoea que maior numero de vezes
pesquisamos © Mycobacterium tuberculosis Q) processo de (eolheita
assume, neste caso, um papel importante.

A expectoraciio deve ser colhida em jejum ou, entiio, tendo a boeca
limpa, para que a expectoraciio nio venha acompanhada de produtos
alimentares. Em regra, é de manhd que as expectoracbes sio mais
abundantes.

A expectoracio a colher serd a pulmonar ou brénquica e niio a
galiva, como confundem muitas vezes os doentes.

As vezes, bastam os primeiros escarros para que se proceda A ani-
lise. Isto é suficiente quando os exames sédo logo positivos. Quando os

(*) Para o nosso caso interessa-nos de sobremaneira o n.® 1-2 — Vol. xx1v—
Janeiro-Abril de 1954 que estabelece as técnicas padronizadas dos métodos de
laboratério e «7." Rapport sobre Comité d'experts de la tuberculose» (N.° 195) edi-
tado pela Q.M. 8., Génova (1960).
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exames sio negativos e ha suspeita de qualquer infecciio deste género,
¢é util recomendar a repeticio, por duas ou trés vezes, da pesquisa do
Mycobacterium tuberculosis ou, entdo, proceder & colheita da expecto-
raciio durante 24 horas.

Acontece algumas vezes que 0s doentes nio tém expectoraciio e hi
fortes suspeitas. Neste caso temos de recorrer a artificios, como o0s
xaropes expectorantes ou aerosol de Tripsina (*).

A pesquisa do Mycobacterium tuberculosis deve incidir sobre as
partes purulentas da expectoracio. Um exame directo cuidadoso dis-
pensa a homogeneizacio. A pesquisa deve ser efectuada logo apés a
emissiio da expectoracio, preferentemente. Em todo o caso, podem
passar-se algumas horas, mas nao convém que sejam ultrapassadas
as 24-72 horas por causa da accgiio proliferante das outras bactérias
e da accilo litica dos enzimas que destroem o Mycobacterium tuber-
culosis.

Urina: A colheita da urin@ideve ser feita, preferentemente, por
algaliagio, assumindo mablhdade no caso da mulher,
No homem, apés uma/higiene imtuna e rejeicio das primeiras gotas
de urina, procedemos,rj, col,h.oiﬁg para tmi baldo esterilizado.

Outras vezes, temos. & ze ‘h algaliar um dos rins para
sabermos qual deles esta. mdo,." eraciio esta que deve ser feita por
um urologista. w Sl sl ol

Devemos obter a., nﬁna, ﬁl‘ rimei micgio da manhd por ser
aquela que se apres g mcentrada.

A pesquisa do '_ inm rculosis, pelo exame directo,
faz-se por centnfugat;ﬁo;,ﬁg-'f mentoyurindrio durante 15 minutos
a 3000 r/m. Estende-se-nmna Jamma o sedimento centrifugado e
cora-se pelo método -de Z [EELSEN.

Uma urina com bacilos acido-resistentes vem acompanhada de
piocitos, hematiria e proteintiria. Temos de desconfiar quando, na
auséncia destes elementos, podemos observar bacilos dcido-resistentes.
Trata-sa em regra de bacilos smegmas (Mpycobacterium smegmatis)

rtanto, precisando de confirmacio.

QLﬁﬁhdn i?ie'iiﬂéibo el béfala-raquidiany: Aficoleital destes liqtiores
‘desve revestir-se de maxima assepsia. Deste modo, acha-se facilitada
a flec e&cﬁ&ﬂ}mg dmpeﬂ&ar-se a. hamqgene;:agm aue . seria andloga

a

A centnfugaqao deve ser demnrada—30 minutos — e realizar-se
logo que o liguido chegue ao laboratério para evitar a formacio de
fibrina que dificulta a pesquisa.

Afirma-se que num liquor, apresentando ja codgulos de fibrina,
0 Mycobacterium tuberculosis encontra-se nele envolvido e, portanto,

(*) A tripsina é utilizada com sucesso para facilitar a lise das secregoes
bronquicas e a sua eliminagdo das vias respiratérias. Deste modo, facilita-se a
obtenciio da expectoracio, o volume é maior, fluidifica-se o contetido brénguico
provocando a sua eliminagéio e o produto obtldn apresenta-se quase homogeneizado,

Empregamos uma solucfio de tripsina a 0,250 em 10ml de solvente tampdo
neutro (250 000 U.) procedendo-se & nebulizacio.

Os autores afirmam que esta técnica di resultados superiores & intubagio
gastrica (Luce, J-P., HUBERT, J. e LUCE, M.: «Recherche du B. K. sur expectora-
tion recueille aprés aerml de trypsinn, L& Presse Médicale 53:2453:1961).
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devemos espalhar cuidadosamente o codgulo de fibrina sobre uma
limina e procedermos a coloracio.

Para o liguido pleuritico podemos recorrer ao emprego de anti-
-toagulantes para evitarmos a coagulacio da fibrina. Serve o citrato
de s6dio a 5 % na proporcio de 1 parte para 18 a 19 partes de liquido.

Na colheita o médico deve desprezar as primeiras gotas para evitur
um liguido sanguinolento.

E de boa préitica, para uma cultura, deitar umas gotas do sedi-
mento nio tratado para um tubo de cultura, a par do sedimento
tratado.

Tecidos-ginglios: O produto é cuidadosamente macerado e intro-
duzido em balGes esterilizados, contendo pérolas de vidro, sendo depois
tratado de modo idéntico ao das expectoragdes.

Para transporte, os fragmentos podem ser introduzidos em frascos
contendo uma solugio de fosfato trisédico a 10 %.

Para a cultura semeamos uma per fé nfie tratada e outra tratada.
~ Suco gdstrico: A colheita dof rico para a pesquisa do
Hyco(‘;)actermm tul:iemulosls tem ﬂms‘ Magow a primeira,
‘guando se tratam de crl.a.m;a.g % Mp,g ultos que nio tém
expectoracio. P & daﬁ %l

Essa colheita deve ser felﬁ" g m &ﬁéb o doente ter gargare-
jado com um soluto de nov a2t stesiar ligeiramente a
laringe, procede-se & colheltb{ ) w "‘@nda, pela boca ou
pelo nariz. —~ Al—.

- Nem sempre os doentes %j’éﬁn apresentam suco géstrico em
‘abundincia. Neste caso, fazemog. my&h LG A0 estomago com 100
‘a4 200 ml de agua destilada tépida: e -"pnderlamos aproveitar
0 aumento da secregio gastrica a 3‘ ijéccio de histamina, eomo
fazemos para o fragado da curva'de acidez géstrica.

A pesquisa do Mycobacterium tuberculogis no suco gistrico tem
de ser efectuada o mais rﬁpidamente possivel, pois, passado meia hora,
0 suco gastrico tem uma accgiio litica sobre o bacilo. Para evitarmos
isto, eremos neutralizar o suco gastrico pela soda.

3
P

Al primeiral bpérdcio Al Fazer| € \procader. &) éentrifugadaaidetedd | (7

0 suco gastrico. O sedimento é depois homogeneizado.

A presenca de bgcilos! icido-resistentés no-suco géastrice exige aqui
uma confirma¢ad cultural, por causa de outros bacilos Acido-resistentes
(ue nio sio 0 Mycobactenum tuberculosis.

Ezxsudato laringeo: A colheita é feita por zaragatoa ao nivel da
laringe, por esfregaco das lesdes.

Fezes: Em regra, a pesquisa do Mycobacterium tuberculosis nas
fezes niio se faz, atendendo que a pesquisa no suco gastrico é de mais
ficil execucio.

Trituram-se 50 gramas de matérias feeais juntando cloreto de
sodio a 5% até obtermos uma massa semi-liquida. Passam-se sobre

e estéril e enche-se com o filtrado um tubo de centrifuga até 24.

untam-se 2 ml de uma mistura em partes iguais de éter sulfiirico
e ligroina. Agitam-se fortemente os tubos e centrifugam-se a grande
velocidade, durante 30 minutos. Debaixo da camada superior do éter
encontra-se um anel acastanhado de 1 a 2 mm de espessura que pode
conter o Mycobacterium tuberculosis.
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Para a coprocultura emulsionamos num almofariz cerca de 1 g de
matérias fecais em 12 a 15 ml de uma solugio de tripaflavina a 1 por
mil, Filtramos vArias vezes (6 vezes) sobre faze estéril. Adicionamos
ao filtrado uma quantidade dupla de dcido sulfirico a 1 9%. Deixamos
em contacto uma hora e, depois, neutralizamos pela soda (o que pode
ser facultativo). Centrifugamos a 5000 r/m, durante 15 minutes.
Decantamos e semeamos em meio de Lowenstein-Jensen. No caso de
desejarmos fazer a inoculacio, basta diluirmos o sedimento em sore
fisiologico.

11l — COLORACAO DO «MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS»

O Micobacterium tuberculosis foi-observado, pela primeira vez,
em 1882, por KOCH que empregou.o azul de metileno alcalino actuando
_esta ¢ % hoje, grande é o caminho per-

1 de uma técnica de coloragio

H 10 M@um '@etodo de KocH, empregando

;qﬁ A como corantes, fazendo-o8
" orando com o dcido azético

e «acido-resisténciax.
autilizaram o Acido cloridrico
ool juntamente com o écido
fixacio dos corantes por calor.
berta do Mycobacterium tuber-
‘“que tem o seu nome. Deste modo,
chegou-se & classica técnica de’ IL-NEELSEN, ainda muito difundida

1. — Cobrimos a limina com fucsina de ZIEHL e aquecemos du-
rante 10 minutos até 4 emissio de vapores, evitando a ebulicio.

2 o — Tratamos a ldmina com &cido nitrico a 14 ou Acido sulfiirico

durante 30 segundos.

ﬁ Eséorremos ¢ !ddido, immms»ar iniirial Gom (atedsil Absaluto
e mantemua o contacto com o dlcool durante 5 mmutoﬁ

4.5 -L—sldvm}ﬁ&-awlanuﬁ?«coni Apvanm acent

5. —< Cobrimos 4 preparacio com az‘ul de’ ﬁletﬂeno, mantendo a
acciio do corante durante 1 minuto.

6.° — Novamente lavamos a limina com agua.

7. —Secamos a limina na estufa a 37.° e examinamos ao mi-
croscopio.

0O Mycobacterium tuberculosis aparece como um bacilo corado de
vermelho-vivo sob fundo azul.

A Unido Internacional Contra a Tuberculose indica uma oufra
téenica que afirma ser mais simples e segura:

1.° — Colocamos sobre a limina um rectingulo de papel de filtro
com as dimensdes da lamina, e cobrimos com fucsina fenolada de
ZIEHL. Aquecemos a lamina até 4 emissio de vapores e mantemos este
aquecimento durante 2 minutos.

2.» — Lavamos bem com Agua a lamina.

segura. : 4 -_ ;
No mesmo ano Eﬁf

o violeta de metilo ‘&

actuar durante 15

Outros investigade
e sulflirico. RINDFLEE
nitrico, como descorant

e,
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3. — Cobrimos a limina com uma solu¢io de Acido sulfirico a
25 % durante 1 minuto.

4.° — Lavamos a lamina novamente com agua.

5. — Fazemos actuar sobre a lamina o &alcool de 96° durante -
1 minuto.

6. — Lavamos novamente a limina com Agua.

7.°— Coramos o esfregaco com Aacido picrico (solucio aquosa a
1%) durante 10 segundos.

8.° — Lavamos a limina com dgua e secamos na estufa.

Ao microscipio o Mycobacterium tuberculosis aparece como um
bacilo vermelho-vive sob um fundo amarelo.

Também, querendo, podemos empregar como contraste o azul de
metileno ou o verde malaquite.

A observaciio microscopica é feita durante 3 minutos, tempo este
gue JENSEN acha suficiente para uma pesqulsa. feita por pessoa expe-
rimentada.

As causas de erro sio, segun&f*ﬁ*mﬁﬁda Unifio Internacional
Contra a Tuberculose: S\« 2t 20N

1. — A solugio de fucsms*’(ﬁlﬁﬁaﬂa mﬂa d:ar mal preparada.
Nem ttc;das as marcas de fuesing h@gﬁg?m a preparacio do
reagen ke 1 e e B

2,°— A lavagem da lamina er i, ﬁa accao do acido,
poder ser insuficiente. O baei L amar g istir o menor ves-
tigio de #cido. 3 &Y g ay

3. — A coloracio pelo conﬁ;éﬁ“ poder-ser m 1t0 forte, sobretudo,
e empregarmos o azul de metilefio-on o verdemalaquite.

Os Laboratérios DIFco (*) mandam %hmyregar a seguinte técnica
de coloragiio, que seguimos, e se mostra ripida e eficaz:

1. — Cobrimos a ldmina com carbofucsina e aquecemos até ao
aparecimento de vapores durante 3 a 5 minutos. Também podemos
cobrir a limina com um papel de filtm, préviamente,

2.2— Lavamos a lamma com Aagua.

3% € Desdoraniod” o e&fregadd | peld | &cidn-i}cubl 0 1q1i¢) Feguad | (;

1 minuto.

4. — Lavapios a laminaeom dgua. |- .

5.° — Cobrimos 4 1dmina‘com ‘dzul de’ me‘tﬁléﬁb durhﬁte g seg‘undos

6. — Secamos a lamina e observamos ao microsedpio.

O quinto tempo pode ser substituido por outros contrastes tais
como o verde malaquite, verde brilhante e acido picrico a 0,6 —1 %,
consoante a preferéncia pessoal.

Alguns laboratérios ainda preferem o método das 24 horas, como
descreveu STEENKEN, principalmente quando o nimero de liminas
a4 observar é grande. As liminas sfo cobertas com carbofuesina e
eolocadas num incubador em meio himido durante toda a noite
14-20 horas). Sao depois lavadas, descoradas pelo Acido-dlcool durante
1 a 8 minutos e lavadas novamente com dgua e depois ecom dlcool etilico

- (*) Mycobacterium Tuberculosis — Isolation, Identification, Sensitivity Tes-
ting. Manual n.” 141 de Nov. 1961. Ed. Lab. Difco.
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durante 1 minuto. As laminas sio contrastadas pelo verde brilhante,
lavadas com dgua e secas.

Em qualquer dos métodos a empregar devemos usar liminas novas

- @ bem limpas em mistura sulfo-crémica,

A presenca de bacilos dcido-resistentes néo identifica o Mycobacie-
rium tuberculosis, porque as coloracdes niio diferenciam os bacilos
presentes, o que tem importincia para a execucio de um «tests de
sengibilidade.

A observacio de uma lamina leva-nos, pois, a afirmar se obser-
vamos ou nio bacilos dcido-resistentes (AAR).

Nos produtos orginicos existem bacilos dcido-resistentes, que nio
830 o Mycobacterium tuberculosis, mas que apresentam uma morfo-
logia analoga. B o caso das urmaa (onde vive o smegma), da Agua, do
suco gistrico, ete.

Antigamente, dava-se g'rande 1mportancla, para fins clinicos, i
quantidade de bacilos qu directo apresentava por campo
o que é hoje destituido.ds nento. Das escalas mais conhecidas
temos a de GAFFKY, A PoL WN (*):

I — Apenas
1I — Apenas .
III — Apenas r cada campo.
IV — Cerca de
V — Cerca de'4
VI — Cerca, de )
VII — Cerca 'de p-média em cada campo.
VIII — Cerca de 50 hac ( ;
IX — Cerca de 100 mais em média em cada campo
X — Incontaveis em cada ‘campo.

Para fins de mvestlgm;au, a densidade dos bacilos nos esfre
pode exprimir-se nos seguintes termos:

Ceni?rg-t?'egﬂﬁ’m umet %aéq%s‘“} Farmaceutica

— pequeno numero

2da titlietictos Farmacéuticos

4 4+ — muito numerosos bacilos.

0 <«American Trudeau Society» apresenta-nos a seguinte
cala (**):

Numerosos (3-+): 10 bacilos, na maior parte dos campos.

Pouco numerosos (2+): 10 ou mais bacilos em toda a expecto :

Raros (1+): 3 a 9 bacilos observados. g

Se observarmos 1 ou 2 bacilos, indicamos estes ntimeros.

(*) KoLMER e BOERNER — «Aproved laboratory technien, 3." Ed., 1941.

(**) WELscH, M. — «Les andilyses bactériologiques et les épreuves de s
lité aux antibiotiques». 1956,




Rev. port. farm. 351

IV — INVESTIGACAO DO «MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS»
POR MICROFLUORESCENCIA (*)

Os bacilos do Mycobacterium tuberculosis, corados por corantes,
tais como a rodamina e auramina, logo que sejam submetidos a ilu-
minacio de uma luz ultra-violeta, tornam-se fluorescentes, o que per-
mite melhor a sua observacio.

Este metodu, que exige corantes e material especial para se adaptar
a0 microscépio, niio é mais seguro que o método de coloragio de
ZIEHLL-NEELSEN. Com efeito, do mesmo modo que todos os bacilos
deido-resistentes nfio sio o Mycobacterium tuberculosis, pelo mesmo

- motivo todos os corpos fluorescentes de uma preparaqﬁo, tratado pela
auramina, nio sio bacilos tuberculosos. Qutro inconveniente é que
nem todos os corpos, que se apresentam fliorescentes, sio também
bacilos. A sua pesquisa somente tem.a.vantagem de ser feita com
facilidade, devido aos fennmenos tes.

Por critério antigo, um exame directo de uma expectoraciio nega-
tiva obrigava 4 execugio de! uma eonemtmq&o cte bacilos por homo-
geneizacio.

Hoje, esti provado estatisticamm q!m 'um exame directo bem
feito, tendo o analista o cuidadd<de fazer & esfregaco com a parte
purulenta da expectoracio, é o suficiente.

Claro que a homogeneizacio tem por finalidade destruir a flora
habitual, que ndo interessa, e, por centrifugaciio, congregar os bacilos.
Isto tem importincia para a execuciio da cultura.

Toda a técnica de homogenema;gao mata um certo nimero de

bacilgs. Podemos récorrey a dois, tipos hpm«ﬁenamgm dcida e1d 19
miét Ay

alealina.O'éstudo critico referente aos' d.{ils os afirma-nos:

1> — A homogeneizagho Acida ¥ maig nef.ast.a Rard o) ba.mlo tuber-
culoso que a hemogeneizacio ‘alcalina; |

2. — A homogeneizacio acida é mais rdpida e mais facil e, por
conseguinte, melhor adaptada a pratica corrente.

3. — A homogeneizaciio dcida apresenta um inconveniente capital:
nio mata os sapréfitas acido-resistentes. Num exame do suco géstrico
ou de uma urina, nio obtida por algaliacfio, esta técnica estd sujeita
a dificuldades diagndsticas consideriveis, que s6 um bacteriologista
experimentado pode resolver sem recorrer a numerosas inoculagdes
4o cobaio,

A homogeneizaciio pela soda (PETROFF) oferece a grande vantagem
de serem mortos praticamente todos os sapréfitas Acido-resistentes.

(*) Nevor, A. — «Le diagnostic bactériologique en pratique médicales, 1958.
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O problema é entio de saber se esta vantagem substitui o inconve
niente, que esta técnica apresenta, em dar um rendimento em bacilos
tuberculosos maior do que em relagio & téenica Acida.

Para a cultura do bacilo, a titulo puramente de diagnéstico, a
homogeneizacio dcida pode ser recomendada, porque se trata de es-
colher a prova mais sensivel.

Para a medida da resisténcia, pelo contrario, logo que o diagnéstico
bacteriolégico seja posto, é muito importante excluir a possibilidade
dos saprofitas e recomenda-se a técnica pela soda.

Para fins de concentraciio, podemos recorrer 4 homogeneizagio
que, como sabemos, pode ser #cida ou alealina.

Para executarmos a homogeneiza¢io deida, tomamos 0,56 a 1ml
dos fragmentos mais suspeitos e colocamos num tubo de centrifuga
de 10016 mm. Adicionamos 2 ml de 4cido sulfiirico a 6 volumes
por cento. Tapamos com uma rolha de borracha que se ajuste perfeita-
mente. Agitamos vigorosam ‘atéque o contetido se torne completa-
mente fluido, 0 que se gt num agitador do tipo KHAN, e abando-
namos 10 minutos a té raturado-laboratério. Enchemos o tubo com
dgua destilada estéril, tapamos o fubo.e eentrifugamos a grande velo-
cidade durante 10 n Dei gedimento por meio de ansa
ou duma pipeta Pasit neio de cultura, Nio é neces-
sdrio lavar ou neutralizar ' i
-JENSEN com 0,75 % de
o pH seja 7,2 a\7,4. v

Para executarmos 4 Remingeneizaca ¥ alcalina tomamos 0,5 a 1ml
de expectoracio para @entro desumi fubo de centrifuga andlogo ao
método antecedente e jumbamios #fiais ou menos igual quantidade
de soda a 4 %. O tubo é agitado Vigorosamente até que o contetido se
torne fluido, depois é mantido a 37°, durante 20 minutos, a grande
velocidade. O sedimento é neutralizado com III gotas de acido cloridrieo
a 8 % (ou, entdo, na presenca de um indicador, que é o tornezol) e dis-
tribuido por tubos de cultura com uma pipeta Pasteur.

(&7 1umn nlodifichcio desta ibdenica e seguida) nunt Jaborat6tioidéneo

é a seguinte: um certo volume de expectoracio é tratada com igual
volure .de spdaja. 4 % qu um pouco. mais, consoante as necessidades,
Agitamos o contendo ‘e eolocamos na'estufa 'durante 20°minutos, agi-
tando duas vezes durante este tempo. Juntamos um pouco de Agua
destilada esterilizada e centrifugamos durante 20 minutos a 3000 r/m.
Decantamos o tubo de centrifugaciio e o sedimento é adicionado de
11 gotas de Acido cloridrico a 8 9%. Agitamos e deixamos em repouso
10 minutos. Ao fim deste tempo, juntamos v1 gotas de penicilina a
200 unidades por ml.Abandonamos o sedimento por mais 10 minutos,
findos o0s quais colocamos vV gotas em cada tubo de cultura, de modo
a banhar toda a superficie do meio. Os tubos sio tapados com rolhas
de algodio cardado esterilizado e queimado até & entrada dos tubos.
Colocamos um papel de parafilme e fazemos um pequeno orificio para
entrada livre do ar.

Podemos aproveitar a ocasiio para fazer um esfregaco e corar pelo
ZIEHLL-NEELSEN. Em expectoracies positivas a homogeneizacio di
em regra 4 a 5 vezes mais bacilos que no exame directo.
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VI — MEIOS DE CULTURA

Nédo vamos aqui descrever todos os meios de cultura para o
Mycobacterium tuberculosis. Isto sozinho constituiria assunto para
muitas paginas. Um estudo comparativo e imparcial destes meios foi
publicado pela revista «American Revue Tuberculosis» (*). Quem nio
possua esta revista podera consultar o Boletim da Unido Internacional
Contra a Tuberculosis e 0os Manuais DIFCO (¥*) e OX0ID (***). Sobre
este assunto diz o Boletim da Unido Internacional Contra a Tuber-
culose, muito judiciosamente: «Parece aconselhidvel reduzir o niimero
de meios de cultura tanto quanto a prudéncia permitirs.

Os meios de cultura para o Mycobacterium tuberculosis podem ser
golidos ou liguidos. Um meio sélido é necessario para o isolamento do
bacilo. Os meios liquidos tém por finalidade obtermos culturas neces-
sirias a certas provas, particularmente, & inoculacio de animais ou
& preparacio de antigénios, e
k Meios sélidos: Um meio sw deéve responder s seguintes exi-

neias: 4

-

1. — Deve assegurar as condie
tipos de bacilos tuberculosos,
bactérias coexistentes.

2o — Deve ser facil de|
ratérios. , il

Quanto a esta ltima questdo; hoje, alguns labe:
0 meio de facil preparacio como; por exemiplo, 0s Laboratérios DIFco
¢ Oxo1p. Dado que os precos destegifigios nilo'sio exagerados, manda a
pritica que eles sejam comprados §4 preparados o que assegura o
emprego de um meio convenientemente preparado e sem perda de
;mnpo Além disso, estes meios preparados duram no frigorifico

meses.

Nos meios sélidos importam as substincias que entram na sua

\digbes optimas.de erescimento aos trés
eyeonstitui Ut mau terreno para as

pequenos labo-

térios apresentam

compesicio.  Assim, o emprego de glicerina tem a propriedade de: . .
ah-asﬁl-?e crescimento- dgnbaeﬂofﬁipolhu]%i?né e impedir-o bacilo 'dc‘rtlﬁg -

bovino. Investigacdes sisteméaticas revelam que a concentraciio 6ptima
de glicerina no| meio Jde bvoé de| 0;75 % tantopara o tipo humano
eomo para o bovino. Entretanto, o bacilo do tipo bovine, proveniente
do gado, cultiva melhor sem glicerina. Para o isolamento do bacilo,
tipo avidrio, é preferivel a concentracio de 4 %.

O Boletim da Unido Internacional Contra a Tuberculose diz: «Um
meio & base de ovo, contendo 0,75 9% de glicerina, assegura todas as
condi¢bes de crescimento 6ptimas tanto para o bacilo humano ecomo
para o bacilo bovino, desde que provenha do homem. E entio de re-
comendar. Por outro lado, este meio permite o diagnéstico por cultura
m'a. o tipo humano e para o tipo bovino. O aspecto das culturas dos

ilos sapréfitas difere suficientemente das outras culturas de bacilos

(*) Am. Rev. Tub. 1951, t. 63, pag. 459 e 470.
(**) Difco— Ob. cit.
(***) The Oxoid Manual. London. 1961.

W |

——
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tuberculosos os quais 86 uma pessoa experimentada pode distinguir
e evitar assim numerosas inoculacdes ao cobaios.

A este tipo de meio pertence o meio de LOWENSTEIN, modificado
e glicerinado a 0,75 % (na maioria das vezes chamado LOWENSTEIN-
-JENSEN). Existem outros meios, como o de Petragnani e o do «Ame-
rican Trudeau Societys, mas estes sfo glicerinados somente a 1 %.

Outras substincias estimulantes siio a asparagina e diversos sais.
A sua 1mportancla ¢ menor, comparada com a da glmerma para os
meios 4 base de ovo. A adlqao de fécula de batata serve sé para evitar
a dessecaciio do meio. Hi poucas probabilidades de modificar os meios,
modificando as proporc¢des das substincias estimulantes que acabimos
de citar.

O meio de LOWENBTEIN-JENSEN apreaenta—se corado devido a uma
substéncia inibidora de certos microrganismos que é o verde mala-
quite. Actualmente, é o corant mals empregado para inibir as bacté-
rias. As colénias amareladas yaeilos do tipo humano distinguem-se
facilmente sobre o fung de ¢ _' 1eio, As colénias transparentes dos

n virar eig paka amarelo que as torna mais
srculosos cultivam melhor em
presenga do verde aquite do que natsua av '

Tém-se emprega omo  § 8 inibidoras do crescimento
de outras bactérias, | ps anti ) primeiro a ser utilizado foi
a Penicilina. Hoje sabe-se que ais justificado seria fazer
um teste de sensibilidade-ads & 2 éri -
nhantes e empregar o antibiotic e S&mostra sensivel. Ora isto tem
um inconveniente que ‘é.ain ~de um factor estranho que pode
inibir o crescimento do My : m tuberculosis, como acontece
com a Kanamicina. Contudo, 86 4 Penicilina é que tem sido utilizada
sem que prejudique o crescimento da micobactéria em estudo. ]

A preparacio do meio é um pouco dificultosa e morosa. Para um
laboratério de pequeno movimento um problema que se pde é da
economia de tempo e custo. Embora seja preferivel comprar 0s meios

Cefl S e RS ParA aLe treta s
ety iy togosivlh g B o

18— mpedn- a evaporacio, de modo que o meio possa ser con-
servado dois meses a 38° sem secar.

2o Evitar o aumento da quantidade de Adgua de cnndensagiu

3. — Procurar que o ar atmosférico entre livremente para que o
Mycobacterium tuberculosis tenha oxigénio & sua disposicdo durante
todo o periodo de erescimento.

4.° — O vidro ser de boa qualidade, ndo ceder aleali ou subst&nuu
inibidoras. Os vidros Pirex ou de Jena sdo os melhores.

5.o— A temperatura da estufa ser mantida a 37-38°, de manen'a
constante.

As culturas positivas sio entdo classificadas de acordo com @&
seguinte escala: |
0 — Tubos negativos depois de 3 meses de incubacio.
I— 1 a 4 colénias (média dos trés tubos).
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II— 5 a 10 colénias (média dos trés tubos).
IIT — 15 a 20 colénias (média dos trés tubos).
IV—21 a 50 colénias (média dos trés tubos).

V —50 a 60 colénias (média dos trés tubos).
VI — Mais de 60 colénias isoladas.
VII — Mais de 60 colénias confluentes.

Os tubos de cultura séio colocados em posicio horizontal.

Os autores verificaram que quase todas as expectoracdes positivas
dio bacilos vidveis em cultura, facto importante de considerar (*).
Em regra, ao fim de 15 dias, os bacilos tornam-se visiveis. Nas expec-
toragdes negativas ao exame cultural, ao fim destes dias, nunca o
devemos dar por terminado, devendo continuar-se a incubaciio até
3 meses.

Meios liquidos: Os meios lig convéermn a sub-culturas duma
estirpe a partir de uma colénia e golido, ao estudo das
medidas de viruléncia e 2 mé cia aos antibiéticos.

Destes meios destacamos /o de >
laquite, meios sintéticos comﬁg.'ia;aa

AT g

Bdod 3% 5 .,T_F{‘:pfz{i
Vil — DETERMINACAO DOS TIPOS DE BACILOS TUBERCULOSOS
=0

A diferenciacio dos véri _ terium tuberculosis
(humano, bovino e avidrio) é di analifico e, por vezes, nem
sempre fécil. Facilita-se a diferénei semprego do mesmo meio
de cultura de que salientamos o de*LOWENSTEIN-JENSEN com 0,75 %
de glicerina permitindo a um experimentado fazer tal distincio.

Assim, para o citado meio, os dados de diferenciaciio dos tipos de
bacilos tuberculosos sfo:

Estirpes humanas tipicas: As colénias sio grosseiras ou finamente

plissadas, rugosas (Rought) de consisténcia cerosag-A principiocelas - 9
fadas! | Lc

gdo 1 amente amareladas, 'mais tarde tornamise mais pigmen
8o dificilmente emulsiondveis. _ : _

Estirpes bolinas| tipices: As colinias Sio, pequenas, lisps (8mooth),
planas, transparéntes e de 'édﬂ's’isﬁé”ni:ia’crerflbsa.'ﬁac?'sr.'ﬁ.d"bigﬁi‘e:ritédaa,
mas como fazem virar o meio verde para amarelo, parecem amarelas
& temperatura do laboratério. O meio torna-se verde e as colénias
distinguem-se facilmente. Sio muito emulsionaveis.

Estirpes avidrias: As colbnias sio igualmente lisas e transparen-
tes, mas elas sio maiores, mais curvas, aparecem e crescem mais rapi-
damente do que as colénias das estirpes bovinas.

As estirpes avidrias s6 muito raramente aparecem nas culturas
¢ sio desprovidas de significado.

(*) Davip e eols. (1960) verificou experimentalmente que a frequéncia do
fracasso da cultura é de cerca de 9 %.

. Este mesmo autor chama a nossa atencio para a labilidade particular
do bacilo tuberculoso tipo africano e indiano que apresenta uma taxa elevada
de fracassos culturais.
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A tuberculose humana, de origem bovina, aparece mais na crianca
enquanto que o adulto é mais raramente afectado. A contaminacio
é sobretudo de origem digestiva (absorcio pelo leite cru).

As colénias de baeilo bovino, em virtude da lentidio do seu desen-
volvimento sobre o meio de LOWENSTEIN-JENSEN glicer’inado (80 a
70 dias), séo qualificadas de disgdnicas em oposicdo as colonias
eugénicas do bacilo humano (12-20 dias). As colénias R e S séo for-
madas por bacilos da mesma viruléncia. As colénias R podem trans-
formar-se em colénias S e vice-versa (dissociagdo).

Existe um certo niimero de micobactérias denominadas «atipicas,
cromogéneas, anormais, anénimas, inclassificadas, paratuber-
culosas, etc.». Sobre o comportamento destas micobactérias os inves-
tigadores estio em desacordo e mantém-se hoje acesa discussio sobre
o assunto. Deste modo os nossos conhecimentos sobre estas micobacté-
rias mantém-se duwdosas ejamos os argumentos dos autores.

HAUDOROY em -artige’ public ) resume do seguinte modo as
suas opinides: ao r"? ‘do-M eteriumtuberculosis de germes
proximos perfeitamen onhecidos, existem numerosos
bacilos paratubercu A sua descobertsa
sabe-se que a sua a faz-se er ios vulgares a 37° apresen-
tando-ge pigmentados 1 poc nico para o cobaio.

ntram-se déincia na natureza em indivi-

mamfestagt}es apreclévms,_. alvo - T _
excepcionais que vem complicar ";m)blema Trata-se de verdadeiros.
bacilos tuberculosos ou sfip realmente paratuberculosos? A sua identi-
ficacio torna-se dificil mesmo apbs coloraghes, sementeiras, ino-
culacdes repetidas (agravadas pelos bacilos isoniazido-resistentes).
Perante estes casos raros na pratlca o pmblema permanece ainda
et J:f:scrl';nsei3
i L@omold tlﬂgﬂm enthio wrh! builmparatuharm]om Eo ve:ﬂaahm?-.
Somente em ensaios repetidos e venflcagao das propriedades biolé-
gicas; com| certal persisténeia; SP asgim é aue se podersd pensar que tal
bacilo é o agente da doenca.

£ bem certo que a administracio de farmacos antibiéticos anti-
bacilares provocam modificacdes no metabolismo dos bacilos tuber-
culosos transformando-os em micobactérias anormais. Mas, na prética
é dificil demonstrar tal fenémeno. E caracteristico o caso dos bacilos
isoniazido-resistentes que nfio se mostram patogénicos para o cobaio,
mas que passando para outro individuo apresenta a mesma patoge
nidade inicial, Demonstrar o mesmo com as micobactérias atipicas
é dificil e deste modo o problema apresenta-se irresolivel.

Para o analista pratico o problema reveste-se de acuidade para
traduzir uma certeza no resultado que da.

(*) Hauvporoy, P.: Baciles tuberculeux, paratuberculeux et micoba
anormales. La Presse Médicale, 43:1838:1961.




Rev. port. farm. 357

XALABARDER num extenso artigo (*) passa em revisdo o significado
das micobactérias inelassificadas, afirmando que as micobactérias
constituem um sé grupo de micrébios, com um grau de alteracgio pro-
gressiva que se traduz pela perda de muitas propriedades bioldgicas,
alteragio esta que é reversivel, e portanto, uma estirpe sapréfita pode,
em certas condu;oes, tornar-se virulenta e vice-versa. Verificou-o
«in vitro» e ndo h& motive para duvidar que também pode ter lugar
o mesmo fendémeno «in vivos.

O conceito de unidade filogenética, continua o mesmo autor, de
todas as micobactérias foi defendido por grande nimero de investi-
gadores ha muitos anos e esti plenamente demonstrado por recentes
investigacdes. Por isso, nada nos surpreende que as tais micobactérias
atipicas possam vir de estirpes patogénicas, quer expontineamente ou
sob a acciio de farmacos antimicrobianos. Dizer o contririo é basear-
mos em conhecimentos tedricos sem bases convincentes.

Nio ha pois justificaciio, diz-nos MABARDER para tentar fazer
das micobactérias inclassificadas um & parte, com caracte-
risticas préprias e diferentes 4las e 8 pa.togemcas A sua
finica diferenca consiste em /que-0s- Ia.a:mar,m @ctuazs sio ineficazes
contra as micobactérias atipieas.

Em resumo, para aquele “Autor ﬂa mmhﬁtenas atipicas nao
passam de bacilos atenuadog e resistentes como sempre houve, embora
actualmente sejam mais frequentes: pela m\dus farmacos anti-
microbianos além daqueles que se vio ads 0 progressivamente.
Sem divida a doenca que Provocam néo-se diatmgue em nada da
tuberculose e deve ser tratada de imnni mﬂdm

VIl — DIFERENCIACAO ENTR! lﬂ:tms TUBERCULOSOS
E OUTROS SAPROFITAS ACIDO-RESISTENTES

Numerosos saprofitas acido-resistentes cultivam a 38°, B, portanto,
muito importante poder verificar rapidamente, e com seguranca, se
uma,cultura positiva é dum sapréfita ou dum bacilo tuberculoso,

N#io' hos [odemos basent 156 i lexame Imicrosedpico. -0 eresdid 9

mento rdpido e o aspecto das colénias nem Sempre sio indice seguro,
porque algungjsapr6fitad desenvolyem-se¢ mais lentamente, como acon-
tece com certos bacilos 'do-tipo bovineé ou mesmo bovino. Nestes-easos,
o diagnéstico exige uma considerivel experiéncia.

Em regra, pelo facto de se trabalhar, durante anos, com o mesmo
meio de cultura, o analista adquiriu a experiéncia suficiente para
fazer o diagnostico sobre o aspecto das colénias e sobre alguns outros
caracteres culturais, sem ter de recorrer & inoculacio ao cobaio.

Em caso de divida, o processo mais rigoroso consiste em recorrer
a inoculacio, seguindo-se a seguinte técnica:

Preparam-se suspensdes contendo 0,1 mg (peso hiimido) de bacilos
por ml. Injecta-se por cada estirpe 0,1 ml (isto é 0,01 mg de bacilos),
por via intradérmica.

(*) XavLaBarpeEr, C.: Las micobactérias «inclassificadasn. Laboratério
195:253:1962.
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Se um bacilo tuberculoso foi inoculado, um nédulo aparece em
poucos dias, amolece e ulcera-se. Passados 10 a 14 dias, os ginglios
regionais (inguinais ou axilares) estio nitidamente atrofiados. Estes
sinais permitem afirmar o bacilo tuberculoso.

Se foi inoculado um sapréfita, a maior parte das vezes nio se
observa nenhuma reaccéio local ou, no miximo, uma pequena escarifi-
cacdo que desaparece rapidamente. Raros saproéfitas disgdénicos
pigmentados podem provocar uma reaccio loecal um pouco pronun-
ciada, mas isto desaparece rapidamente sem ulceraciio nem adenopatia.
Podemos sacrificar o cobaio trés semanas depois da inoculagio e veri-
ficamos, entido, a realidade da hipertrofia dos ginglios que se pode
verificar por apalpacéo.

Durante este breve periodo de observaciio, a tuberculose pro-
paga-se aos ginglios, de maneira que a inoculagiio simultinea no
mesmo animal do baeilo tuberculoso e sapréfita nio perturba os resul-
tados, salvo se for mal escolhido o local da inoculacio.

ma nova dificuldade aparece.

aco tém uma viruléncia tio

fraca que a sua inoculagio Provoca. s jente um pequeno nédulo, sem

abcesso nem ulceraglio e a hipertrofia ganglionar pode ser tardia
e muito ligeira. L ¥ e S

Para se obter uma izada €, por vezes, necessi-
rio, (mas nem sempre. e) r menos de 1 mg de bacilos
resistentes 4 isonia nitio cobrirmos, num liquido de lava-
gem géstrica ou num; na colhida.sem sonda, um bacilo isoniazido-

-resistente do qual sé “bagilo tuberculoso ou sapréfita, é
necessirio entio inocu - $agilos ao cobaio. Se provoca uma
tuberculose generalizada, %o L& seguramente um bacilo tuber-
culoso. Se nio, a questio p iece’ aberta. O estudo da viruléncia
das camadas resistentes a isoniazida nfio estd ainda bastante avancado
para que se possa propor uma prova de digndstico vilida.

Centro de Documeniegisdarmaceutica
Aldigarkeite] tIhaGhQS ol ATIIIAGERFALOS de uma ank:

lise a0 exame directo s6 poderia fazer-se por inoculacgio ao cobaio,
animal electivo. Hoje, sabe-se que as culturas respondem mais cedo
e com mais rigor. O Mycobacterium tuberculosis tem perdido muito
da sua sensibilidade para o cobaio.

As condigoes que fizemos quando das colheitas dos produtos
e suas homogeneizacoes, tém aqui cabimento, As inoculactes devem
ser feitas com o produto tratado e nfo tratado, consoante a sua na-
tureza.

A injeccio seri subcutinea na regiio inguinal, e o animal
sacrificado seis semanas depois ou mais tarde ainda. Deve por-se em
evidéncia o Myecobacterium tuberculosis no abcesso local ou géinglio
regional para eliminar a possibilidade duma tuberculose expontinea.
Esta manifesta-se na maior parte das vezes por um complexo primério
tipico ganglio-pulmonar com a comparticipaciio do figado.
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Devemos inocular sempre dois cobaios, principalmente machos,
mantendo-os separados. Inicialmente é necessario verificar se o cobaio
nio estd infectado, pelo que devemos fazer uma reaccio i tuberculina,
empregando 0,1 ml de tuberculina antiga a 5 %. Como as fémeas
durante a gravidez perdem a sensibilidade & tuberculina, assim como

" a idade do animal também faz diminuir essa sensibilidade, devemos
empregar cobaios machos e jovens,

B de todos conhecida, j4 desde de KocH, a facilidade que o cobaio
- tem para a 1nfecx;a0 expontanu pelo Mycobactenum tuberculosis,

. razio pela qual é conveniente, apés a inoculagiio, mantermos o animal
inoculado em jaula fora de todo o contacto suspeito, assim como
verificar se o seu tratador ndo é portador do mesmo bacilo.

Antes de o sacrificarmos, podemos fazer um «test» a4 tuberculina.
86 em caso positivo devemos abrir o cobaio. O segundo cobaio serd
sacrificado 2 meses e meio depois da moculat;ao, se o primeiro for
indeme as 6 semanas.

54 =

xﬁmmum b

Para se conhecer a vmﬂﬁhﬁﬁ duma % ﬁtlrpe determinamos

a quantidade minima necesséria para e bbhr ﬁo cobaio em 2 meses
uma tuberculose generalizada. oy T

A téenica consiste em mamhw no @hh,sw via sub-cutinea ou

intra peritoneal, 1mg, 10-*mg, 10-1mg, 20" "mg etc. de bacilos.

Ao fim de 2 meses, fazem&##uﬁiﬁa Mndo em algarismos

romanos os graus de v1rulencm ;

I — Abeesso local. "
II — I + hipertrofia dos gangﬁm rﬁﬁ‘mnazs ¢ portais.
1IT — IT + alguns nédulos do figado.
IV — Tuberculose generalizada de gravidade média.
V — Tuberculose generalizada grave.

Podemog regorrer a6 ¢oglho porque p bacilo boving é e viralento

para este animal do que o humano. Neste easo a classificacao sena
I — Raros-jnddulos regressivna nbs wpuimoeﬁ Por -Yezes craros
nédulos nos rins.
IT — Nédulos regressivos, um pouco maiores, nos pulmoes e raros
nodulos nos rins.

I1I — Tuberculose pulmonar importante e alguns nédulos nos rins
ou tuberculose pulmonar pouco acentuada, mas com noédulos
no figado.

IV — Tuberculose generalizada de gravidade média nos pulmdes
rins, e figado.

IV — Pneumonia, tuberculose mortal ou tuberculose generalizada
grave.

O peso, em mg, é medido sobre culturas hﬁmldaa, secas, entre

virias folhas de papel de filtro. Os cobaios que ndo morrem exponta-
neamente sio sacrificados dois meses apés a inoculacio.
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X! — TESTS CITOQUIMICOS

Diferentes reacgdes cito-quimicas foram propostas para distinguir
as micobactérias virulentas das micobactérias avirulentas. Vamos
citar sdmente as principais reaccies, embora se conhecam muitas
outras.

Factor Corda: O aparecimento em serpentina depende da presenca
de um componente téxico da superficie bacilar, chamado factor corda
(cord factor) de BLoCH.

A téenica, para por em evidéncia o factor corda, consiste em tomar
culturas com 10 dias, em meio liquido de Tween-albumina, de DUB0S-
-DAvis a 0,02 9% de Tween 80 e fazer esfregacos que se coram pelo
método de Ziehl-Neelsen.

A interpretaciio do resultado faz-se da seguinte maneira:
Positivo (+): Quando a formacio de cordas é tdo nitido que nio
se podem distinguir bem os bacilos.
Duvidoso (=) ' Quando ha for igio de cordas, mas com bacilos
qu\gij ﬂ: Lt '.“I -
Negativo (—) : Quandor'ocréscimento é completamente desor-
v : @ﬁ e W E"--_

Vermelho Neutro: As est virulentas do Mycobacterium tuber-
culosis mostram fixar o vermelho neutro em soluciio tampio alealino,
enquanto as estirpeg nag virs deixam de actuar de maneira
semelhante (DUBOS ‘¢ MIDDLE YuEste '«tests cito-quimico foi
estudado depois por RICHMOND 6-CUMMINGS é ainda por MORSE, DAIL
e OLIZTK, verificando-s&-quée & -.-'?:dtmurganismm acido-resistentes
nio patogénicos eram negafivos e-incapazes de produzirem lesdes no
cobaio, enquanto que as-culturas positivas ao vermelho neutro pro-
duziam lesdes. HUGHES, Mo0ss e HENSON experimentaram depois 0
«test» do vermelho neutro e chegaram a completo acordo entre o8
resultados da inoculagiio aos cobaios e o «tests cito-quimico do ver-

~ melho neutro em 189 estirpes do Mycobacterium tuberculosis, prove-

\_(mignté(de origem hurm:hid |Estés autores(provatdmidue lestd ktekts ito-
-quimico era de confianca e satisfatério com decidida economia de
tempq para um gstidofinal. v aceanticns

A '$éenica 'para 'dua 'demonstrachio ednsiste ‘em tomAr uma ansa

bem cheia de uma cultura proveniente de um meio sélido e lavar duas
vezes com metanol a 50 % e uma vez com soro fisiolégico. Depois da
tiltima centrifugacio, os bacilos sfio suspensos em 5ml de tampdo
veronal de pH 8,9 (Cloreto de sédio 5 g, Veronal sédio 1 g, Agua des-
tilada, q. b, p. 100 ml) ao qual juntamos 11T gotas duma solugiio aquosa
milesimal de vermelho neutro. A leitura é feita depois de uma hora,
& temperatura ambiente.

A interpretacgiio do resultado é feita do seguinte modo:

Positivo (+): Quandos os bacilos tomam a cor vermelha e
08 Seus grumos aparecem como pontos ver-
melhos em suspensio.

Intermedidrio (=) : Quando os grumos tomam um cor rosa desva-
nescente.
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Negativo (—): Quando o liquido conserva a cor amarela e os
grumos dos bacilos nio se coram.

Os Laboratérios DiFco aconselham que, apds cada tratamento pelo
metanol, se incube durante 1 hora a 387°, agitando de 15 em 15 minutos.

A reacgio do vermelho neutro é muito itil para o diagnédstico.
Permite, por exemplo, distinguir «in vitros as estirpes humanas viru-
lentas das outras isoniazido-resistentes e o poder patogénico atenuado
das estirpes atipicas.

Catalase: As micobactérias possuem enzimas chamadas catalases
que decompdem o peréxido de hidrogénio, assegurando, assim, a sobre-
vivéncia do germe microbiano. As micobactérias patogénicas, normal-
mente constituidas, e as micobactérias atipicas sfio possuidoras de
catalases. As estirpes de bacilos, primitivamente virulentas e tornadas
resistentes &4 hidrazida, perdem, na maior parte das vezes, ao mesmo
tempo que a sua actividade patogénica para o animal, a sua actividade
catalasica. Esta actividade catalasiea é de fﬂg:ﬂ investigacdo.

As colénias sobre o meio deLOWE "JENSEN glicerinado com
um ou dois meses séio cobertas/ 3@ Hmﬁmﬁhﬁ'ﬁ ‘em partes iguais duma
solugio aquosa de Tween 80, & iﬂ%’ e d& net\ﬁxldo de hidrogénio,
a 30 %.

A interpretacio do resuwu ﬁ!*ﬁﬁ a,ﬂim:

Positivo (+): Se as bolhm mﬂm os trinta primeiros
segundos.”

Duvidoso (=) : Se as boll'laa Wm ‘&lrde, durante os dez
pnmem}s minutos.

Negativo (—): Se nio ha ]iberta.gﬁo de gras

Este ctest» cito-quimico também’ podb ser feito passando as col6-
nias para um tubo de hemélise e efectuando entiio a reacciio acabada
de indicar.

Diclorofenolindofenol: WILsSON, KALISH e FISH verificaram que as
eamadas avirulentas e sapréfitas possuem uma certa demdrugenaae
que reduz (descora) osreorantes utilizados neste «test»,

Umb hhsa dé culfura, provenients de um meib sélide, & MasGREE1Ca

numa soluciio que se prepara dissolvendo dois comprlmldc-s (4 mg)
de diclorofenplindofénol| Reghe (@m, 100 mi -de ) tampiip; de( fostatos,
dos pH 7,0. A Teitura faz-se apods 10 a 15 minutos, 5, temperatura
ambiente, da seguinte maneira:

Positivo (+): A solu¢io permanece incolor.
Intermediario (+): A solucio toma uma cor azul muito clara.
Negativo (—): A solucdo permanece azul vivo.

Auramina: ERLICH descreveu um método para detectar e dife-
renciar as colénias de Mycobacterium tuberculosis em culturas mistas,
usando o corante de auramina. Estirpes tuberculosas sio colocadas
em meio de acido-oleico-albumina-agar (Bacto-Middlebrook 7H9 ou
TH10 Agar DIFco, enriquecida com Middlebrook oAapc Enrichment
Dirco). As placas inoculadas sfo incubadas a 35-38°, durante 2 a 3
semanas, e examinadas as colénias de bacilos tuberculosos. As placas
siio entdo borrifadas com 2 a 3 ml de um soluto alecodlico alealino de
‘auramina e agitadas circularmente para o corante contactar com todas




a62 Rev, port. farm.

as colénias. Dentro de 1 minuto as colénias de Mycobacterium tuber-
culosis coram de amarelo-vivo sobre um fundo quase sem cor. As outras
colénias permanecem sem cor.

A solugio alcodlica de auramina é preparada um pouco antes do
seu emprego pela adiciio de igual volume de um soluto a 0,1 9% de aura-
mina, em Alcool etilico de 95 % com um soluto de hidréxido de sédio
normal.

Discos de auramina: Os discos de diferenciagiio de auramina sio
recomendados quando se deseja rapidamente diferenciar o Mycobac-
terium tuberculosis das micobactérias ndo patogénicas. ERLICH obser-
vou que, quando o Mycobacterium tuberculosis é posto em contacto
com um disco impregnado de auramina, a cor amarelo-vivo do corante
persiste durante mais de dois minutos depois da adicio de
OHNa 0,6 N . Os discos de auramina, contendo as micobactérias niao
patogénicas, sio completamente descoradas depois de expostas ao
hidréxido de sédio. P

Os organismos, acidere ::'* es, Q\mdls vulgarmente agrupados
como Fotocromogénias (*), FiseGtoeromogénias (**) e Nio-Fotocromo-
génias, dio «tests» positives. Centudo; a cor produzida varia de ama-
relo a_vermelho-vivo/€ofit aquéies “mieroorganismos Acido-resistentes,
Organismos nio Acido- g/ freralmente encontrados nas cul-
turas do Mycobacteni osis, 8o auramino-negativas.

i ' .':tﬂ:ﬂm qkuiuarcull:isls. das micobactérias

Bact Dlsks Auramine (DIFC0),
e um disco em bmnco‘ﬁiﬁvmhﬂ&m de um caixa de Petri, sepa-
rados 1 em. Ay

2. — Usando um aphcadg;: a;té:rﬂ de madeira, colocamos sobre o
disco de Auramina una pequena quantidade de cultura a ser exa-
minada.

3."~Rep&timoa a condicdo anterior com o disco em branco sem
auramina, usando um aplicador limpo.

4.° — Deitamos duas gotas de soluto de hidréxido de sédio 06 N

(2ig de) sada dissolyidas| em 100 ml de(fgua)) eny cada wn | dos rés

discos.

5.° 4 Ap6s 2 minutos, ﬁbservpmoa a, presepga d:; cur ama.rela sobre
um funde desdorhdo do diseo. |

Test do Niacina: Para a execuciio deste ctest», 08 Laboratdrioa
DiFco mandam empregar o Bacto-TB Niacin Test Base adicionado do
Bacto-Dubos Albumin Medium, fazendo a diferenciacio do Mycobac-
terium tuberculosis humano das outras micobactérias.

KonnO demonstrou uma diferenca qualitativa acentuada na sintgm .
da niacina pelo bacilo tuberculoso humano das outras micobactérias
quando crescem num meio sintético. Aproveitando este fenémeno,

(*) Fotocromogénias: Micobactérias que em colénias permanecem néo pigmen-
tadas durante o seu desenvolvimento na obscuridade da estufa e 86 4 luz do labo-
ratério é que elas adquirem a sua coloracio.

(**) Escotocromogénias: Micobactérias cuja pigmentacio se estabelece na
obscuridade da estufa e as colénias tém praticamente, logo ap6s o seu apa
mento, a sua pigmentagiio.
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Konno estabeleceu um método quimico para diferenciar o bacilo tuber-

* culoso do tipo humano de outros tipos de micobactérias. Ensaiou a ani-
lina e 0 método do brometo de cianogénio de FERNSTEIN para medir
a producéo de niacina das culturas das micobactérias. O bacilo tuber-
‘euloso do tipo humano produz uma intensa cor amarelo-canario por
este método, enquanto que o bovino, o aviario, ndo patogénicos e as
micobactérias atipicas nio a produzem. KONNO e SBARRA idealizaram
o processo do «tests da niacina, usando um meio liquido de Tween-
-Albumina. Outras modificacies do «test» foram feitas por RUNYON
e TARSIHIS que empregaram a férmula e a técnica que vamos des-
crever:

1. — Inoculamos © meio com culturas concentradas do orga-

nismo «test»

| 2.» — Incubamos os tubos inoculados em posicio horizontal, a 37°,
durante 7 a 21 dias, de modo a obter um crescimento luxuriante.

- 8. — Juntamos II gotas de Agua_destilada estéril, o que depende
da quantidade de idgua existénte, e‘coloca g tubos em posicio hori-

zontal com o liquido cobrindol.g@;;Jcmﬁmaa pante 5 minutos para
extrair a niacina. B> ./ w3
4.° — Retiramos Iv gotas do éxtracto parasum
10100 mm. ol .
.~ b." — Esterilizamos o extraets
6. — Por cada IV gotas do e3
anilina a 4 9% em A&lcool de ﬂj
disolvido em dgua destilada) e
“mente. VA B ) oy
. 7.— Esperamos 5 minutos é:0 mé$ olesenvolvimento da cor
~amarela. £ 2
.~ 8.°— Devemos usar um tubo néo noculade como testemunha.

9.0 — Somente o bacilo tuberculoso humane dari o <«test» positivo.

X1l — TESTS SEROLOGICOS

- Phrumrie (Youhsng femonstraam que(os anticorpos) mricobactet | (3
rianos podem ser detectados por difusio num tubo de agar, segundo

modificacio dajtécnica de OUDIN e OUCHTERLONY. O processo consiste
em juntar a amn’;mw do 'anti:-éﬂ?o micobacteriano 'ilgﬁaiphrﬁe do
" soluto de Agar, purificado a 50°. Os Laboratérios DIFCO preparam
' 08 reagentes para esta reaccio como o Bacto-H37 Ra Antigen, o
Bacto-H37 Ra Antiserum e Agar Double Diffusion Test for Mycobac-
terial Antibodies.
Depois de misturarmos cuidadosamente, tubos de vidro de
38X 100 mm, sio cheios até 25 a 30 mm e deixamos solidificar. Uma
segunda camada de soluciio de agar a 1 % é adicionada até a espessura
de 5 mm. Depois da solidificacio, juntamos uma gota de soro nio
diluido aos tubos, os quais sio colocados na estufa, a 37°, durante
7 dias. Fazemos a leitura pela auséncia ou presenca de linhas de preci-
. pitacéio, observadas ao fim de 24 horas e anotamos de 4+, 3+, 2+, 1+
" ou — consoante o niimero de linhas.
A aplicaciio deste método para detectar os anticorpos em doentes
~ tuberculosos foi demonstrado por PARLETT e outros, num estudo
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MILDDLEBROOK, G., DUBOS, R. J. e PIERCE, C. J.: Exper. Med. 86:175: 1947.
Amer. Rev. Respiratory Dis. 81:218:19860. Vidé DIFCOD, ob. eit.
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ERLICH., H.:

V. DIFCO, ob. cit.

(]

("} Para a produciio de plgmento mestes organismos nfio é necessirio constants exposigio & lux
A exposiciio a uma lampada eléctrien de 100 W durante 20-30 minutos é geralmente suficiente pars
a produgiio do pigmento. Alguma colénia branca gue aparega na cultura deve sempre ser exposta &
luz mas condigbes ncabadus de mencionar e subsequentemente examinada para verificar a p --

de pigmento. (0 exame para a producio do pigmento é feito 4-§ dias depois da exposigiio &
(") Estirpes humanss que séo resistentes &4 INH (Isoninzida) sfio frequentemente negal
(") A ecor vermelha indica um test positive ¢ & eor amarela um test negutivo. A cor de
encontrada no Grupo I e no Grupo II das micobactérine anénimas indicam um estado intermédio
um test positivo e um test negativo.
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prévio, usando um antigénio preparado de um filtrado de cultura de
uma estirpe avirulenta de Mycobacterium tuberculosis. Depois, ensaios
mais extensivos foram feitos em soros de doentes com tuberculose,
bem como outras doencas por PARLETT e YOMANS.

Também podemos pesquisar os anticorpos circulantes nos tuber-
eulosos por meio da reacgio de DUBOS e MIDDLEBROOK segundo a modi-
ficacio de SPANGBERG e BoYDEN, Esta reaccio mereceu enfre nés um
estudo de TAVARES, e colaboradores que chegaram & seguinte con-
clusdo: «A reaccio de hemaglutinacio passiva, segundo as técnicas
destes autores, nio é de valor diagnéstico na tuberculose embora os
titulos, observados em doentes, sejam, em média, mais elevados que
108 sA0S».

Apareceram depois outras reacgdes, como a de VERNES com a
resorcina, TAKATA-ARA com o sublimado efe., sem qualquer interesse.

i

5185 4

Este problema pode pd
No principio, hi quem afi u
08 sujeitos a terapéu-

jovo-hospedeiro ji resistente.
Durante o tratamento temos a® -;;_ fazer o test para con-

trole da terapéutica e comportamér esisténcia aos farmacos (**).

{(*) Além do problema dos ensaios dos tests de sensibilidade hd um outro
que é o da concentragio dos farmacos no sangue apbs a sua administraciio. Para
o caso particular da INH (Isoniazida), na XVI Conferéncia Internacional da

Tubdrculoge realizadal em Hawtw__. mbro, de-1961, ém, Tofonto (Canadd), foi estudadd -
0 cm'&a' inméd rapida ‘da m!eﬂq?émi@o& aLayu 1 alll *ef‘ ul

Verificou-se, que a taxa de isonizida no soro nio se mantém da mesma maneira,

em todos os individugs,) pas] horas. q Segiiém ﬁ‘%' istfacio-du oge do
produto. Alguﬂgivﬁﬁiﬁdglsg?ﬁhaét vﬂﬁrg} réapidosy, < %:fﬁtinuac%iva do

medicamento diminui ripidamente, outros sfio winactivadores lentos» porgue con-
gervam mais tempo no seu soro uma taxa activa de isoniazida. Existe ainda os
winactivadores intermédiirios ou médiosn.

Este comportamento dos doentes ao farmaco foi demonstrade que estd rela-
cionado com o factor genético, em que 40 % dos individuos sdo inactivadores
rapidos, 50 % inactivadores lentos e 10 % inactivadores médios.

A inactivaciio lenta aparece como um factor genético recessivo enquanto que
a inactivacio rdpida é um caracter dominante. Os inactivadores ripidos e os
inactivadores lentos sio homozigotos, enquanto que os inactivadores médios sdo
heterozigotos. O comportamento dos individuos estd também dependente da raca.

A associagio da INH com PAS aumenta a isoniazidemia activa, sobretudo se
os dois medicamentos sfAo administrados por via endovenocsa (XVI Conferéncia
Internacional da Tuberculose: O problema da inactivagio rdpida da INH.
La Presse Médicale 13:639:1962).

(**) A Liga Francesa para o Combate & Tuberculose aconselha que o trata-
mento seja feito simultineamente com 3 farmacos anti-bacilares para evitar o
fendmeno de resisténcia e o contrile do tratamento pela execuciio de antibiograma
de 6 em 6 meses.
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O antibiograma do Mycobacterium tuberculosis pode ser efectuado
por duas vias: directa e indirecta.

Na titulaciio directa o produto é semeado, ap6s homogeneizagio,
nos meios de cultura contendo as vérias concentracdes do antibiético
em estudo, ao passo que, na titulacio indirecta, 86 depois do isolamento
do Mycobacterium tuberculosis do produto patolégico é que se ensaia
a sensibilidade.

O método directo é mais rapido e apresenta as seguintes vantagens:

1, — Economia de tempo e trabalho.

2. — 0 resultado poder ser lido ao fim de 2 semanas.

3. — Estabelecer uma avaliacfio mais aproximada de bacilos tuber-
culosos, resistentes numa populaciio bacilar examinada.

Claro que hé condicdes para que se faca a titulaciio directa, isto &,
que o produto em anilise apresente, no exame directo, uma certa
riqueza corresponde & escala de GAFFKI n.° III ou IV.

Pode um produto nestas’eo es, depois de efectuado o test, ser
rejeitado. E necessirio que pas nos tubos testemunhas com-
preenda um niimero deé cold , a B60. Caso contrdrio, a me-
dida directa da  resigbénecis ar uma informacio vilida.
Na pratica corrente,/t a nio serd efectuada a nio
ser que o nimero de lemunha seja inferior a 26
ou b0. Isto é, a titulag sempre que um produto
é paucibacilar. Yyt

Sem qualguer disciSss
processo para a execug

na/ pritica que o melhor
d ama € empregar um melo
solido como o de LOWENSTEIN om 0,75 9% de glicerina, im-
pregnado de antibiéticos, ‘Esta impregnacio di-se antes ou depois da
coagulacio, consoante o antib °6 em questio. .
A Unido Internacional Contra a Tuberculose estabeleceu as concen-
tragdes que devem ter os meios-de cultura, mas o certo é que os labora-
térios preparadores empregam outras concentracies, como podemos
ver no Quadro II.

entro de Documeifedo Farmaceutica
» Concentragio em meg./1
dd"Ottdem JOS FarmMacewbiCPs vrx
Estreptomicina 10-100-250 1-3-10-30 4-16-64
Hidrazida 0,2-1-5 0,2-1-5-10-50 0,4-1,6-6,4
PAS — 2-10-50 0,08-0,32-1,28
> e 10 + 100
Estreptomicina 4+ PAS 100 + 100 o A
s 10+ 5

Estreptomicina + INH 100 + 5 - a2 i
Nipasic L 0,2-1-5-50 =
Nupa-Sal - 0,2-1-5-10-50 —
Viomiecina 10-100-250 — -
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Os laboratérios preparadores, a pedido, preparam meios com outros
antibiéticos tais como: Cicloserina, (*) Kanamicina, Ethionamida,
Thiosemicarbazonas, Viomicina, ete.

Para a execuciio do test, devemos dispor de dois tubos testemunhas,
isto 6, meio de Lowenstein-Jensen glicerinado, sem adiciio de anti-
biético, e, para cada farmaco, dois ou trés tubos impregnados do
agente terapéutico nas varias concentracoes.

A presenca dos tubos testemunhas tém duas finalidades:

1. — Verificar se o niimero de colénias estd compreendido entre
20 a 50, e, portanto, dar-nos a validade do test.

2., — Verificar se nos dois tubos testemunhas hé igual nimero de
~ colénias, como prova de que o produto semeado se apresenta conve-
nientemente espalhado.

A técnica para a execuciio do antjbiograma ¢é facil. Em primeiro
lugar, procedemos 4 homogeneizagio alealina para provocarmos um
enriquecimento bacilar e destrui¢io da flora econjunta. Se vamos fazer
o exame directo, semeamos para cada fuborigual nimero de gotas do
produto homogeneizado tantg parar 6s-tubos. testemunhas como para
os tubos impregnados de antibiéticos. Se récorrermos ao test indirecto,
primeiramente temos de isolar 6 Mycobacterium tuberculosis e depois
fazer a sementeira em meio de Lowenstein-Jensen, glicerinado, nos
tubos com agentes terapéuticos e nos tubos testemunhas.

No test indirecto a quantidade 4 semear é importante. Esta in-
dicado que seja o equivalente @o peso humide de-1 mg de colénias por
ml. Para isso, deitamos para um‘yidro de relogio esterilizado um certo
nimero de col6nias e pesam-se ‘@m balanga-eléctrica. Sejam 11 mg.
Passamos as colénias para dentro de um almofariz esterilizado e jun-
tamos Agua destilada esterilizada, gota a ‘gota, mexendo bem para
distribuir os bacilos. Depois fazemos a dilui¢do respectiva
(0,1 em® + 9,9 em*® de dgua destilada estéril). Desta suspensio, deita-
mos IIT gotas em cada meio.

sta. téenica é perigosa e procura-se outra. Uma delas ¢ cultivar: .
o Mycobacte nﬂ?n tﬁberguim'i‘s em Meimtido‘-ﬁé n'80" "
a fim de se obter um crescimento facilmente difusivel. Centrifugamos e
suspendemos © Sediménito en | soro( fisiolégico] esterilizado. | Acertamos
a suspensio, turbidimétricamente, a 1 mg de bacilos por ml, usando
uma suspensio padrio de BCG ou uma suspensio apropriada de
gulfato de bario (1,7 ml de cloreto de bério, a 1 %, + gq. b. p. 100 ml
de Acido sulfiirico normal), ou seja, a escala n.° 1 de Mae-Farland.
Esta turvacio é equivalente a um tubo de 22 mm de didmetro por
forma que, colocado sobre um jornal, possamos ver as letras, mas
nio identifici-las nitidamente.

OQutro processo é suspender o maior nimero de coléonias em cerca
de 4 ml de soro fisiolégico esterilizado, num balio de vidro de 40 ml
de capacidade de fundo redondo, contendo umas doze pérolas de vidro.

(*) Este antibiético é termolabil e como tal niio pode ser impregnado no meio
de LOWENSTEIN-JENSEN antes da coagulaciio. Deste modo recomenda-se a im-
pregnacio do firmaco depois da coagulagio.

'DUBOS com Tween 80"
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Homogeneizamos num agitador do tipo KHAN durante 1 hora e acer-
tamos a suspensfio como anteriormente. O que interessa em gqualquer
dos casos é que os bacilos se encontrem convenientemente dispersos.

Em vez dos meios sélidos hi4 quem prefira fazer o antibiograma
empregando o meio liquido de DUB0S tendo em dissoluciio os vérios
antibiéticos. Incubamos a 37-38° e os tubos sio examinados a partir
dos oito dias.

A medida indirecta em meio liquido de DUBOS niio d& os ensina-
mentos sobre a populacio de bacilos resistentes. Além disso, no meio
liquido de DUBOS, com ou sem Tween, os resultados sio diferentes,
porque o desenvolvimento bacilar faz-se diferentemente. Nio podemos
igualar a precisio que dio os meios sélidos visto que se trata de fixar
as proporcoes de bacilos resistentes as diferentes concentragées de anti-
biéticos presentes numa populacio bacilar dada.

A vantagem que os meio liquidos, entretanto, possam apresentar
sobre os meios sélidos é ques@i'leituxra se pode fazer mais cedo.

A medida indirecta da - resisténeia em ‘meios sélidos, se é mais
rigorosa que a do meig liquido, € tmenosiprecisa que a medida directa,
porque nos dé dados sobre aproporcio de bacilos resistentes, apresen-
tados na cultura sen\g,ida}‘ﬂu_‘n&nsn&;pg&fm patolégico tal como é rece-
bido no laboratério. Bt | mv B B

Quando o test indirecto é efectuado a partir duma cultura muito
pobre, nio compreendendo senio raras colénias (uma duzia por
exemplo), as informagdes'que se’podem tirar tém um valor muito limi-
Eado, da ordem daquéla -qie “daria; Testas condicdes, uma medida

irecta. o N KT o

Por todas estas razoes,a medida directa deve ser preferida, sempre
que seja possivel, isto é,cada vez que o produto seja pouco rico em
bacilos, & medida indireecta que exige pelo menos menos 6 a 8 semanas
de execucio.

O antibiograma por difusiio dos discos de antibiéticos em caixas

de Petri, contendo o meio de Lowenstein-Jensen glicerinado, ji nio

(¢seutiliza migs laboratdnios; 3»41_1!10#, map( pernyite irraruTaclu Geg|tdo

~ rigorosas como 0 processo dos meios culturals impregnados de far-
macos_anti-fybergulosos. 4 = o A .

Vejamos-a' interpretacio 'do test. B “uma 'questio’ delicada essa
interpretaciio e a resposta a dar ao clinico. Podemos arranjar uma
classificacio de «sensivels, «pouco sensivel»> e «resistente». Outras
podemos arranjar consoante o nimero de tubos ou concentrages.

Assim, um farmaco diz-se «sensivel> quando impede o desenvol-
vimento de colénias de Mycobacterium tuberculosis e, «resistentes
no caso contririo, Assim, se ha crescimento s6 nos tubos testemunhas,
dizemos que o firmaco em questiio é «sensivels. Se hi colénias nos
tubos impregnados de agente terapéutico, podemos classificar a sen-
sibilidade pelo niimero de colénias em relacio aos tubos testemunhas.
Deste modo, se ha algumas colénias no tubo de concentracio mais
baixa, dizemos que o farmaco em estudo é «pouco «sensivels. Se hi
colénias em tubos de concentraciio maior, dizemos que é «resistentes.
Em regra, bastam somente dois ou trés tubos do agente terapéutico
para o estudo do antibiograma.
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QUADRO II1
ANTIBIOGRAMA PARA O «MYCOBACTERIUM TUBERCULOQSIS»

Nome do doente:
Morada:
Produto em andlise:
Exame directo:
- Densidade dos bacilos:
Directo
Test: | Indirecto
Inicio do test:
Leitura do test: v
Meio de cultura de Lowenst-em-.]’ ensen com. 0,75 % de. glicerina preparado pelos
- Laboratérios .. :

Classificacio
da sensibilidade

Meio de L. J. : E .. ' ~ Testemunha
Meio de L. J. i, S0 Testemunha

Meio de L. J.
treptomicina:

1 meg/ml

Meio de L. J. ecom iso-
niazida:
0,2 meg/ml
1,0

50 , = N A
Cgntro de ocumentacdo Farmaceut
Eraite L ;H“deem dgs Farmaceéuticos

2 mcg

100

Os laboratérios OXoID (*), & semelhanca do que seguem os analistas
do Reino Unido, consideram o bacilo da tuberculose «sensivel» se o
erescimento consistir em menos de 20 colénias,

(*) Comunicagio pessoal em 26/2/62,
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¥ insuficiente responder ao clinico que o bacilo da tuberculose
é «sensivel» ou «resistentes» a determinado farmaco, Convém, para
estudos comparativos futuros, incluir no boletim o niimero ou o aspecto
das colénias dos tubos testemunhas e dos tubos impregnados de agentes
terapéuticos (aspecto de toalha continua, confluentes, picotados, ete.),
ou entdo, traduzir o resultado em percentagem relacionado com os
tubos testemunhas.

Para um maior rigor, podemos utilizar estirpes «standards como
a Eb, fornecida pelo Instituto de Patologia de Compenhague da Dina-
marca da direccio do Prof. JENSEN, e a H37 Rv, fornecida pelo Tru-
deau Laboratory, de Trudeau, N.Y.—U. 8. A,, da direc¢io de M. W.
STEENKEN Jr. Neste caso, convém acentuar guantas vezes a cultura
em estudo é mais «sensivels ou «resistentes» que a estirpe padrio.

Finalmente apresentamos no Quadro II1, o esquema de um boletim
de anélise para ser entregue ao médico assistente.
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ALGAS INDUSTRIALIZAVEIS PORTUGUESAS (*)

JULI0 DA FoNSECA LOURENGO
Licenciado em Cléncias e Farmicia pela Universidade de Coimbra

PROLOGO

A procura que teve o meu trabalho sobre coloquios das Algas
Industrializdveis Portuguesas, realizado nas Universidades de Lisboa
e Coimbra, foi de tal ordem, que s6 tenho de louvar e agradecer a
ideia de a Direcgio do Sindicato Nacional dos Farmacéuticos, resolver
a sua publicagdo depois do meu squie.ali realizado.

Chamo a atengio, principg eus Colegas Farmacéu-
ticos, para tdo grande riquez o da nossa Costa, pois
ninguém melhor do que e hecimentos botanicos,
a poderdo aproveitar. | i

Para explicar o atras
as responsabilidades que no;
bem do Pais, preferindo-sé
bem informar para bem
este problema das algas tal
¢ por 18so, ainda a espera de

Atrevo-me, por consequéncia, por un maior conhecimento
da nossa Flora Maritima, luta que ¢ ei a temer 36 por ser honesto
¢ sincero nas minhas afirmagdes e nunca-me desviar daquilo que a
consciénein me ditava. S6 assim satisfaria os meus desejos de bem
gervir a minha Terra, para ndo deizar estragar tanta riqueza, cujo

nte inclinaria ftﬁemnte o fiel da nossa Bglang¢a Comercial no
ekt ot 1630, (o 0 LI RN, HGED: PR VRBATRAC D
conforme as suas cunven_iéncias, UMAS Vezes me a::mgselhavam a dizer
e 56 dispple O rHERVR0S P PCETRHITHES™ °
Se a industrializacdo do Pais ndo é 86 para wma gera¢do. ndo
devem estranhar, que, quando aqueles que como ew subiram a encosta
da vida, gostem de deizar alguma coisa de construlivo para os vin-
douros.

E preciso que todos saibam, como dizia um grande quimico, que
hd duas coisas no Mundo de que se pode extrair tudo: carvio e algas.

Se em moldes de linguagem simbdlica se pode dizer que, enquanto
as necessidades dos produtos delas extraidos, crescem em progressdo

iibito mio reconhecer
de construtivo para
tes. Como é preeiso
ninguém apresentou
s, estando, portanto

(*) Realizado nas Universidades de Coimbra, Lisboa e no Sindicato Nacional
dos Farmacéuticos (Janeiro de 1962).
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geométrica, a sua produgio aumente simplesmente em progressio
aritmética, devemos olhar este assunto com carinho, visto ndo faltar
matéria~-prima entre nos, considerando as algas produte de alto inte-
resse nacional, como fez a Espanha, que com menos massa agardfita,
delas tira muitissimo mais rendimento.

De facto a sua industrializacio e aproveitamento é dos factores
principais para o bem do nosso Pais. Até a jovem remiblica da Indo-
nésia assim o reconheceu, pois o seu Banco de Fomento prestou o pri-
meiro auxilio @ industrializagio das algas, para que estas ali sejam
laboradas e ndo exportadas para o Japio como antigamente acontecia.

Diz-se que um Pais 36 é pobre ou rico conforme aproveita sua
riqueza.

A perda desta, em algas, durante os iiltimos anos, pode elevar-se
a muitos milhares de contos, tho termos matéria-prima para tal.

Referimo-nos ds algas agaré E as carregindfitas e algindfitas
que entre nds tambm abiin -

, hd muitissimas fdbricas
Espanha fez o mesmo, com
g fechamos os olhos a esta
@ 0§ produtos que ela nosg
lugares na nossa expor-

de agar-agar parg qué
fdbricas modestas p
riqueza, ndo tirando
oferece e qiie ocupn. _
tagdo. :
missao Reguladora dos Pro-
Marques Mano de Mesquita,

.0 -para’ poder trabalhar, com o
desejo de pir ao de cima & per

dade,~mostrando assim o grande inte-
resse que dedica aos problemas

da Jurisdigdo.

Ao sr. Dr. Luis Pedro Pinto de Campos, Vice-Presidente da mesma
Comissdo Reguladora, que me honrow com a sua presenga nos meus
Coldquios, presto as minhas homenagens.

Confrtheriocipmmirboiicdytiiel

de luz p raar conh zda. es weza gue tdo desprezada
temm’ Giif&.i? cm ?f E‘”{V?N ﬂq-ﬁ 1TICOS

Ao tratar deste assunto, principiarei pela coisa mais importante que
ha no mundo: a CLOROFILA. Sem ela ndo haveria alimento e portanto
nio haveria vida. Como apareceu a primeira vez nas algas, cujo inte-
resse vai aumentando cada vez mais, pelo uso industrial ser cada vez
maior, é justo que dediquemos a devida atenciio a estes seres vivos
que primeiro realizaram a fotossintese.

Mas antes, citarei alguns nomes que me levaram a tomar a re-
solugiio de falar sobre esta matéria-prima portuguesa de grande valor
e que até hoje quase tem sido desprezada.
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