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RESUMO

A crescente importancia das anélises qualitativas e a necessidade de confiabilidade dos resultados
analiticos para subsidiar as tomadas de decisdes nos diversos setores da cadeia produtiva de alimentos
sao inquestionaveis, acarretando impactos na saude publica, na economia e nos direitos do consumidor.
Contudo, a validagdo desses métodos tem sido um ponto critico na implantagdo de sistemas de gestdo
da qualidade e nos processos de acreditagdo de laboratorios. Apesar da existéncia de protocolos bem
estabelecidos para valida¢do de métodos quantitativos, ainda existe uma lacuna no desenvolvimento
de abordagens para a implementagao da metrologia em andlises qualitativas. Neste contexto, o presente
trabalho apresenta uma discussdo sobre o tema validagiao de métodos qualitativos, abrangendo definicdes,
delineamento experimental e andlise de dados para avaliagdo dos parametros de desempenho aplicaveis
como taxas de falsos resultados, taxa de confiabilidade, taxa de seletividade, taxa de sensibilidade, limite
de detecgdo, regido de perda de confiabilidade, acordancia, concordancia e robustez.

Palavras-chave. validacio intralaboratorial, método de ensaio qualitativo, pardmetros de desempenho.

ABSTRACT

The growing importance of qualitative analysis and the need for reliable analytical results in order to support
the decision making at various sectors of food chain are unquestionable, with impacts on the economy,
public health and consumer rights. However, the validation of these methods has been a critical point in
the quality management systems implementation, and also in the processes for laboratory accreditation. In
spite of the existence of well-established protocols for the validation of quantitative methods, there is a gap
in the development of approaches for the implementation of metrology in the qualitative analysis. In this
context, this paper deals with the validation of qualitative methods, including definitions, experimental
design, and analysis of results for evaluating the applicable performance parameters, such as false response
rates, reliability, selectivity, sensitivity, detection limit, region of unreliability, accordance, concordance
and robustness.

Keywords. in-house validation, qualitative methods, performance parameters.
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INTRODUCAO

A drea de andlise de alimentos é norteada por uma
crescente demanda de métodos de ensaio. Os constantes
avangos tecnoldgicos na produgdo, processamento,
embalagem e armazenamento de alimentos, trazem para
o cotidiano dos laboratérios questdes como andlises
de aditivos, migrantes de embalagens, contaminantes,
residuos de agrotoxico e medicamentos veterinarios,
adulterantes, indicadores de origem geografica e
organismos geneticamente modificados'.

Além dos desafios decorrentes da diversidade e
continua evolugdo do setor de alimentos, os laboratdrios
especializados na andlise desses produtos, necessitam
demonstrar competéncia técnica para os ensaios que
realizam?, assegurando confiabilidade e comparabilidade
dos resultados, os quais, na maioria das vezes, subsidiam
as tomadas de decisio relativas aos aspectos econdmicos,
de saide publica® e de defesa do consumidor.

A importancia das informacdes qualitativas vem
crescendo entre laboratdrios* e, em diversos setores da
cadeia produtiva de alimentos, métodos qualitativos
tém sido frequentemente selecionados para triagens,
por fornecerem resultados rapidos, objetivos, com baixo
custo, simplicidade e minimizagdo de erros, devido ao
menor intervalo entre amostragem e analise®®.

No contexto de implementacdo de sistemas de
gestdo da qualidade e acreditagao?, avalida¢ao de métodos
qualitativos tem representado um importante gargalo
para o reconhecimento da competéncia de laboratérios
de andlise de alimentos”®. Apesar de haver protocolos
estabelecidos sobre validagdo de métodos quantitativos,
alguns autores apontam que pouca aten¢ao tem sido dada
para os métodos qualitativos®®’.

Os  principais  documentos  orientativos
relacionados a validagdo de métodos, tanto nacionais'
quanto internacionais'''’, ndo estdo harmonizados e
nio detalham os principais pardmetros de desempenho
e experimentos apliciveis a validacido de métodos
qualitativos, o que tem gerado grande dificuldade na
estruturacdo de procedimentos de validagdo adequados
para esse tipo de método.

Em muitos casos, a aplicacdo dos principios
metroldgicos tradicionais nao ¢é apropriada aos
métodos qualitativos, o que denota a necessidade
do desenvolvimento e da implementacdo de novas
estratégias de garantia de confiabilidade adequadas
a tais métodos'*'">. Embora muitos conceitos estejam
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implicitos nas atividades da quimica analitica qualitativa
desde seus primordios, eles somente surgiram na
literatura especializada recentemente, impulsionados
pela organizagdo e regulamentacio metroldgica
internacional®®.

Diante do exposto, consideramos neste trabalho
os recentes desenvolvimentos conceituais e praticos
relacionados a metrologia e validagio de métodos
qualitativos, visando fornecer uma referéncia no campo
das ciéncias analiticas que possa ser utilizada para
a constru¢do do conhecimento que atendera a atual
demanda por respostas binarias confiaveis.

METODOS DE ENSAIO QUANTITATIVOS E
QUALITATIVOS

Os métodos de ensaio podem ser classificados
em métodos quantitativos e qualitativos. Métodos
quantitativos sdo definidos como aqueles que determinam
a quantidade de determinado analito em uma amostra
em valores numéricos de uma unidade de medida
apropriada'>’. Enquanto os métodos qualitativos sdo
aqueles que permitem a identificagao do analito com base
em suas propriedades fisicas, quimicas ou biologicas'*.
Nas analises qualitativas, a reposta binaria pode vir por
meio de um instrumento de medida, de kits de testes, que
envolvem mudangas sensoriais, ou outros’.

Nas dltimas décadas, as andlises qualitativas
foram consideradas em declinio no campo da ciéncia
analitica por estarem relacionadas com identificagdes que
utilizavam reacdes quimicas tendo os sentidos humanos
como detectores. O fato da analise instrumental também
fornecer uma resposta qualitativa confidvel, em adigdo a
resposta quantitativa, significava que a analise qualitativa
nao estava longe do desuso. Contudo, testes qualitativos
baseados em reacbes bioquimicas, enzimaticas e
imunoldgicas abriram novas perspectivas para esse tipo
de determinacéo, devido principalmente a simplicidade
e confiabilidade. Nesse contexto, muitos fabricantes
vém desenvolvendo kits de testes altamente confiaveis
para uma ampla variedade de combinagdes de analitos-
matrizes nas mais diversas areas de aplicacio, de forma
que as respostas bindrias tém adquirido uma crescente
importancia'®.

Embora seja uma tendéncia, da quimica analitica
moderna, o desenvolvimento de novas técnicas e de
métodos confidveis para identificacio e quantificacdo
de componentes em matrizes complexas relacionadas a
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seguranca alimentar, como técnicas acopladas, incluindo
cromatografia e espectrometria de massas ou outras
técnicas espectroscopicas, essas poderosas ferramentas
envolvem investimentos considerdveis e requerem
analistas altamente capacitados. Do ponto de vista
prético, muitos usuarios tém reconsiderado até que ponto
é realmente necessario obter resultados quantitativos®.
Na rotina dos laboratdrios, muitas vezes torna-se inviavel
o processamento de milhares de amostras por métodos
convencionais’®>, sendo adotada uma primeira etapa
para determinagdo da presen¢a de um ou mais analitos
(métodos de vanguarda/triagens) e uma segunda etapa
para estimativa do nivel de concentragdo dos mesmos
(métodos de retaguarda/confirmagdo e quantificagao).
Assim, os métodos qualitativos tém sido comumente
empregados para triagens antes da confirmagio e
quantifica¢do, devido ao tempo e custo analitico reduzidos
desses métodos®.

CLASSIFICACAO DE METODOS QUALITATIVOS

Os métodos qualitativos podem ser: identificagdo
de analitos ou classificacio de amostras. A identificacao
de analitos, por meio de técnicas analiticas modernas,
tem sido muito utilizada. Por outro lado, as andlises
qualitativas de classificagao tém como objetivo fornecer
uma classificacio de amostras rdpida e confiavel, em
niveis de critérios previamente estabelecidos. As analises
qualitativas podem ser implementadas pelo uso de
ferramentas analiticas, podendo utilizar sistemas como
os kits de testes, que produzem resultados bindrios sem
nenhum tratamento de dados, ou sistemas baseados
em técnicas analiticas, que fornecem dados brutos e
requerem um tratamento posterior para sua conversao
em resposta binaria. O primeiro grupo é mais usado para
a classificagdo de amostras, enquanto o segundo é mais
apropriado para a identificagao de analitos'®.

Outras classificagbes sdo propostas para o0s
métodos qualitativos. Com base na técnica classificam-
se em quimicos, fisico-quimicos, bioquimicos ou
biolégicos', diferenciam-se de acordo com o estado fisico
da amostra em soélido, liquido ou gasoso® ou ainda com
o sistema de deteccdo em sensorial ou instrumental®®.
A principal caracteristica dos métodos qualitativos
baseados em deteccdo sensorial é que o sentido humano
¢ utilizado para registro e interpretagdo da resposta. Os
métodos baseados na detecgdo instrumental fornecem
respostas instrumentais que, em muitos casos, sdo

medidas de absorvancia embora, em principio, qualquer
instrumento possa ser utilizado. Em uma abordagem
metrolégica, os métodos bindrios instrumentais
distinguem-se em instrumentais baseados em sinais
univariados e instrumentais baseados na identificagdo de
caracteristicas especificas®. Os métodos instrumentais
baseados em sinais univariados sao basicamente métodos
quantitativos utilizados como métodos qualitativos.
Desse modo, o resultado final é obtido pela comparac¢io
entre as respostas de duas amostras, sendo que uma das
amostras contém o analito de interesse em um nivel de
concentra¢do determinado. Os métodos instrumentais
baseados na identificacdo de caracteristicas especificas sdo
multiparamétricos, ou seja, a reposta analitica depende de
varios pardmetros envolvidos na andlise e a identifica¢do
dos compostos estd baseada, por exemplo, no tipo ou na
presenga de compostos criticos da amostra.

VALIDACAO DE METODOS QUALITATIVOS

A Norma ISO/IEC 17025:2005 é a norma
internacional que trata dos requisitos para a
implementacao de sistemas de gestao da qualidade em
laboratdriosdeensaio e calibra¢dao. Anormaestabelece que
métodos normalizados utilizados fora dos escopos para
os quais foram concebidos, ampliados ou modificados,
métodos ndo normalizados e métodos criados ou
desenvolvidos pelos laboratérios devem ser validados.
Apesar de nio tratar da necessidade de validacdo para
métodos normalizados, a referida norma define que os
laboratdrios devem confirmar se tém condi¢des para
operar adequadamente os métodos normalizados antes
da implantagdo dos ensaios®.

Varios sdo os documentos que podem ser utilizados
como referéncia na elaboracdo de procedimentos de
validagdo intralaboratorial de métodos analiticos, embora
nio exista uma uniformidade sobre quais caracteristicas
devam ser determinadas no processo de validacio.
O documento orientativo DOQ-CGCRE-008 do
INMETRO" ¢ a principal referéncia nacional, podendo
ainda ser citada a Instrucio Normativa 24 de 2009, do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento?,
para validagio de métodos no ambito do Programa
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em
Produtos de Origem Animal (PNCRC). Documentos
como o guia publicado pelo EURACHEM", a diretiva
da Uniédo Europeia Comission Decision 2002/657/EC que
estabelece Regulamentos sobre Desempenho de Métodos
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e Interpretagdo de Resultados'? e o guia harmonizado
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC
International), International Standards Organization
(ISO) e International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC)" sao importantes referéncias internacionais que
tratam da validacdo de métodos de ensaio.

Na diretiva Comission Decision 2002/657/EC** é
feitauma distingdo entre métodos de triagem e confirmacao,
que podem ser tanto qualitativos quanto quantitativos.
Os primeiros detectam a presenca de uma substincia ou
uma classe de substancias no nivel de interesse que tém
capacidade para processar um numero elevado de amostras
esdoutilizados para selecionar os resultados potencialmente
nido conformes. Os métodos confirmatdrios produzem
uma informagao completa ou complementar que permite a
identificagao inequivoca da substéncia e, se necessario, sua
quantificacdo no nivel requerido.

Nao existe um guia harmonizado para a validagao
de métodos qualitativos. Nao obstante, ha concordancia
de que a seletividade e o limite de deteccdo devam ser
avaliados'®*’. Estudos sobre robustez sao tratados nos
documentos do INMETRO" e da Unido Europeia'?,
embora esse parametro ndo esteja previsto no guia
EURACHEM!". Nesse documento sdo mencionados
estudos das taxas de falso-positivos e falso-negativos para
validacdo de métodos qualitativos. Os pardmetros de
aplicabilidade e estabilidade sdo tratados como aplicaveis
aos métodos qualitativos pela diretiva Comission
Decision 2002/657/EC da Unido Europeia'.

No guia harmonizado pela AOAC/ISO/IUPAC"
nio é feita distincio entre métodos qualitativos e
quantitativos ao apresentar os parimetros de desempenho
da validagdo. Contudo, a seletividade é tratada como um
parametro essencialmente qualitativo e a aplicacdo dos
parametros limite de deteccdo e robustez estao implicitos
nas defini¢oes apresentadas.

Apesar de nao haver documentos orientativos
harmonizados para a validagdo de métodos qualitativos,
esses métodos também precisam ser validados® e,
por isso, alguns documentos especificos vém sendo
publicados. Esses, no entanto, constituem propostas
de validacio de métodos qualitativos com aplica¢des
especificas, que dependem das caracteristicas intrinsecas
do método de andlise em questio, e ndo trazem detalhes
sobre o delineamento experimental para avaliagdo dos
parametros da validagao.

A Uniao Europeia possui um guia para a
validagdo de métodos de triagem para residuos de
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drogas veterindrias baseado na diretiva Comission
Decision 2002/657/EC e que consiste em um protocolo
inicial de validacdo e recomendagbes de controle de
qualidade desses métodos. Os métodos de triagem
tratados pelo guia incluem os métodos qualitativos,
semi-quantitativos e quantitativos. O guia sugere dois
procedimentos que podem ser utilizados na validacio
dos métodos em questdo, o primeiro baseado em
uma abordagem classica, em que os pardmetros sdo
estudados em diferentes experimentos e, o segundo
baseado em um modelo de delineamento fatorial. Em
ambos os procedimentos, os pardmetros abordados sdo:
seletividade, capacidade de deteccdo, limite de corte,
aplicabilidade e robustez?. O AOAC Performance
Tested Program™ for test kits foi desenvolvido para
complementar o programa Official Methods of
Analysis®™ da AOAC* e tem como finalidade fornecer
aos fabricantes de kits de testes uma avaliacdo
independente da alegacdo de desempenho dos
mesmos. Ao conceder o certificado de Performance
Tested a um kit especifico, a AOAC Research Institute
(AOAC-RI) garante ao usuario do kit que, além de ter
sido submetido a uma avaliagdo independente, o kit
possui o desempenho alegado pelo fabricante dentro
dos pardmetros previstos. Na avaliacdo desses kits, a
selecdo dos pardmetros avaliados depende do tipo de
método avaliado, se qualitativo ou quantitativo. Para kits
que envolvem determinagdes qualitativas, o programa
prevé o estudo de limites, interferentes ou reatividade
cruzada, taxas de falsos resultados e robustez**. Em
2010, 0 CODEX ALIMENTARIUS publicou a proposta
de um guia para métodos de detecgdo, identificagao
e quantificacio de sequéncias especificas de DNA
e de proteinas em alimentos obtidos por técnicas
de biotecnologia, o qual trata também da validagao
desses métodos, incluindo a validacio de métodos
qualitativos de PCR (Polymerase Chain Reaction) e
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)®. Neste
documento sdo abordados os seguintes parametros:
taxa de falso-positivos, taxa de falso-negativos, limite
de deteccdo e robustez.

PARAMETROS DE DESEMPENHO

Na Tabela 1 estdo apresentados os pardmetros
de desempenho estudados na validagdo de métodos
qualitativos e os respectivos pardmetros correspondentes
na validagdo de métodos quantitativos.
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Tabela 1. Parametros de desempenho estudados na validagdo de
métodos qualitativos e respectivos pardmetros correspondentes na
validagdo quantitativa

Método Qualitativo Método Quantitativo
Taxas de falso-positivos,
de falso-negativos, de Exatida
confiabilidade, rastreabilidade xatidao
metroldgica
Taxa de sensibilidade Sensibilidade
Taxa de seletividade/ ..
Confirmacio de identidade Seletividade
Regiao de perda de
confiabilidade s ses

Limite de detecgdo/Limite de

Limi ~
imite de deteccao/ quantificagdo/Limite de decisdo/

Limite de corte

Capacidade de detec¢io
Robustez Robustez
Acordéncia e Concordancia Precisdo

Fonte: Adaptado de Trullols et al.5 Ellison e Fearn® e Rios et al."*

Os pardmetros de desempenho dos métodos
podem ser classificados em: principais, bdsicos
e de produtividade”. Os principais (exatidio e
representatividade) constituem os atributos do resultado
analitico, relacionados as duas propriedades metroldgicas
classicas - rastreabilidade e incerteza. Parametros
analiticos basicos (precisdo, robustez, sensibilidade e
seletividade) sdo os atributos relacionados ao processo
de medicdo analitico e que servem de suporte para as
propriedades principais. Por fim, os de produtividade
correspondem aos atributos do processo analitico que
possuem relevancia pratica, como velocidade, custo/
efetividade e fatores pessoais.

Na definicdo das propriedades analiticas dos
métodos qualitativos, dois pardmetros sdo de suma
importancia: a taxa de falso-positivos e a taxa de falso-
negativos. A taxa de falso-positivos é a probabilidade
de obter um resultado positivo, uma vez que o analito
nio estd presente na amostra (ou do método avaliado
responder positivamente a um método de referéncia).
A taxa de falso-negativos é a probabilidade de obtengéo
de um resultado negativo quando a substdncia esta
presente na amostra (ou do método avaliado responder
negativamente a um método de referéncia)®*.

A confiabilidade de um método qualitativo
¢ definida como a propor¢io de resultados corretos
(positivos ou negativos) de uma bateria de testes
independentes. Trata-se de um parametro positivo, que

abarca conotagdes negativas dos erros nas medigdes
qualitativas. A confiabilidade é wuma propriedade
principal dos testes qualitativos, podendo ser relacionada
a exatiddo dos métodos quantitativos'**®.

As taxas de sensibilidade e seletividade sao
pardmetros de desempenho de métodos qualitativos,
intimamente relacionados com as taxas de falsos
resultados. A sensibilidade, também chamada poder
do teste, consiste na habilidade do método em detectar
amostras verdadeiramente positivas como positivas,
enquanto a taxa de sensibilidade correspondente a
probabilidade de um método classificar como positiva
uma amostra sabidamente positiva®®’. No contexto de
testes de hipoteses estatisticos, poder do teste é também
definido como 1-, em que P representa a probabilidade
de se obter resultados falso-negativos®.

De maneira analoga, a seletividade corresponde
a habilidade em detectar amostras verdadeiramente
negativas como negativas, sendo a taxa de seletividade a
probabilidade de classificar como negativa uma amostra
sabidamente negativa®®’’. Em testes de hipoteses
estatisticos (1-seletividade) é relacionada ao nivel de
significancia a, o qual representa a probabilidade de se
obter resultados falso-positivos’.

Quando amostras que podem ou nio conter
determinado analito sdo analisadas, as taxas de falsos
resultados, de sensibilidade e de seletividade sao
parametros que caracterizam a eficiéncia do método
de ensaio em questido. Para amostras que contém o
analito, outros pardmetros podem ser estimados como
o valor preditivo positivo e o valor preditivo negativo.
No entanto, como em ensaios com amostras reais, é
impossivel distinguir as respostas falsas das verdadeiras,
ou seja, os resultados verdadeiramente positivos dos
falso-positivos e os verdadeiramente negativos dos falso-
negativos, os valores preditivos podem ser estimados
somente se a prevaléncia de amostras contendo o analito
for conhecida?.

Nas analises qualitativas, a incerteza ndo pode ser
expressa do mesmo modo que nas analises quantitativas,
ou seja, como um pardmetro que caracteriza a dispersao
dos resultados. No caso dos métodos qualitativos, a
incerteza tem uma natureza probabilistica, podendo ser
definida como a probabilidade de se tomar uma decisao
errada. Os métodos com respostas bindrias ndo possuem
um numero associado ao resultado e, assim, a incerteza
nao é expressa como um valor numérico, mas como uma
regido onde ha probabilidade de ocorréncia de erros. Nos
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métodos qualitativos, o conceito classico de incerteza
pode ser substituido pelo conceito de regido de perda de
confiabilidade, termo preferencialmente utilizado. Esta
regido é definida pelos limites superiores e inferiores de
concentragio, entre os quais o método produz resultados
falsos>%!142,

O limite de detecgdo, conforme definido para
analises quantitativas, pode ser calculado quando a
resposta é um valor numérico, sendo consideradas duas
probabilidades de erro a e %, onde a é a probabilidade
de se cometer um erro do tipo I, de rejeitar H, (hipé6tese
de nulidade) quando H é verdadeira, que mede a taxa
dos falso-positivos e ¢ a probabilidade de se cometer
um erro do tipo II, de ndo rejeitar H  quando H_ ¢ falsa,
que mede a taxa de falso-negativos. Quando a resposta é
bindria, entretanto, o desvio padrdo de amostras brancas
ndo pode ser calculado e as probabilidades de erro nao
podem ser consideradas ao mesmo tempo. Portanto,
o limite de deteccdo pode ser definido como a menor
concentra¢do de um analito que pode ser detectada,
confiavelmente como positiva, em uma dada matriz.
Isto implica em considerar somente o erro tipo II, ou
taxa de resultados falso-negativos, usualmente de 5 %.
Esta defini¢do é apresentada no contexto de verificacio
de um nivel maximo de concentracio permitido, mas se
for extrapolado a determina¢do de uma concentracio
minima permitida, a probabilidade de erro tipo I, ou
taxa de falso-positivos, deve ser considerada também a 5
%. Como as duas probabilidades de erro nao podem ser
consideradas simultaneamente, no primeiro caso o limite
de detecgdo coincidira com o limite superior da regido de
perda de confiabilidade, na qual a taxa de sensibilidade é
de 95 % e, no segundo caso, ele coincidira com o menor
limite da regido de perda de confiabilidade®.

Além do limite de deteccio do método, que é
uma caracteristica intrinseca do método de ensaio, o
limite imposto pela legislagdo ou pelo cliente e o limite
de corte do laboratério para métodos que possuem
respostas instrumentais (cut-off) estao entre as referéncias
quantitativas envolvidas nos resultados dos métodos
qualitativos"’.

A robustez é a estimativa da capacidade de um
método frente as pequenas e deliberadas mudancas nas
variaveis estudadas, sendo determinada em diferentes
niveis de concentracio do analito’. A robustez em
analise qualitativa ¢ um parametro analitico, assim como
nas analises quantitativas, cujo ultimato é definir as
fragilidades experimentais de um método pela indicagdo
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das variaveis criticas na garantia da confiabilidade das
respostas. A robustez depende da concentragio dos
analitos, sendo que, na faixa de perda de confiabilidade,
havera maior influéncia de fatores experimentais**”.

A rastreabilidade metrolégica, do ponto de vista
pratico, assume que existe uma cadeia ininterrupta de
calibragdes de um sistema de medi¢do ou comparacdes.
Entre outras possibilidades, a rastreabilidade metrologica
pode ser obtida comparando os resultados obtidos pelo
método em validagdo com aqueles obtidos por um
método de referéncia ou pelo uso de um material de
referéncia certificado (MRC)>'**, E importante ressaltar
que os padroes de referéncia sdo a chave para a garantia
da rastreabilidade metrolégica das informagoes e
resultados fornecidos pelos métodos qualitativos, ja que
as caracteristicas analiticas desses padroes sio utilizadas
como base de comparacio para compostos desconhecidos
da amostra'®.

Dois outros pardmetros sido ainda acrescentados
as validagbes de métodos qualitativos, quando
estruturadas em processos interlaboratoriais: acordancia
e concordancia; que correspondem respectivamente, aos
conceitos de precisdo sob condi¢des de repetitividade
e de reprodutibilidade, aplicados a testes qualitativos.
A acordancia é a probabilidade de obter, para duas
amostras idénticas, analisadas no mesmo laboratério e,
sob condic¢des de repetitividade, o mesmo resultado. Para
o célculo da acordancia, calcula-se a acordincia para
cada laboratdrio, que é a probabilidade de duas amostras
fornecerem o mesmo resultado e, em seguida a média
das probabilidades de cada laboratdrio®’. Concordancia
é a probabilidade de obten¢do do mesmo resultado
para duas amostras idénticas, testadas em laboratérios
diferentes e, sob condi¢cbes de reprodutibilidade. Esse
pardmetro é estimado pelas propor¢des correspondentes
de pares de resultados de dados concordantes®*'. Da
mesma forma que, em estudos de métodos quantitativos,
experimentos de concordancia podem ser conduzidos
sob condigdes de precisio intermediaria, representando o
que normalmente acontece no laboratdrio sob condigdes
de rotina, incluindo variagbes em lotes de reagentes,
analistas e equipamentos que sejam representativos".

Na validagdo de métodos qualitativos, a
representatividade torna-se um componente essencial da
qualidade das repostas qualitativas. Uma resposta 100 %
confidvel, masniorepresentativadasamostrasteste,indica
um resultado inadequado do ponto de vista da qualidade
do método. Estratégias adequadas de amostragem e a
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correta aplicagdo do protocolo de amostragem sdo as
bases para essa propriedade'’. A escolha das amostras
deve fornecer estimativas de sensibilidade e seletividade,
em uma dada faixa de concentragdo, o que implica em
um delineamento que empregue amostras em uma
faixa representativa de concentracdes e, pelo menos
um branco, além de alguns itens com interferentes. As
replicatas também sdo essenciais na avaliagao de métodos
qualitativos, sem as quais as frequéncias ndo poderiam
ser estimadas®.

ANALISE DE DADOS E AVALIACAO DOS
PARAMETROS

Na Tabela 2 estdao descritos os delineamentos
experimentais e respectivas ferramentas de analises
de dados propostos na literatura para avaliacio dos
parametros de desempenho de métodos qualitativos.

Para andlise de dados e avaliagdo dos
parametros, varios modelos sdo propostos. As
tabelas de contingéncia e o Teorema de Bayes podem
ser utilizados na determinacdo das taxas de falsos

resultados, de sensibilidade, de seletividade e de
confiabilidade. As curvas de probabilidades ou curvas
de desempenho e os testes de hipdteses estatisticos
podem ser utilizados no estudo de limites e da regido
de perda de confiabilidade (incerteza)®®. No caso da
precisdo, a acordancia e a concordancia sao avaliadas
por célculos de probabilidade e analise combinatéria®.
As taxas, limites, incerteza, acordancia e concordancia
podem ser estudadas em um mesmo delineamento
experimental que consiste em ensaios com amostras de
concentra¢des conhecidas do analito.

Para os estudos de robustez podem ser utilizados
experimentos fatoriais. Neste caso, o experimento inclui
ensaios com amostras em um nivel de concentragio
do analito para o qual o método apresente 100 % de
confiabilidade sob diferentes condi¢des experimentais*.

A validagdo de métodos qualitativos exige
maior nimero de medi¢des para obtencdo de valores
para os parametros de validagio com significado e
niveis de confianca semelhantes aos resultados dos
métodos quantitativos®’. Isso porque um resultado
qualitativo fornece menos informacdes que um

Tabela 2. Delineamentos experimentais e respectivas ferramentas para andlise de dados propostos na literatura para validagdo de métodos

qualitativos

Parametro Delineamento experimental Analise de dados Referéncia
- Célculo da porcentagem de resultados
positivos em cada nivel.
- Construgao de gréfico: probabilidade de

i positivos (P(x)) versus concentragio (x). 36
- Na regido da curva assumida linear,
extrapola-se a curva para os pontos P(x) =0
e P(x) = 100, que sdo os limites da regido de
perda de confiabilidade.
- Estabelecimento do nivel de concentragio de
» refer?r.)aa (C) - limite de corte ou thr(.eshold. , - Estimativa da regido de perda de confiabilidade
Regido de - Anilise das amostras, sendo 10 replicatas por nivel . 5,18
o . . L conforme descrito por Song et al.*.
perda de e 5 niveis, selecionados da seguinte forma: 2 niveis
confiabilidade acima de C, C e 2 niveis abaixo de C.

(incerteza) e
taxas de falsos
resultados

- Anilise das amostras, sendo 30 replicatas por

nivel. Um grande nimero de amostras deve ser

analisado para assegurar inferéncia estatistica.

- Niveis selecionados devem estar levemente abaixo

do limite de corte ou threshold selecionado.

- Calculo de porcentagem de resultados
positivos em cada nivel.

- Construgao de grafico: P(x) versus (x).

- Limites da regido de perda de confiabilidade
determinados pelo calculo das concentracoes
do analito que produzem 5% de probabilidade
de se obter um resultado falso-positivo e 95% 28
de probabilidade de se obter um resultado falso-
negativo ou conforme descrito por Song et al.*.
- Aplicagao do Teorema Bayes nao é
apropriada para propdsitos de rotina: dificil
desenvolvimento de equagdes e grande niimero
de amostras.
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Cont. Tabela 2

Parametro Delineamento experimental Anilise de dados Referéncia
- Andlise aleatdria de grande nimero de amostras
(n>30), sendo MRC ou amostras brancas contendo
o analito em diferentes niveis de concentragio.
- Escolha dos niveis: quanto maior a confiabilidade
requerida, maior o niimero de niveis a serem estudados.
- Estabelecimento de nivel de concentragdo de L
N o - Determinagdo das taxas de falsos resultados
referéncia (C) - limite de corte ou threshold. o . . x
N i para delimitagdo dos limites da regido
- Determinagdo da regido de perda de s y 17
- de perda de confiabilidade a um nivel de
confiabilidade: .
L . - . probabilidade fixa.
1. Estimativa aproximada das zonas limite da regido
de perda de confiabilidade pela andlise de 1 ou 2
replicatas por nivel, em 10 niveis selecionados: 5
superiores a C e 5 inferiores a C.
2. Andlise de 5 a 10 replicatas em 6 niveis, sendo 3 niveis
na zona limite superior e 3 na zona limite inferior.
- Métodos para avaliagdo de falsos resultados:
1. Baseado na observagio de probabilidades
B de falsos resultados em uma série de testes
Regido de .
controlados. Experimentos devem estar
perda de i L
o concentrados em regides onde hd maior
confiabilidade babilidade d ltados fal .
(incerteza) ¢ probabilidade de resultados falsos, pois as taxas
de falsos resultados sao dificeis de observar em - Estimativas Bayesianas podem ser calculadas
taxas de falsos , . - N
numero realista de experimentos a menos que a pela combinagdo adequada das taxas de falsos 38
resultados . N
taxa seja alta (perto de 50%). resultados.
2. Baseado na previsao das caracteristicas
conhecidas da populagio, incluindo estatisticas das
medig¢des quantitativas e distribui¢des conhecidas
de caracteristicas de teste de amostra de uma
populacio.
Obs.: trata somente incerteza.
- Estimativa das taxas por meio da aplica¢ao
do Teorema de Bayes, tabelas de contingéncia,
curvas de desempenho ou testes estatisticos
(nesse ultimo, somente se a resposta for obtida
Obs.: trata somente taxas. B . 6
por método instrumental).
- Apresentagio das formulas de calculo
das taxas obtidas a partir das tabelas de
contingéncia.
- Estimativa das taxas pela aplicagdo de
Obs.: trata somente taxas. férmulas de calculo obtidas a partir das 3
tabelas de contingéncia.
il » . - Construgao de curva de reposta P(x) versus x.
- Anilise aleatdria de amostras adicionadas do e & o, P . )
L. . . o - Limite de deteccdo é determinado de acordo
Limites analito em uma faixa de niveis de concentracio, - . 11
. , com a concentragao na qual o teste deixa de
sendo 10 replicatas por nivel. ,
ser confidvel.
Procedimento interlaboratorial: - Aplicagdo de férmulas deduzidas a partir
- 10 baterias. de célculos de probabilidade e andlise 31
- 5 replicatas por bateria. combinatdria.
Procedimento interlaboratorial para ensaios ndo
A microbioldgicos:
Acordéncia e icrobio O§le0s . .
N - 20 a 40 replicatas por bateria, incluindo replicatas,
concordéncia , g
sendo 30 um ndmero satisfatdrio. , o
- Férmulas propostas por Langtonn et al. 8

- 5 a 6 replicatas por material, podendo ser menor
no caso de grande niimero de baterias; mas no
minimo 2 replicatas por teste em caso de grande
quantidade de materiais.
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Cont. Tabela 2

Parametro

Delineamento experimental

Anilise de dados

Referéncia

Robustez

- Identificagéo e selecdo das principais variaveis

que afetam o desempenho do método (considerar
informagdes obtidas previamente na otimizagio e
validacdo do método).

- Sele¢do dos numeros de niveis a serem estudados
para as varidveis, 2 em geral.

- Selecao de delineamento experimental. No caso de
método com pequeno niimero de varidveis e niveis
envolvidos, pode-se estabelecer um experimento
fatorial completo.

- Estabelecimento de variagao no valor da resposta que
significa altera¢do no desempenho do método.

- Condicdes de estudo de caso:

1. Selecionadas 3 variaveis e 2 niveis, totalizando 8
diferentes experimentos.

2. Experimentos realizados em 8 dias, sendo cada
experimento realizado 5 vezes, por um periodo de

quatro dias, totalizando 20 repeti¢des por experimento.

3. Somente alteragdes de 5% nas taxas de
confiabilidade, ou de falsos resultados, foram
consideradas.

- Apresentagdo de formulas para célculo dos
efeitos dos fatores e realizagdo de teste t para
conclusao da significdncia do efeito do fator sobre
os resultados do método.

- Identificagdo de varidveis que tém efeito significante
sobre o desempenho do método.

- Analise com materiais de referéncia, MRC ou
amostras de composi¢do conhecida.

- Monitoramento da exatiddo e precisdo do método
frente as alteracdes das variaveis.

- Andlise de cada set experimental uma vez.

- Determinacio do efeito de cada alteragdo na
condi¢io de realizagio do teste na média.

- Classificagdo das variaveis de acordo com o
efeito sobre o desempenho do método.

11

- Identificagdo de fatores que podem influenciar os
resultados por estudos prévios.

- Fatores alterados em ordem de grandeza coerente
com os desvios geralmente encontrados entre
laboratérios.

- Realizagdo de teste utilizando a abordagem de
Youden (planejamento fatorial fracionario). Outros
métodos podem ser utilizados, no entanto, na
abordagem de Youden o tempo e esfor¢o exigidos sio
minimos.

- Sempre que um fator que inlfuencia
significativamente os resultados for encontrado, novas
analises devem ser realizadas para estudo dos limites
de aceitabilidade deste fator.

- Fatores que influenciam significativamente os
resultados devem ser claramente identificados no
protocolo do método.

- Na abordagem de Youden, as interagdes entre os
diferentes fatores ndo podem ser detectadas.

12

resultado quantitativo, independentemente do método
estatistico empregado*. Para os métodos quantitativos,
a independéncia dos resultados qualitativos deve ser
assegurada pela andlise aleatoria das amostras®"’.

As amostras selecionadas para realizacdo dos
estudos de validagdo podem ser MRC, amostras brancas
e adicionadas de padrido do analito de interesse'*".

Taxas de falsos resultados, de sensibilidade, de
seletividade e de confiabilidade

Tabelas de Contingéncia

As tabelas de contingéncia tratam analises
qualitativas como a classificacio de um problema.
Havendo dois tipos de resultados possiveis no teste
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qualitativo, como positivo (maior ou igual a um
valor especificado) ou negativo (menor que o valor
especificado), e duas possiveis situacdes reais, uma
tabela de contingéncia 2 x 2 pode ser construida, como
apresentado na Tabela 3. Embora as amostras sejam
consideradas em dois grupos, sdo necessarios estudos
com amostras em vdrios niveis de concentra¢do’. Estas
tabelas podem ser utilizadas na determinacio das
taxas de falsos resultados, taxa de seletividade, taxa de
sensibilidade e taxa de confiabilidade para cada nivel de
concentracdo estudado®.

Tabela 3. Exemplo de Tabela de Contingéncia 2 x 2
Analito

Resultado Analito

do teste Presente Ausente Total
Positivo TP Fp TP + FP
Negativo EN TN FN+ TN
Total FN + TP FP+ TN N

FP = quantidade de resultados falso-positivos; FN = quantidade de
resultados falso-negativos; TP = quantidade de resultados positivos
corretos; TN = quantidade de resultados negativos corretos; N =
TP+FP+FN+TN

A partir das férmulas de cada uma das taxas, os
valores de cada uma delas podem ser calculados com
os dados da tabela de contingéncia. A taxa de falso-
positivos (TFP) é definida como a razio entre o nimero
de resultados falso-positivos (FP) e a soma desse com
o numero de resultados negativos corretos ou nimero
total de negativos conhecidos (TN), multiplicada por 100
(Equagio 1)58%:

FP= T y100

(Eq. 1)
FP+TN d

De maneira analoga, a taxa de falso-negativos

(TEN) é a razdo entre o numero de resultados falso-

negativos (FN) e a soma desse com o nimero de resultados

positivos corretos ou numero total de positivos conhecidos
(TP), multiplicada por 100 (Equagéo 2)5%%:

TEN =

x 100 (Eq.2)

N + TP

A taxa de sensibilidade (TSB) é definida como a
razdo entre TP e a soma desse com FN, multiplicada por
100 (Equagdo 3), enquanto a taxa de seletividade (TST)
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pode ser definida como a razdo entre TN e a soma desse
com FP, multiplicada por 100 (Equacio 4) *3'7:

TSB = L x 100 (Eq. 3)
TP+ FN

TST = A x 100 (Eq. 4)
N+ FP

A taxa de confiabilidade (TCF) é definida como a
diferenca entre o total de resultados (100 %) e a soma de
TFP e TFN, como apresentado na Equacéo 5:

TCF=100-TFP-TFN  (Eq.5)

As tabelas de contingéncia sdo frequentemente
usadas na avaliagdo da confiabilidade dos testes de
triagem e na comparagdo entre diferentes ensaios,
que se baseiam na sensibilidade e na seletividade de
diferentes testes de triagem, quando aplicados as mesmas
amostras. Nesse caso, deve ser observado que diferencas
na sensibilidade e na seletividade dos testes podem ser
resultado do acaso, ja que situagdes reais e resultados
estao sujeitos a erros aleatorios, especialmente quando o
numero deamostras é pequeno. Dependendo do objetivo
da andlise, é preferivel que o método seja mais sensivel
que seletivo, ou vice-versa. Em geral, um aumento na
sensibilidade acarreta um decréscimo na seletividade.
Desse modo, quanto maior o numero de amostras, mais
informagdo a tabela de contingéncia ira apresentar e
maior serd a confiabilidade desses parametros®.

Uma das vantagens mais importantes das tabelas
de contingéncia é que essas podem ser facilmente
aplicaveis aos variostipos de bioensaios existentes, como
imunoldgicos, microbiolédgicos, clinicos e bioquimicos.
Embora, pela avaliagdo das tabelas de contingéncia seja
possivel obter uma visdo geral sobre o desempenho
do método, tais tabelas, por si s4, ndo fornecem
informagdes individuais, como a probabilidade de
erro para cada amostra®. Qutra desvantagem ¢é que o
desempenho da tabela de contingéncia depende muito
dotamanho daamostra e do delineamento experimental
utilizado para construi-la’.

Teorema de Bayes
O teorema formulado por Bayes, no século
XVIII, vem sendo muito utilizado nas ultimas, décadas
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por sua versatilidade e aplicagdo em diversos campos da
ciéncia, para expressar e atualizar probabilidades quando
estruturas dicotdmicas® estdo envolvidas, incluindo as
analises qualitativas®*.

O teorema de Bayes ¢é representado pela Equagao 6:

P(T|A) . P(A)
P(T|A) . P(A) + P(T|A) . P(A)

_ P(TJA). P(A)
N P(T)

P(A|T) = (Eq. 6)

Sendo P(A|T) a probabilidade de A dado T, P(A)
a probabilidade a priori de A, P(T|A) a probabilidade de
T dado A, P(T) a probabilidade de T. O travessdo acima
de A denota o evento complementar.

No caso das analises qualitativas, A denota
a presenca do analito na amostra e A corresponde a
auséncia do analito na amostra, enquanto T representa
o resultado do teste. P(A) é a probabilidade de o
analito estar presente na amostra antes da realizagdo
do teste. P(A|T) é a probabilidade de o analito estar
presente na amostra levando em conta o resultado do
teste, enquanto P(T|A) é a probabilidade de ocorrer o
resultado estando o analito presente na amostra, o que
indica a TSB*.

Sendo T o resultado do teste e T o evento
complementar, temos que P(T|A)=1-P(T|A), em que
P(T|A) é a probabilidade de se obter um resultado
falso-negativo, ou seja, a TFN. Sendo assim, P(T|A) é
a probabilidade de se obter um resultado positivo na
auséncia de A, correspondendo a probabilidade de um
resultado falso-positivo, ou seja, a TFP*.

Desse modo, o teorema de Bayes pode ser
utilizado na determinacdo das taxas. A taxa de falso-
positivos é estimada pela proporcio de resultados
incorretos relatados para amostras conhecidas que nio
contém a substincia pesquisada (Equa¢io 7). Da mesma
forma, a taxa de falso-negativos é estimada pela proporgao
de resultados incorretos para as amostras que contém a
substancia pesquisada(Equagédo 8)%%%:

- Resultados falso-positivos FP
P(T|A) = - = TFR (Eq.7)
| Total de resultados negativos FP+TN d
— Resultados falso-negativos FN
P(T|A) = X100 = zrres = TEN (Eq. 8)

Total de resultados positivos

A TSB é estimada a partir da propor¢do de
resultados corretos relatados para amostras conhecidas
que contém o analito (Equacdo 9) e a TST é estimada a

partir da proporcao de resultados corretos para os itens
de ensaio que ndo contém o analito (Equagao 10)%*'7:

P(T|A) = Resultados positivos verdadeiros 100 = P TSB (Eq.9)
" Total de resultados positivos " TP+FN <
PTIA) = Resultados negativos verdadeiros 100 N TSB (Ea. 10
@A) = = Tnerp - 5B (Eq-10)

Total de resultados negativos

A relacdo entre as probabilidades condicionais
de sensibilidade e seletividade fornece a razdo de
verossimilhanca (likelihood ratio - LR) (Equagdo 11),
que ¢ uma medida do poder do teste®, ou seja, é uma
medida da alteragdo das probabilidades apds obtencio
do resultado do teste**:

TSB _ 1-TFN _ P(T|A)

LR= = s
1-TST TFP P(T|A)

(Eq. 11)

A TCF, é estimada pela proporcdo de resultados
verdadeiros no total de ensaios realizados (Equagéo 12):

TP+TN
— X
TP+TN+FP+FN

Total resultados verdadeiros
PA|IT) = x 100 =

Total de resultados

P(A|T) =100 - TFP - TEN = TCF (Eq. 12)

O Teorema de Bayes permite o calculo de
probabilidades condicionais referentes a apenas uma
amostra, incorpora as informagbes de realizacdes
anteriores e obtém como resultado, para a proxima
realizacdo, a probabilidade a posteriori a nova
probabilidade a priori. Assim, a probabilidade da ocorréncia
de um resultado erroneo é dada individualmente>%*.
No entanto, para que o procedimento fornega boas
estimativas, o numero de testes de ensaio deve ser alto.
Do ponto de vista analitico, as desvantagens do método
sdo a complexidade da nomenclatura e a dificuldade de
quantificagdo dos diferentes valores das probabilidades®.

Limites e regido de perda de confiabilidade

Curvas de desempenho

As curvas de desempenho sdo obtidas pela
construc¢do de um grafico de probabilidade em fun¢ao da
concentra¢do. Em uma situac¢do ideal, em que x representa
a concentra¢ido verdadeira, P(x) a taxa de resultados
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positivos e N(x) a taxa de resultados negativos, para uma
determinada concentra¢do de referéncia C (x = C), os
possiveis resultados obtidos em um método binario séo:
ndo (resultados negativos), quando x < C, com P(x) = 0%
e N(x) = 100%; e sim (resultados positivos), quando x >
C, com P(x) = 100% e N(x) = 0%,

No entanto, em situagdes reais, concentragoes
proximas a C (C, < C < C)), P(x) e N(x) apresentam
valores entre 0% e 100%. A faixa de concentracdo que
inclui esses valores intermedidrios é justamente a regido
de perda de confiabilidade. Assim, nesta regidao, sdo
obtidas as taxas de falso-positivos (C, < x < C) e as taxas
de falso-negativos (C <x < C,). Paraamostras contendo x
<Cyex>Cy,sdo obtidos resultados negativos e positivos,
respectivamente, com 100% de confiabilidade®.

Na Figura 1, estao ilustradas as curvas de
desempenho para a situagdo ideal e para uma situacio
real genérica, em que a = f = 0,05'**%. Na curva
de desempenho real, o limite de deteccio pode ser
estabelecido em fungdo de a ou de P no intervalo da
regido de perda de confiabilidade que, por sua vez,
¢ determinada pela regido de maior inclinagdo da
curva, ou seja, pelo intervalo entre os niveis nos quais
a probabilidade de resultados positivos deixa de ser
de 0% e 100%>*'"**. Assim, os limites C, e C,, que
definem a regido de perda de confiabilidade, podem ser
determinados pelo calculo das concentracdes do analito
que produzem 5% de probabilidade de obten¢do de
falso-positivos e 95% de resultados positivos corretos
(o que corresponde a 5% de probabilidade de obtengao
de falso-negativos).

Regido de perda de
confiabilidade

f__\

80 Limite de detecgdo o

{considerando emo tipo I) i

100

o
o

o
o

Probabilidade %

Limite de detecgio

' (considerando erro tipo 11)
.' =ity

20

R |
Co c C

Concentragdo do analito

Figura 1. Curva de desempenho para determinacido da regido de
perda de confiabilidade e limites relacionados
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A principal desvantagem das curvas de
desempenho é a necessidade de realiza¢do de andlises em
replicatas, acarretando consequéncias negativas, como
o aumento do tempo e o custo do processo®. Contudo,
Ellison e Fearn® observaram que o estudo de um grande
numero de niveis com poucas repeti¢coes por nivel, em
vez de poucos niveis com muitas repeti¢des, fornece
estimativas de probabilidades relativamente confiveis, o
que pode ser considerada uma vantagem sob o ponto de
vista pratico.

Este procedimento é bastante usado quando néo
hd muito conhecimento sobre a precisio do método de
triagem utilizado, por exemplo, no caso de um método
analitico recém-implantado em um laboratério®.

Testes de Hipoteses

Quando o objetivo da analise esta na determinagao
da presenca de determinado analito na amostra, duas
hipéteses sdo geradas: H, (hipétese de nulidade) - a
amostra contém o analito; e H, (hipotese alternativa) - a
amostra nao contém o analito.

Como resultado, pode-se obter dois tipos de
erros diferentes: erroneamente detectar a presenca do
analito (admitir um resultado falso-positivo - erro tipo
I) ou sua auséncia (admitir um resultado falso-negativo
- erro tipo II). Em geral, a preferéncia de uma escolha ou
outra é uma questdo de convengdo?.

Os testes de hipdteses comparam a resposta
da amostra com a de uma referéncia pré-definida, que
contém o analito em um nivel de concentra¢io especifico®.
Alguns estudos tém utilizado testes de hipoteses para
avaliar a incerteza dos métodos qualitativos® e, embora
a aplicagdo destes testes ndo resulte em novas técnicas
instrumentais de analise quimica qualitativa, esses
tornam possivel a melhoria do desempenho das atuais
técnicas de estimativa de incerteza, refletindo o grau de
confiabilidade do procedimento escolhido.

As abordagens utilizadas para exprimir a
incerteza sdo possiveis pela aplicagao de analogia
de testes estatisiticos de hipdteses com a aplicacio
das férmulas de Bayes®. Desse modo, as principais
vantagensdostestesde hipotesesdecorrem da utilizagao
da probabilidade conhecida de erro tipo I e tipo II.
Esse método torna mais facil a avaliagdo da incerteza
quando se utiliza métodos qualitativos que fornecem
uma resposta instrumental. A rastreabilidade também
pode ser verificada e o limite de detecgdo calculado.
No entanto, se o kit de teste ndo fornecer uma resposta
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instrumental ou se a resposta for baseada em uma
observacio visual, que ndo pode ser quantificada, o
teste de hipdtese ndo podera ser aplicado®. Quando
se utilizam intervalos estatisticos, os experimentos
constituem uma série de andlises de amostras
independentes, contendo o analito em um limite
especifico, sob condicoes de precisdo intermedidria,
aumentando as fontes de incerteza’.

Robustez

O tipo de resposta binaria do método qualitativo
define o estudo da robustez, que por sua vez, envolve o
desenvolvimento de um delineamento experimental para
avaliacdo de fatores ou variaveis previamente escolhidos
que acarretam alteracdes na confiabilidade e nas taxas
de falsos resultados. Esses fatores sido as condi¢des
experimentais intrinsecas do método*. Desse modo,
a robustez deve ser determinada em diferentes niveis
de concentra¢do do analito para cada um dos analitos
considerados'®.

Assim, em termos gerais, o estudo da robustez
inclui os seguintes pontos: selecio das variaveis ou
fatores; selecio do nimero de niveis para cada variavel
(em geral 2 niveis) e do delineamento experimental
6timo; estabelecimento do valor de reposta que provoca
alteracdes nos fatores e nos experimentos e do calculo
dos efeitos de cada fator e entre os fatores; e elaboracao
das conclusdes*.

Uma boa op¢do de delineamento experimental
para o estudo da robustez, quando ndo se tem muitas
variaveis e niveis envolvidos, ¢ um experimento fatorial
completo®. O delineamento experimental inclui a
realizacdo de testes em nivel para o qual se obtém 100%
de confiabilidade, ou seja, 0% de taxa de falso-positivos
e 0% de taxa de falso-negativos, com variagdo nos niveis
dos fatores estudados. O efeito de cada fator (DF) pode
ser calculado pela Equagéo 13:

_2ICF (+)-XTCF (-)

n.
J

DF (Eq. 13)

Sendo TCF(+) a confiabilidade observada no
maior nivel do fator, TCF(-) a confiabilidade observada
no menor nivel do fator, # o numero de experimentos
e ,; 0 nimero de experimentos no j-ésimo nivel do fator
estudado®.

Ap6s o calculo do efeito dos fatores estudados,
o teste t pode ser realizado para conclusido sobre a

significancia da influéncia dos fatores sobre as respostas
(Equacio 14):

. |DF| x -\n;
s

(Eq. 14)

Sendo s o desvio padrio encontrado em condi¢oes
de precisdo intermedidria e DF o efeito de cada fator,
definido entre 0 e 1. O valor calculado deve ser comparado
ao valor tabelado de distribui¢do t, considerando o
nivel de significancia e o nimero de graus de liberdade
associados a estimacio de s*.

Acordancia e concordancia

Como definido, a acordancia é o parametro de
repetitividade aplicado a anélise qualitativa. A acordancia
¢ a probabilidade (em porcentagem) de dois materiais
de teste idénticos, analisados pelo mesmo laboratério,
em condi¢des de repetitividade, fornecerem o mesmo
resultado, ou seja, ambos fornecerem dois resultados
positivos ou dois negativos®.

Para o célculo da acordancia, calcula-se a
probabilidade de cada laboratdrio ou de cada bateria
analitica (em estudos interlaboratoriais sob condicoes
de precisdo intermediaria) fornecer o0 mesmo resultado
e, em seguida, a média das probabilidades de todos os
laboratdrios ou baterias analiticas. A soma da quantidade
de combinacoes de pares obtida pelo numero de
resultados positivos com a quantidade de combinacoes
de pares obtida pelo nimero de resultados negativos
divida pela quantidade de combinagoes de pares, que
podem ser formados pelo total de andlises realizadas,
fornece a probabilidade de cada laboratério ou de cada
bateria analitica, ou seja, a acordancia. De uma maneira
mais simples, a acordancia pode ser calculada pela
Equagao 15.

{k(k-1) + (n-k) (n-k-1)}
n(n-1)

ACO =

(Eq. 15)

Sendo n o total de resultados obtidos pelo
laboratério ou bateria analitica e k 0 nimero de resultados
positivos obtidos pelo laboratdrio ou bateria analitica®.

A concordincia, o pardmetro qualitativo
equivalente = ao  paridmetro  quantitativo  de
reprodutibilidade, é a probabilidade de dois materiais
de teste idénticos provenientes de diferentes
laboratérios ou de diferentes baterias analiticas (em
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estudos intralaboratoriais sob condi¢cdes de precisido
intermediaria) fornecerem o mesmo resultado, ou seja,
que ambos sejam positivos ou negativos. A concordéncia
pode ser calculada de modo intuitivo enumerando-se
as associacOes de resultados concordantes positivos e
negativos de cada laboratério ou bateria analitica com
os demais resultados do conjunto. A concordancia sera
entdo o resultado da divisdo entre a soma de associacdes
de resultados concordantes positivos e negativos de
todos oslaboratorios ou baterias e a soma das associacoes
de resultados dos laboratdrios ou baterias. De modo
mais simples, a concordancia pode ser calculada pela
Equacao 16:

2[k(k-nb)] + nb(nb-1)-ACO[nb(n-1)
n*b(b-1)

CON =

(Eq. 16)

Sendo b o numero de laboratérios ou baterias
analiticas e ACO a acordancia®.

CONCLUSAO

A garantia da qualidade em analises qualitativas
deve estar baseada na avaliagdo dos pardmetros de
desempenho relacionados as propriedades analiticas
desses métodos. Contudo, nem sempre os pardmetros
conhecidos das analises quantitativas podem ser
aplicados as analises qualitativas. Na validacdo de
métodos quantitativos, alguns dos pardmetros estudados
sdo: exatidao; sensibilidade; seletividade; incerteza;
limites; e precisdo. No campo das analises qualitativas,
esses pardmetros possuem correspondéncia com as
taxas de falsos resultados, sensibilidade e confiabilidade,
seletividade, regido de perda de confiabilidade, limite de
detec¢ao e acordancia e concordéncia, respectivamente.
Tabelas de contingéncia e o teorema de Bayessaoadotados
na avaliagdo das taxas de falsos resultados, sensibilidade,
seletividade e confiabilidade. Os limites e regido de
perda de confiabilidade sdo determinados por meio de
curvas de probabilidade. Acordancia e concordéncia sao
estimadas a partir de conceitos de analise combinatoria.
A falta de referéncias bem estabelecidas para a
metrologia quimica em relagdo as analises qualitativas
e a crescente demanda por respostas bindrias confiaveis,
principais motivadores desse trabalho, sinalizam para o
fato de que a valida¢do adequada desses métodos deva
ser considerada um importante topico do presente e do
futuro das ciéncias analiticas.
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RESUMO

As tetraciclinas sdo um grupo de antimicrobianos amplamente utilizados no tratamento e prevengio de
doengas infecciosas em gado leiteiro no Brasil, porém, o uso incorreto e o ndo cumprimento do periodo de
caréncia podem resultar em residuos destes medicamentos no leite. A presenga de residuos no leite pode
causar o desenvolvimento de reagdes alérgicas nos consumidores desses produtos, resisténcia em bactérias
e prejuizos na produgido de produtos lacteos fermentados. Com a finalidade de fornecer informagoes a
respeito dos métodos empregados na determinagéo de tetraciclinas em leite, foi realizada uma revisao das
metodologias analiticas relatadas na literatura cientifica. Neste estudo foram abordadas as metodologias
cromatograficas e de eletroforese capilar, que sdo comumente utilizadas.

Palavras-chave. tetraciclinas, cromatografia, eletroforese capilar, leite.

ABSTRACT

Tetracyclines are a group of antimicrobial drugs widely used in the treatment and prevention of infectious
diseases in dairy cattle in Brazil. Intervals between tetracyclines administration and the withdrawal period
should be complied with, in order to avoid the drug residues in milk. Milk containing antimicrobial
residues might cause allergic reactions, occurrence of resistant bacteria and losses in manufacturing
fermented dairy products. The present paper reviews the analytical methodology currently described in
the literature for the determination of tetracyclines in milk. This study reviewed the chromatographic and
the capillary electrophoresis, which have been the widely utilized methods.

Keywords. tetracyclines, chromatography, capillary electrophoresis, milk.
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INTRODUCAO

As tetraciclinas sdo uma classe de antibi6ticos que
agem contra uma grande variedade de microrganismos,
desde bactérias gram-positivas até gram-negativas,
sendo utilizadas na medicina veterinaria, no tratamento e
profilaxia deinfec¢des'. A primeira tetraciclina descoberta
foia clortetraciclina a partir do Streptomyces aureofaciens,
em 1948%. Existem oito tetraciclinas comercializadas
atualmente, sendo quatro mais comumente utilizadas
em tratamentos de animais destinados a alimentacio
humana: oxitetraciclina, tetraciclina, doxiciclina e
clortetraciclina® (Figura 1).

O uso de antimicrobianos em vacas pode levar
a presenca de residuos no leite, podendo causar reagoes
alérgicas em consumidores®, induzir resisténcia em
bactérias ou ainda, afetar o desenvolvimento de culturas
utilizadas na obten¢do de produtos fermentados’. Desse
modo, é importante que se identifique os niveis desses
residuos no leite para manté-los dentro dos limites
recomendados e controlar a qualidade de produtos
lacteos®. Para tanto, testes de inibicdo microbioldgica tém
sido usados para a triagem de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos, porém, ndo sdo capazes de
identifica-los e quantifici-los, assim como os testes
imunoldgicos (ELISA e outros) que apresentam resultados
falso-positivos ou falso-negativos, sendo necessarias
ferramentas analiticas especificas’.

As etapas envolvidas no procedimento analitico
para determinacdo de residuos de antimicrobianos em
leite compreendem: extragdo; limpeza; identificagdo/
quantificagdo; e confirmagdo. A presente revisdo
apresenta informagdes sobre a metodologia analitica
para a determinagido de residuos de tetraciclinas no
leite. Tais métodos sdo necessarios para a fiscalizacio,
monitoramento e pesquisa nos seus varios aspectos,
como andlise de alimentos, estudos epidemiolodgicos,

Figura 1. Estrutura quimica das tetraciclinas

verificagdo da estabilidade durante o processamento de
alimentos e condi¢bes para descontaminagéo.

Extragao de tetraciclinas da matriz leite

A extragdo consiste em um dos principais
problemas na determinagdo de residuos de antibidticos
em leite, pois essa matriz contém altos teores de proteinas
e lipidios, que podem interferir na analise dos residuos®.
Logo, para resolver esse problema, tém-se realizado
uma desproteiniza¢ao utilizando-se acidos, como o
acido tricloroacético’, acido acético e metanol', acido
oxalico e acetonitrila', d4cido perclérico’, seguida
de centrifugagdo. A retirada de gordura de amostras
de leite pode ser realizada com pipetas de Pasteur ou
centrifugagdo, congelando-se as amostras e em seguida
descongelando-as, a temperatura ambiente ou em banho
de dgua com agitacdo a aproximadamente 50 °C". A
presenca de gordura em leite pode obstruir a coluna de
extracdo da fase solida utilizada na etapa de limpeza,
aumentando o tempo deste processo'. A Tabela 1
apresenta a evolucio dos principais métodos de extracio,
limpeza e identificagdo/quantificagio de residuos de
tetraciclinas em leite.

Samanidou et al.'®, para otimizar a extragdo de
tetraciclinas no leite, testaram dcido tricloroacético, acido
trifluoroacético, acetona e acetonitrila como agentes
desproteinizantes e verificaram que os dois primeiros
tiveram melhores resultados na recuperagdo dos analitos
em amostras adicionadas.

As tetraciclinas sao soluveis em acidos, bases,
alcodis e solventes organicos polares, sendo extraidas
com solventes organicos como n-butanol, acetato
de etila, acetona e acetonitrila®. Andersen et al.'
ao trabalharem com determinacdo de residuos de
tetraciclinas em amostras de leite e camarao utilizaram
como solvente da etapa de extracdo do leite o acido
succinico, obtendo bons resultados de recuperacao para

Tetraciclinas R, R, R;

siclina H OH OH

Oxitet

Tetraciclina H OH H
Clortetraciclina Cl OH H
Doxiciclina H H OH
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oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina (86; 87,7 e
79,8%, respectivamente).

Muitos estudos®'*'7? tém utilizado a solucdo
tampao Mcllvaine para extrair tetraciclinas de amostras
de leite. Alguns autores®'*!**! afirmam que esse tampao
reduz a complexacio das tetraciclinas com ions
metalicos e com grupos silandis. A solu¢do tampao ¢é
composta por 0,07 M dcido citrico monohidratado, 0,1
M hidrogenofosfato dissédico dihidratado, 0,01 M acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) diluidos em um litro
de agua e o pH ¢é ajustado para faixa desejada, com acido
fosférico ou hidroxido de sodio®. As tetraciclinas sio
facilmente destruidas em soluc¢bes alcalinas, por isso,
justifica-se ajustar o pH da solugao tampao para acido™.

Chico et al.’® testaram o efeito do pH e a da
concentra¢do de EDTA na soluc¢do tampao Mcllvaine e
verificaram que ao diminuir o pH de 5,0 para 3,5 ocorre
um aumento das taxas de recuperac¢io e reprodutibilidade,
porém em pH muito baixo pode ocorrer a precipitacio
do EDTA na solugdo. As concentragdes de EDTA
afetam de forma dréstica a recuperacio de tetraciclina e
oxitetraciclina, verificando-se que a taxa de recuperacio
de oxitetraciclina aumentou de 20 para 60% quando
a concentragao de EDTA foi de 0,01 para 0,1 mol/L
Entretanto, altas concentragdes desse dcido podem causar
problemas de solubilidade.

A procura por procedimentos de extracdo
que utilizem pouco ou nenhum reagente toxico levou
Furusawa? a desenvolver um método de separagio de
tetraciclinas do leite bovino, diluindo suas amostras
em agua a concentragdo de cinco vezes e passando por
coluna de extracdo de fase solida diretamente, resultando
em amostras livres de compostos interferentes e sem
necessidade da etapa de purificagdo. Essa metodologia
permitiu taxas de recuperacio maiores de 80% com
desvios padrdes variando de 1,3 a 4,8.

Etapa de limpeza de extratos para tetraciclinas

Para reduzir interferentes e proteinas, e selecionar
a concentracdo de analitos de interesse, é necessario que
os extratos passem por uma etapa de limpeza antes da
determinacao de tetraciclinas'>*. Essa etapa é de extrema
importancia, pois influencia na reprodutibilidade e nas
taxas de recuperagiao®.

As técnicas mais utilizadas para purificagio de
antibidticos sdo extragdo liquido-liquido e extragdo por
colunas de fase sdlida, porém a segunda tem recebido
maijor aten¢do por realizar extracio e purificacio,
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simultaneamente, em matrizes bioldgicas devido a sua
simplicidade, curto tempo de operacio e utilizagdo de
quantidades menores de solventes organicos®.

Tsai et al.'? trabalharam com extra¢do liquido-
liquido com parti¢ao induzida por sal (salting-out)
utilizando Na, SO, e NaCl e em seguida fizeram uma
co-precipitacao com hidroxido de magnésio, ajustando
com agua deionizada ao volume de 200 pl e filtrando em
membrana de 0,45 um, podendo ser diretamente injetado
no cromatodgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE).

Wang e Li* determinaram simultaneamente
10 residuos de antimicrobianos em leite e avaliaram
diversas colunas comerciais na etapa de purificagdo. As
colunas foram pré-lavadas com 5 ml de metanol e 5 ml
de agua ultra pura. A coluna empacotada com particulas
C-8 (ENVI-8) resultou em menores recuperagoes de
oxitetraciclina e tetraciclina do que as colunas do tipo
C-18, tendo a coluna HLB (balan¢o hidrofilico-lipofilico)
apresentado as melhores taxas de recuperacdo (acima
de 80%) para todos os 10 antibidticos avaliados. Nesse
mesmo trabalho, os autores testaram quatro reagentes
de eluicdo (metanol e 4cido oxalico em metanol nas
concentragdes de 5, 10, 15 mmol/l) e verificaram que
todos resultaram em uma eficiéncia maior que 80,1%,
sendo escolhido para o estudo 4 ml de metanol, ndo
sendo necessaria acidificagdo como recomendado por
Gentili et al.”.

No entanto, Tong et al.”> ndo conseguiram boa
recuperagdoao eluirasamostras da colunade extragao fase
solida com metanol, pois houve eluicdo de interferentes
da matriz. Para corrigir este problema, diferentes
proporg¢des de metanol-agua foram testadas, verificando-
se que quanto maior a concentragdo de agua, menos
interferentes eram eluidos, porém altas concentracdes
de agua dificultam o processo de concentragdo sob fluxo
de nitrogénio. Desse modo, os autores testaram misturas
de acetona e diclorometano como solvente de eluicio e
concluiram que acetona-diclorometano na proporc¢io de
4:6 (v/v) resulta em boa recuperacdo para tetraciclina,
doxiciclina e oxitetraciclina, eliminando as substancias
interferentes.

Identifica¢do/quantificacio de tetraciclinas

A deteccdo e quantificacio de residuos de
tetraciclinas em amostras de leite sdo realizadas
principalmente portécnicascromatograficaseeletroforese
capilar. Dentre as mais utilizadas estdo a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com sistema de detec¢ado
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por absor¢ao no ultravioleta (UV)'*?! ou por arranjo de
diodos®. A cromatografia gasosa, apesar de possuir alta
resolucdo, necessita de uma etapa de deriva¢do para
determinacdo de antibidticos, por serem polares, nio
volatilizando suficientemente ou por serem termicamente
instaveis®.

Cromatografia em camada delgada e cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia

Husain et al.®® estudaram o comportamento
cromatografico de antibiéticos em camada delgada de
troca idnica inorganica, silicato de titanio, com fases
moéveis organica, aquosa e mistura aquosa e orgénica
e concluiram que houve uma boa resolucdo dos
antimicrobianos.

Segundo Toldra e Reig’, as vantagens da
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
para deteccdo de antibidticos sdo o grande nimero de
amostras para um unico analito a ser analisado, o tempo
reduzido para obtencdo de resultados, a possibilidade de
automacéo, a sensibilidade do método, a especificidade
(dependendo da técnica de detec¢do) e os analitos, que
separados, podem ser recuperados para as andlises
confirmatorias. A visualizagdo dos componentes pode ser
feita por agente cromogénico ou luz UV. Com o uso de
densitdmetro é possivel realizar uma analise quantitativa
medindo-se a intensidade relativa da mancha na placa e
comparando-se com um padrio.

Apesar de ser uma técnica eficiente para detectar
residuos de antibidticos, tem-se procurado por métodos
que possibilitem a identificacdo e quantificagdo de forma
mais direta e sensivel.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As colunas analiticas tipicamente usadas na
separagdo de tetraciclinas sdo as de fase reversa C, ou
C, sendo que, as mais comuns sio empacotadas esféricas
e irregulares, geralmente com “end-capping™. As
colunas de fase reversa com “end-capping” sdo utilizadas
preferencialmente pela sua habilidade intrinseca de
reduzir interagdes silanois. As tetraciclinas, devido as
suas duplas ligagdes, oxigénio e nitrogénio substituintes,
reagem com silandis e tragos de metais presentes no
material de empacotamento de silica e podem produzir
picos com cauda®.

As fases moveis mais utilizadas na eluigdo
gradiente para tetraciclinas sdo compostas por 0,01
mol/l de 4cido oxdlico e acetonitrila® ou CaCl -acetato

de sddio- EDTA e metanol-acetonitrila (75:25, v/v)*
ou agua e mistura de metanol/acetonitrila®. Enquanto
que, na eluigdo isocratica, podem ser utilizados acido
oxdlico 0,01 M-acetonitrila-metanol em diferentes
propor¢oes'>4,

Zhenfeng et al’* utilizaram a coluna C
para separagdo de 7 tetraciclinas e 3 produtos de
biotransformagdo, com taxa de vazdo de 0,3 ml/min
com baixa pressio da coluna. Nesse estudo todas as
tetraciclinas e seus produtos de biotransformacgao foram
separados com o gradiente de metanol e solugdo aquosa
de 0,01 M de 4cido trifluoroacético.

As tetraciclinas apresentam forte absorcdo UV
entre 270 e 360 nm em pH 4cido e neutro, entdo o sistema
de deteccio mais comum é a absor¢do UV?. Porém,
outros detectores acoplados a cromatografia liquida de
alta eficiéncia podem ser utilizados para determinacédo de
residuos de tetraciclinas, como o detector eletroquimico
testado por Casella e Picerno®. Neste estudo, os autores
testaram o detector amperométrico usando eletrodo de
ouro policristalino operando sob condi¢des de detec¢iao
amperométrica e deteccdo amperométrica pulsada,
verificando que em condi¢bes amperométricas a 1,6 V
a determinacio de tetraciclinas em amostras de leite foi
eficiente, enquanto que, a detec¢io amperométrica
pulsada produziu uma linha base instavel e larga na
regido cromatografica préxima a do solvente e onde as
tetraciclinas foram eluidas, podendo ser resultado da
presenca de interferentes de matriz com pronunciada
atividade eletroquimica.

A determinagdo de multiresiduos (tetraciclinas,
sulfonamidas e cloranfenicol) em leite bovino foi realizada
por Mamani et al.** usando cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos, em que os
limites de deteccdo e quantificacao achados foram 20 e 60
ng/ml, respectivamente para todos os antimicrobianos,
concluiu-se que o método desenvolvido foi adequado
para determinagao de residuo de antibidticos em leite e
ainda pdde-se verificar que a estabilidade das tetraciclinas
depende da estrutura quimica de cada uma, ou seja,
a clortetraciclina sob condi¢des de estresse alcalino foi
a menos estavel e a oxitetraciclina foi a menos estavel
ao acido e oxidantes. Tsai et al.”® também analisaram
amostras de leite em cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada com detector de arranjo de diodos
e encontraram limites de detec¢ao entre 7,9 e 35,3 ng/g
para quatro tetraciclinas (oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina).
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A fluorescéncia das tetraciclinas depende da sua
forma molecular, logo, para aumentar a sensibilidade
do método, é necessario fazer uma derivagio pos-
coluna baseada em complexacio de metais. Para
analisar tetraciclinas em amostras de leite bovino por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia, Spisso et al.** utilizaram Mg** em solu¢ao de
dimetilformaldeido (alcalino) e obtiveram o maximo de
fluorescéncia quando utilizaram uma taxa de vazao de 0,6
ml/min. Nesse trabalho, os autores encontraram limites
de detecgdo de 5,1; 9,7 e 34,7 pg/kg para oxitetraciclina,
tetraciclina e clortetraciclina, respectivamente, e limites
de quantifica¢ao de 50 ug/kg para as trés tetraciclinas. Este
método foi capaz de confirmar a presenca de tetraciclinas
em amostras de leite.

A CLAE é uma das técnicas mais utilizadas por
apresentar alta sensibilidade e possibilitar uma analise
qualitativa e quantitativa eficiente, sendo possivel ainda
trabalhar com determinagdo simultinea de residuos.
Além disso, possibilita o uso do detector UV-Vis, nio
sendo necessario utilizar reagentes para deriva¢ao como
no caso do detector e fluorescéncia. Assim, os detectores
UV-Vis e de arranjo de diodos sdo mais utilizados em
analises de residuos de tetraciclinas.

Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar é uma técnica analitica
de separacio muito utilizada por sua capacidade de
determinagao de diferentes analitos simultaneamente,
apresentando alta eficiéncia e resolugdo™®.

As principais vantagens da eletroforese capilar
na determinacio de residuos de tetraciclinas sio
simplicidade, rapidez, pouco consumo de solventes,
pequena quantidade de amostra e baixa contaminagido
ambiental. Portanto, tem sido consideradaumaalternativa
efetiva ao método de CLAE, contudo, a eletroforese
capilar acoplada ao arranjo de diodos ¢ conhecida por
apresentar baixa sensibilidade devido a limitada injecdo
de amostra e a pequena janela para detecgao™.

Residuos de tetraciclina, oxitetraciclina e
clortetraciclina em leite bovino foram determinados
pela primeira vez em eletroforese capilar acoplada ao
espectrometro de massa por Wangetal.’*. A sensibilidade
desse método foi 30 vezes maior do que a resultante no
método de eletroforese capilar acoplada ao arranjo de
fotodiodos.

Vera-Candioti et al.”’, analisando antibidticos
em leite bovino cru em eletroforese capilar acoplada ao
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detector de arranjo de diodos, concluiram que o método
possui alta eficiéncia e tempo curto de andlise (8 min),
podendo ser utilizada para determinacio de residuos de
antimicrobianos em amostras de leite.

A determinagdo simultanea de seis residuos de
antibidticos, incluindo a tetraciclina, foi realizada por
Santos et al.”. Nesse estudo, os autores compararam
analises feitas em eletroforese capilar e CLAE, ambas
acopladas ao detector UV-Vis, e concluiram que os
resultados de recuperagdo foram semelhantes entre as
duas técnicas, tendo obtido para tetraciclina a um nivel
de fortificagdo de 2,5 pug/ml 68,8% para CLAE e 66,1%
para EC e a um nivel de fortificagdo de 5,0 ug/ml 73,3%
CLAE e 73,9% para EC. Ainda foi possivel verificar qual
dos dois métodos apresentaram boa repetibilidade e,
embora a CLAE tenha apresentado menores limites de
detec¢do e quantificacio e, separacio mais eficiente dos
antibioticos, a EC utiliza menores volumes de solventes
orgénicos, resultando em menor impacto ambiental.

Desse modo, verifica-se que o método por
eletroforese capilar é econdmico, traz menores prejuizos
ao ambiente e pode ter bons resultados com uma simples
troca de detector, apresentando resultados semelhantes
a CLAE, que ¢ uma das técnicas mais utilizadas para
analise de residuos de tetraciclinas.

Confirmagao da identidade das tetraciclinas

A etapa final da metodologia analitica ¢é
a confirmacio da identidade das tetraciclinas. A
espectrometria de massas acoplada ao cromatografo liquido
de alta eficiéncia é um procedimento de confirmacio
altamente especifico na anidlise de tetraciclinas. Ruyck e
Ridder® desenvolveram um método de determinagdo de
tetraciclinas em leite bovino utilizando a cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a um espectrémetro de
massa com uma interface de ionizacdo de elétrons, que
detectou concentragdes de residuos entre 5 e 20 pg/l.

Consideragdes finais

A determinacio de residuos de antimicrobianos em
leite é necessdria por tratar de medicamentos amplamente
utilizados na medicina veterinaria no Brasil e que podem
trazer prejuizos para a saude do consumidor. Além dos
prejuizos economicos para o produtor e os fabricantes
de produtos lacteos. Ha muitos fatores limitantes na
analise de tetraciclinas em leite, portanto, todas as etapas
merecem atengdo e cuidado. Recuperagoes melhores tém
sido obtidas com o uso do tampado Mcllvaine e colunas de
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fase solida (C-18) nas etapas de extragdo e limpeza. Dentre
as técnicas analiticas, a mais utilizada ¢ a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com sistema de detec¢do
por absor¢do no ultravioleta (UV) ou por arranjo de
diodos, embora existam técnicas que apresentem bons
resultados, porém, com menor sensibilidade como é o
caso da eletroforese capilar, que ainda permite uma andlise
rapida e menos poluente. Muitos autores tém desenvolvido
trabalhos para andlise de tetraciclinas em leite, porém,
ainda ha uma enorme busca e sdo necessarias melhorias
para obtencdo de metodologias rapidas, faceis, acessiveis
economicamente e ecologicamente corretas.
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RESUMO

Chlamydia trachomatis é um parasita intracelular obrigatdrio e tem sido considerado como um dos
problemas para a reprodu¢io humana. Para o presente estudo, foi realizada uma busca referente aos
principais fatores relacionados a infertilidade ou falhas em técnicas de reprodugio assistida em virtude da
infec¢do aguda ou crénica causada pela clamidia. Trata-se de uma revisdo por levantamento retrospectivo
de artigos cientificos publicados nas tltimas duas décadas (1984 - 2011). A maioria das infecgdes por
clamidia em mulheres é assintomatica e a infec¢do persistente pode ocasionar danos as tubas uterinas,
infertilidade, parto prematuro, conjuntivites no recém-nascido, doenca inflamatdria pélvica e endometrite
pos-parto. Na infecgdo em seres humanos por C.trachomatis, as proteinas expressas da familia HSP60
(Chsp60) sdo reconhecidas como antigenos. HSP60 sdo também proteinas expressas pelo zigoto de
mamiferos apds a fertilizacdo; portanto, nas mulheres com imunidade pré-existente induzida pelo
Chsp60 pode ocorrer resposta imunoldgica secundaria nos estégios iniciais da gravidez. O levantamento
bibliografico evidenciou a caréncia de artigos que comprovem que a falha de fertilizagdo in vitro seja
causada pela infeccio por C.trachomatis.

Palavras-chave. Chlamydia trachomatis, infertilidade, FIV, reprodu¢do humana, infec¢io genital.

ABSTRACT

Chlamydia trachomatis is an obligate intracellular parasite, which is believed to be one of the agents that
cause problems in human reproduction. The aim of this bibliographical review was to search the main
factors correlated with infertility or failure in the in vitro reproduction technique due to acute or chronic
infections with Ct. This retrospective review was performed on scientific articles published during the last
two decades (from 1984 to 2011). Chlamydia infections in women are mostly asymptomatic, and a persistent
infection may increase the risk of injuring the fallopian tubes, causing infertility, premature birth, newborn
conjunctivitis, pelvic inflammatory disease, and postpartum endometritis. C.trachomatist express HSP60
family proteins (Chsp60), and human recognize them as antigens. The HSP60 are also proteins expressed by
mammal zygote after fertilization; consequently, women who had previously exposed to Chsp60 antigen, a
secondary immune response might be produced in the early stages of pregnancy. This investigation showed
alack of papers which evidence the potencial role of C.trachomatis infection in vitro fertilization failure, and
also of the controversies on the best diagnostic metodologies and treatment protocols.

Keywords. Chlamydia trachomatis, infertility, IVE, human reproduction, genital infection.
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INTRODUCAO

Chlamydia trachomatis ¢ o micro-organismo
sexualmente transmissivel de maior frequéncia nos paises
desenvolvidos e esta relacionado como um dos maiores
problemas para a reprodugdo humana'.

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saiade
(OMS), em algumas partes do mundo desenvolvido, mais
de 90% da populacio esta infectada. Apesar dos esforcos
de controle de longa data, a estimativa é de que mais de
500 milhoes de pessoas estejam em alto risco de infecgao,
mais de 140 milhoes de pessoas ja estao infectadas e, em
torno de 6 milhdes desenvolveram cegueira na Africa,
Oriente Médio, Asia e alguns paises da América Latina
como consequéncia direta da infec¢iao?.

A C. trachomatis é uma bactéria intracelular
obrigatdria classificada como coco Gram-negativo, com
genoma de aproximadamente um milhao de pares de bases
e com capacidade de codificar mais de 600 proteinas. Foram
descritos 18 sorotipos distintos, sendo os responsaveis por
infecgdes do trato genital os sorotipos D e K1.

O ciclo celular clamidial é totalmente distinto das
demais bactérias. A endocitose pela célula hospedeira
permite a formagao de um complexo de inclusdo celular
ligado @ membrana. A habilidade da clamidia em sofrer
conversdo da forma inativa para a forma metabolicamente
ativa, dentro da célula hospedeira, aumenta a dificuldade
para a eliminagdo desse micro-organismo pelo sistema
imunolodgico’.

Mundialmente, a morbidade associada a infec¢éo
por C. trachomatis é bastante pronunciada’. Foi observado
que 70a80% das infecgdes em mulheres sdo assintomaticas
e, portanto, ndo diagnosticadas e ndo tratadas*, o que
mostra uma grande inter-variabilidade entre o curso e o
resultado final das infeccdes causadas por essa bactéria.
Algumas mulheres curam a infec¢do adequadamente,
sem o desenvolvimento de dano tecidual, enquanto outras
desenvolvem uma infecgdo persistente o que aumenta o
risco de danos as tubas uterinas e infertilidade’.

A patogénese da C. trachomatis associada aos
danos tubdrios ainda ndo é totalmente compreendida.
Dois mecanismos foram propostos: o primeiro, mais
importante e provavel, seria desencadeado por uma
infeccdo persistente que causaria uma doenga cronica
de baixo grau de resposta imune, que ataca e destrdi as
células do hospedeiro; o segundo propde que a propria
C. trachomatis poderia danificar as células epiteliais
tubarias do hospedeiro quando conclui o seu ciclo de
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replicagdo e corpos elementares sao liberados por citolise.
O tltimo mecanismo nédo parece desempenhar um papel
importante em infec¢des cronicas porque a persisténcia é
caracterizada pela replicacdo reduzida do patoégeno, que
permaneceria por longos periodos em fase dormente®.

Eggert-Kruse et al.” realizaram um estudo com
um total de 1303 casais com histdrico de infertilidade na
Alemanha e determinaram que, embora nio diretamente
responsaveis pelos quadros de infertilidade, as infecgdes
por C. trachomatis agravaram os casos por modificarem
diversos aspectos da fisiologia reprodutiva feminina e
masculina. Esses fatores de infertilidade sao encontrados
em mais de 50% das pacientes com sorologia positiva
para C. trachomatis, no entanto, a oclusio tubdria total
érara (4%)’.

A infertilidade devido a obstruc¢io da tuba uterina
é uma causa comum para a indicagdo de fertiliza¢o in vitro
(FIV) e transferéncia de embrides. A maioria das mulheres
cominfertilidade tubariaapresentainfec¢do silenciosa, com
evidéncia sorologica de exposicao a C. trachomatis’, mas
sem histdrico de infec¢do sintomatica pélvica ou aquisicao
de uma doenca sexualmente transmissivel (DST)".

A infeccdo por C. trachomatis pode causar
risco de ruptura prematura de membranas e de parto
prematuro, conjutivites e manifestacdes respiratdrias
no recém-nascido. A infec¢ao do trato genitourinario,
geralmente se manifesta de forma assintomatica e como
consequéncias desta manifestacio silenciosa pode ocorrer
Doenga Inflamatéria Pélvica (DIP), gestagdo ectdpica e
endometrite pds-parto®.

A Doenga Inflamatdria Pélvica refere-se a infecgao
do ttero, tuba uterina e estruturas pélvicas adjacentes, que
nao estdo associadas a cirurgias ou gravidez’.

A gravidez ectépica é a principal causa de
morbidade e mortalidade materna em gravidez precoce'
e tem sido associada com sorologia positiva para
C. trachomatis em varios estudos. Casos de infec¢do por
clamidia néo tratada, além de resultarem em dor pélvica
crénica em mulheres, favorecem a transmissdo vertical'’.

Em um estudo com mais de 13.000 participantes,
a probabilidade de subfertilidade foi avaliada na
sequéncia de um teste positivo para C. trachomatis, em
amostras obtidas do colo do ttero e/ou uretra. As taxas de
natalidade e hora do nascimento foram comparadas entre
mulheres com testes positivo e negativo. Constatou-se
que quase todos os casos positivos receberam antibidticos
como tratamento, assumindo-se que a probabilidade de
subfertilidade deva ser maior'.
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As proteinas de choque térmico (HSP - heat shock
proteins) sao proteinas de estresse existentes em diversos
organismos e estdo envolvidas com a sobrevivéncia
desses organismos em condigdes ambientais adversas.
Durante o desenvolvimento embrionario dos mamiferos
as HSPs exibem vias de expressdo especificas. As HSPs
e chaperonas desenvolvem fung¢des importantes para a
regulagdo da diferenciacdo, divisdo e apoptose celular.
Assim acredita-se que a presenca de HSPs seja essencial
para a multiplicacao celular®.

Apesar de estarem, inicialmente, associadas a
propriedades benéficas e fisioldgicas, a expressiao das
HSPs tem sido associada a varias condigoes patologicas.
Membros da familia HSP 60 (Chsp60), sdo especialmente
reconhecidos como antigenos imunodominantes de
alguns patogenos, como a C. trachomatis’. A infecgdo
detectada e prolongada por C. trachomatis poderia induzir
hidrossalpinge, bem como a produgdo de anticorpos
contra proteinas de choque térmico de clamidia que
possuem 60 kDa (Chsp 60). A presenca de imunidade
cervical contra a proteina Chsp 60 foi associada com
insucessos de FIV, possivelmente devido a indu¢io de
autoimunidade contra as proteinas de choque térmico
homologa humana de 60 kDa (HSP 60)".

HSP60 é uma das primeiras proteinas expressas
pelo zigoto de mamiferos ap6s a fertilizagdo e esta presente
tanto nos estagios embrionarios iniciais quanto logo apds o
parto"’. Portanto, mulheres com imunidade pré-existente
para Chsp60, nos estagios iniciais de gravidez podem
sofrer reativagao de linfdcitos sensibilizados contra HSP60
por meio de uma reagdo cruzada. A resposta imunoldgica
pro-inflamatéria subsequente pode promover rejeigao
imunoldgica ao embrido. Resposta imune dirigida contra
HSP60 tem sido associada a abortos espontineos e
dificulta o sucesso de técnicas de fertilizacao®.

Spandorfer et al'® realizaram um estudo
correlacionando infec¢bes silenciosas por clamidia,
infertilidade tubaria e a presenca de anticorpos contra as
Chsp 60 e insucessos com técnicas de FIV. Os resultados
demonstraram que pelo menos 75% das mulheres no
estudo, que eram incapazes de engravidar devido a oclusdo
das tubas uterinas, ndo tinham histéria prévia de DST. No
entanto, a oclusao tubaria foi fortemente associada aos
anticorpos circulantes para os antigenos estruturais de
C. trachomatis. Isto destaca o carater assintomatico das
infeccoes do trato genital e a relagao entre o “siléncio” da
DIP assintomatica e infertilidade tubaria. Os resultados
ressaltam a necessidade de técnicas de rastreamento para

infeccoes assintomaticas em mulheres sexualmente ativas,
podendo auxiliar no controle e tratamento da paciente,
bem como a busca desse micro-organismo em casais com
problemas de fertilidade'®.

A C. trachomatis atinge pessoas de ambos os sexos
e tal infeccio independe da idade, nimero de parceiros e
condigdes socioecondmicas, entretanto a infec¢do possui
um maior impacto na satide reprodutiva das mulheres'.

No que diz respeito a sorologia positiva para
clamidia nos homens, os resultados também foram
significativamente correlacionados com um fator para
danos tubdrio em suas parceiras, o que sugere a infecgdo
como causa ou cofator de infertilidade dos casais.
No entanto, os demais fatores envolvidos com a fertilidade
masculina como: volume de ejaculagdo, pH, viabilidade
e concentragdo de frutose no liquido seminifero e
motilidade de espermatozdides nio estavam alterados em
pacientes positivos para infeccao’.

Os potenciais mecanismos para o efeito na
fertilidade de infec¢des por clamidia em homens ndo
foram ainda bem descritos, porém existem teorias que
sugerem efeitos diretos e/ou indiretos em espermatozdides
ou inflamacio dos tdbulos acarretando obstrucio
e/ou danos epiteliais que resultam em diminui¢do da
espermatogénese’’.

Diagnéstico

Alguns critérios clinicos objetivos como secregao
mucopurulenta endocervical, eritema e sangramento
de mucosa podem ser utilizados para o diagndstico
de infeccdo por C. trachomatis, no entanto, a maioria
dos casos de infeccdo clamidial sdo assintomaticos ou
minimamente sintomaticos, e ndo demonstram sinais
clinicos especificos'.

Os principais testes para o diagnostico de
infeccdo por clamidia sdo a pesquisa de antigenos,
por meio de cultura, imunofluorescéncia direta (IFD),
imunoensaio enzimatico, pesquisa de acidos nucléicos
por métodos de amplificacio (PCR) ou pesquisa de
anticorpos por imunofluorescéncia indireta (IFI),
microimunofluorescéncia  indireta e imunoensaio
enzimatico indireto®.

A técnica considerada padrio ouro para
teste de anticorpos especificos para clamidia é a
microimunofluorescéncia (MIF), porém esta é muito
trabalhosa e precisa de muito treinamento do analista
para uma correta interpretacdo dos dados, o que limita a
sua utilizagdo pela maioria dos laboratérios®.
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Anticorpos Anticlamidial (IgG CAT) sao
utilizados como marcadores de contato prévio com estes
micro-organismos®. Desde que a associagdo entre as
infeccoes por C. trachomatis, a presenca de IgG em soro e
a patologia tubadria foi observada, o teste sorologico para
pesquisa de anticorpo IgG (CAT) foi introduzido como
padrao para triagem de DIP no tratamento de infertilidade
humana®.

Infecgdes recorrentes por C. trachomatis afetam
principalmente os adolescentes e persistem por uma
década ou mais. Estas infeccdes podem permanecer
silenciosas até que as mulheres apresentem subfertilidade
ou infertilidade. Os anticorpos séricos IgG sao conhecidos
por permanecer detectaveis durante muitos anos?'.

Chlamydia hsp 60 (chsp60) é uma proteina
clamidial género especifica que pode ser utilizada pelo
sistema imune como fator antigénico. A presenca de
anticorpos para chsp60 foi sugerida como marcadora para
inflamacdo crénica e pode ser um bom indicador para o
risco de patologia tubaria®.

Impacto na Reprodugio

Uma melhor compreensdo do papel de infeccoes
persistentes por C. trachomatis na infertilidade, associada
ao fator tubdrio, pode ser util na otimizacdo de técnicas
de fertilizacdo, incorporando-se os testes de selecdo para
persisténcia de infec¢oes de C. trachomatis.

Mesmo sendo um assunto de interesse, 0s
trabalhos presentes em bancos de dados (Scielo, Pubmed,
Bireme) sao genéricos quanto ao assunto e deixam
algumas perguntas sem respostas, entre elas: qual o melhor
exame para detectar infec¢des silenciosas? Quanto tempo
apos o tratamento recomenda-se a fertilizacdo? Qual a
porcentagem de insucessos na fertilizagdo em decorréncia
de infeccoes por C. Trachomatis?

Nos ultimos 25 anos cerca de 11.780 artigos foram
publicados sobre C. trachomatis, no entanto, quando o
termo é associado a fertilizacdo (78) ou falha do processo
de fertilizacdo in vitro (8), o nimero de publicagbes sofre
uma drastica reducido. Estes dados demonstram que
existe uma caréncia em relagdio ao numero de artigos
publicados sobre infec¢oes por C. trachomatis e insucessos
de fertilizagdo in vitro. Esse fato é curioso, pois este é
um assunto de grande importancia, visto que infec¢des
associadas a essa bactéria tém sido constantemente
relacionadas aos problemas de fertilidade humana.

Esses artigos estdao distribuidos em diversas
areas do conhecimento como: medicina, imunologia e
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microbiologia, bioquimica, genética e biologia molecular,
farmacologia, toxicologia, farmacia e veterinaria, porém
poucasrevistas especializadas no assunto publicaram sobre
o tema. Revistas cientificas como: Human Reproduction,
Human Reproduction Update, Ceska Gynekologie e
Fertility Sterility, publicaram em média apenas cinco
artigos sobre o tema C. trachomatis no periodo referido.

Outras palavras-chave foram associadas a
infecgoes por C. trachomatis. As mais recorrentes,
no periodo avaliado, foram: doen¢a sexualmente
transmissivel (508) e infec¢do sexualmente transmissivel
(463). No entanto, novas pesquisas sdo necessarias,
principalmente aquelas relacionadas a conduta clinica
ap6s uma infec¢do por C. trachomatis para garantir que a
fertilizacao seja bem sucedida.

Técnicas de fertilizacdo in vitro sdo dispendiosas
e requerem dedicacdo especial por parte do casal. Esse
esforco pode ser perdido em decorréncia das falhas na
conduta pré-fertilizacdo, como a falta de diagnoéstico para
infec¢des por C. trachomatis.

Os ginecologistas, muitas vezes, conseguem
estimar as chances de sucesso com os procedimentos e
gravidez, bem como a melhor conduta para a fertilizagao,
com base em experiéncias clinicas. No entanto, um
estudo relatou que essa estimativa é mais assertiva
para casos de gravidez espontanea quando comparada
aos casos de gravidez apds fertilizagdo in vitro™. A
importincia de estimar as chances de concepcio apds
a conclusao da fertilizagdo gerou trabalhos baseados
nas taxas de sucesso do tratamento no histérico dos
pacientes, principalmente no diagndstico das DSTs,
entre elas a infec¢do por C. trachomatis**. Essa previsao
pode diminuir o estresse e a angustia apos a fertilizagdo
e ajudar no sucesso da técnica empregada.

Diversos artigos descrevem a infec¢do por
C. trachomatis como a principal causa de infertilidade e,
também sua associacdo com a falha de FIV e consequente
aborto espontdneo”. No entanto, ndo se encontram artigos
epidemiolégicos que comprovem especificamente que a
falha de FIV seja causada pela infec¢do por essa bactéria.

O problema para os centros especializados em
reproducio assistida reside na avaliacdo de pacientes que
desconhecem se tiveram ou ndo infec¢do por clamidia
ou ainda, que fizeram tratamento com antibidticos, mas
que apresentam sequelas condizentes com infec¢des
assintomaticas causadas por clamidia, uma vez que
a reativacdo da doenca pode levar ao insucesso das
técnicas de fertilizacio.
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Embora uma vasta revisdo da literatura tenha
sido realizada, os resultados apresentados nestes artigos
sdo contraditdrios, concluindo que, ambos os anticorpos
anti-estrutural clamidia e anti-chsp60, ndo podem ser
considerados padrdo ouro para prever o resultado de FIV
em casais infectados por C. trachomatis. Portanto, a fim
de definir o melhor marcador, ou a melhor associa¢ao de
marcadores, estudos mais aprofundados sdo necessarios®.

Abuscadeinformagdes sobre os mecanismos pelos
quais as infec¢des causadas por C. trachomatis provocam
insucessos em FIV direcionam a investigagdo para causas
relacionadas as sequelas ou a infertilidade masculina.
Raros trabalhos abordam o problema do ponto de vista
da infeccdo masculina, entretanto, quando a profilaxia é
necessaria, o tratamento do casal é recomendado.

Os baixos indices de publicagdo sobre infecgdo
masculina por clamidia pode ser justificado pelo
tratamento prévio de centrifugagdo do material seminal
que ¢ realizado na técnica de FIV. No entanto, Al-Mously
et al.* realizaram um experimento com 100 amostras
de sémen, sendo que 13 continham niveis detectaveis
de DNA de C. trachomatis e, em apenas 7 amostras,
este componente foi completamente removido depois
da lavagem do esperma. Nas 6 amostras restantes com
a presenga de DNA positivo, o nimero de cdpias apds
preparagdo variou, mas permaneceu capaz de provocar
uma infeccdo in vitro. Como conclusdo o trabalho
alerta para o fato de que infec¢des ndo diagnosticadas
por C. trachomatis em homens poderia levar a infec¢ao
ou contaminagdo do sistema de cultura pela FIV, pois o
método de lavagem de esperma nao é 100% eficaz*.

Outro ponto relevante é a contaminagio apds a
fertilizagdo, ou a reativagido da infecgdo. Este fato pode
ocorrer caso o parceiro nado seja tratado para infecgdo
clamidial. Caso a exposi¢ao aconte¢a durante a gravidez,
pode ocorrer ectopia cervical. A corioamnionite pode
ocorrer devido a emissdo de citocinas no liquido amnidtico,
promovendo secrecdo de prostaglandinas (PGE2),
responsavel por contragdes uterinas que levam ao aborto
espontaneo”. Em maes nao tratadas, o fator de risco de
contaminagdo para o feto, que ndo ¢é totalmente protegido
pelos anticorpos maternos, ¢ de 20-50% para conjuntivite
e 10-20% para sindrome da doenca respiratéria com
pneumonia. Estes resultados reforcam a necessidade de
detec¢ao de clamidia entre 24-26 semanas de gestacao®.

O levantamento realizado demonstrou que
embora muito se saiba sobre a infertilidade por oclusio
de tuba uterina em infec¢des silenciosas decorrentes de

reagdes autoimunes. Ainda ndo existe consenso quanto
ao melhor exame para detecgdo dessas infeccoes e qual
a melhor conduta para evitar falhas em técnicas de
fertilizagdo in vitro. A falha em FIV por infec¢des por
clamidia é um assunto relevante que, portanto, necessita
ainda de extensa pesquisa.

CONSIDERACOES FINAIS

o C. trachomatis esta relacionada como um dos maiores
problemas para a reproduc¢do humana, podendo causar
ruptura de membranas, parto prematuro, DIP, gestacao
ectdpica e endometrite pos-parto;

o Foi observado, de acordo com a literatura, que a
maioria dos homens e das mulheres apresenta infecgdo
assintomatica;

» O mecanismo de infertilidade estd associado a presenga
de autoanticorpos contra hsp60, induzidos por infeccoes
silenciosas de clamidia, responséveis por danificar o
embrido. Isso ocorre quando os embrides em estagios
iniciais de desenvolvimento expressam hsp60 que sdo
reconhecidas pelos anticorpos maternos, levando a
destruicio do embrido e consequente falha da FIV;

« Os principais testes para diagndstico de infec¢ao
por clamidia sdo imunofluorescéncia direta (IFD),
pesquisa de 4dcidos nucléicos por método de
amplificagio (PCR), imunofluorescéncia indireta
(IFI), microimunofluorescéncia (MIF), imunoensaio
enzimdtico indireto e pesquisa de anticorpos para
Chsp60;

» Ha poucos trabalhos que discorrem sobre o melhor
exame para a deteccéo de infecgoes silenciosas, o tempo
recomendado para a fertilizacio apds tratamento
e a porcentagem de insucessos em fertilizacdo em
decorréncia de infecgdo por C. trachomatis.
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RESUMO

O enorme desenvolvimento que tem ocorrido na drea alimenticia gera a necessidade de legislagdes que
regulamentem o setor nos ambitos de qualidade, seguranca e rotulagem. Entretanto, o cumprimento das
legislagdes muitas vezes ndo tem sido observado. Este trabalho teve o objetivo de verificar a conformidade
da rotulagem de 13 categorias de produtos alimenticios comercializados na cidade de Sao Paulo frente
a legislacdo brasileira em vigor e apresentar propostas para sua melhoria. Dos 52 rétulos analisados,
80,8% apresentaram no minimo um tipo de ndo conformidade frente a legislagdo vigente e, apenas
19,2% estavam plenamente de acordo com o estabelecido na legislagdo. A categoria que apresentou
maior nimero de itens ndo-conformes foi a categoria de alimentos para praticantes de atividade fisica.
Com relagdo ao numero de rétulos ndo confomes, quatro categorias (bombons, leites UHT, biscoitos e
alimentos infantis) apresentaram 100% de rétulos ndo confomes. Ja com relagio ao tipo de irregularidade,
a tabela nutricional foi o item avaliado que apresentou maior numero de irregularidades. Desta forma,
alguns itens da legislagdo sdo discutidos, a fim de proporcionar uma melhor adequagdo dos rétulos as
necessidades dos consumidores.

Palavras-chave. alimento, rotulagem, legislacdo sanitdria, consumidor.

ABSTRACT

The huge development that has occurred in the food sector generates the necessity of laws regulating the
industry in the areas of quality, safety and labeling. However, compliance with legislation is not always
observed. The study verified labeling conformity in 13 categories of food products sold in Sao Paulo city
with Brazilian legislation and proposed suggestions for their improvement. Among 52 labels analyzed,
80.8% presented at least one type of non-conformity with legislation and only 19.2% were fully in
accordance with the established in the legislation. The category that presented the largest amount of non-
compliant items was the food category for practitioners of physical activity. With respect to the number
of non-compliant labels, four categories (chocolates, UHT milk, biscuits and infant food) presented 100%
non-compliant labels. Regarding the type of non-conformity, the nutritional table was the item analyzed
which presented the largest number of irregularities. Thus, some items of the legislation are discussed in
order to provide a proper adequacy of labels to consumer’s needs.

Keywords. food, labeling, legislation, label, consumer.
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INTRODUCAO

E fundamental a existéncia de legislagdes que
estabelecam critérios de qualidade que compreendam
todas as etapas de produgdo, processamento,
armazenamento, conservagdo e exposi¢io a venda.
As normas devem ser constantemente atualizadas e
revisadas, de modo a atender o dinamismo crescente do
desenvolvimento tecnolégico’.

A importancia da existéncia de legislagdes que
regulamentem os padrdes de identidade e qualidade e
que determinem as normas de rotulagem dos produtos
alimenticios torna-se cada vez mais evidente pelo enorme
desenvolvimento que tem ocorrido no setor alimenticio.
Este crescimento pode ser observado nos dados de
faturamento da industria de alimentos, R$112 bilhdes em
2001 para R$184,6 bilhoes* em 2005. Também se podem
citar os dados do IBGE 2008, que apresentou distribuicao
de consumo de alimentos pela popula¢do brasileira de
85% de alimentos industrializados e somente 15% de
alimentos in natura’.

Com este grande desenvolvimento do setor
alimenticio, o direito do consumidor a informacao sobre o
valor nutritivo de cada alimento e das condig¢des sanitarias
dos mesmos ja tem provocado polémica quanto ao grau
em que esta informagdo devera ser obrigatoriamente
fornecida ao consumidor. Na elabora¢do de um rétulo
de um alimento, deve sempre existir preocupagdo com o
consumidor e, as informagdes devem estar ao alcance da
sua compreensio’.

Teoricamente, as legislagdes deveriam ser
suficientes para coibir qualquer desentendimento entre
as partes envolvidas: setor industrial e consumidores.
Acontece porém, que na pratica uma das partes nio
respeita as regras estabelecidas®.

Facilmente observa-se a nao conformidade de
muitos produtos comercializados livremente. Como
exemplo, pode-se citar um estudo descrito por Maio et al.?
para avaliagdo dos teores de minerais e contaminantes
inorganicos em aguas minerais o qual identificou que 63%
das marcas de aguas minerais nacionais nao atendiam a
legislagdo com relagao a declaragao do teor de minerais
na rotulagem.

O trabalho de Aratjjo e Aradjo® pesquisaram, 27
produtos lacteos enriquecidos com vitamina D, célcio e
ferro, comercializados em Brasilia/DF e, verificaram que
23% dos produtos comercializados como enriquecidos,
ndo atendiam as especificagdes legais com relagdo as
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informagdes nutricionais de rotulagem e que 22%
utilizavam atributos ndo previstos na legislacao.

Desdeoiniciodadécadade1980,aconscientizagio
do publico a respeito da relagdo entre dieta e saude
tem aumentado marcadamente. Atualmente, a maioria
das pessoas ja considera que a dieta é um importante
determinante da saude. Entretanto, hd muita informacao
em rotulos alimenticios que pode ser enganosa,
considerando-se o frequente uso de palavras ambiguas,
confusas e termos vagos’.

Deacordo com Coutinho?,43% dos consumidores
brasileiros, no ato da compra dos alimentos, buscam nas
embalagens informagoes sobre os beneficios para a saude.
Muitos entrevistados afirmaram acreditar na capacidade
de prevencio e controle que a alimentagdo pode exercer
sobre doencas como o cancer, a hipertensdo arterial, a
obesidade e as doencas do coragdo. Outro estudo, realizado
com frequentadores de supermercados, concluiu que
61% dos entrevistados liam os rétulos dos produtos que
compravam; porém, a autora ressaltou que tal conduta
referia-se, particularmente, aqueles consumidores com
problemas de satide ou de classe social mais elevada’.

Varios estudos identificaram a dificuldade
do consumidor em compreender as informac¢des
disponibilizadas nos rétulos dos alimentos por nao serem
claras. Além disso, muitos consumidores nio conheciam
a rotulagem nutricional e, alguns nao demonstraram
interesse por esses dados™.

Medidas legislativas, como ¢é o caso das
regulamentagdes sobre rotulagem alimentar, sdo vistas
como importantes atividades de promoc¢io de saude.
O uso destas justifica-se como modo de auxiliar as pessoas
a melhorar suas dietas’. Ademais, é importante atualizar
regulamentos ja ultrapassados, incorporar conhecimento
novo, preencher lacunas e recomendar agdes integradas
e continuas de educagdo alimentar subsidiadas por
pesquisas cientificas. A legislacdo na area de alimentos
deve ser vista como estratégia para auxiliar na redugéo
dos indices de obesidade, das deficiéncias nutricionais
e das doengas cronicas nao transmissiveis associadas ao
padréo de consumo''.

Portanto, é importante a identificacdo dos itens
da legislacao que requerem maior aprimoramento, uma
vez que o setor necessita de estudos que disponibilizem
informagdes para uma melhor adequagao dos roétulos as
necessidades dos consumidores.

Este estudo tem o objetivo de verificar a
conformidade da rotulagem de algumas categorias de
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produtos alimenticios comercializados na cidade de Sao
Paulo frente a legislacdo brasileira em vigor, analisando
dados quantitativos e qualitativos da conformidade e da
ndo conformidade dos rétulos dos alimentos frente a
legislagdo brasileira e apresentar propostas para melhoria
das normas atualmente em vigor.

MATERIAL E METODOS

Conforme os levantamentos bibliograficos
realizados pelo Departamento Econémico da Associagdo
Brasileira das Industrias da Alimentagido (ABIA) e pela
Associagdo Brasileira da Industria de Alimentos para
Fins Especiais e Congéneres (ABIAD), foram escolhidas
11 categorias de produtos de grande consumo pela
populagdo e duas categorias de produtos para grupos
populacionais especificos.

Foram analisados rétulos de produtos das seguintes
categorias de alimentos: sorvetes, picolés, sobremesas
congeladas, chocolate ao leite, bombons, chocolate branco,
leites UHT, leites em po, biscoitos, produtos refrigerados
(iogurtes e leites fermentados), alimentos a base de soja,
alimentos para praticantes de atividade fisica (repositores
hidroeletroliticos e repositores energéticos) e alimentos
infantis (cereais para alimentagdo infantil e alimento
nutricionalmente completo para nutri¢do enteral ou oral
para criancas).

Para cada categoria de alimento foram analisados
os rotulos de quatro marcas diferentes de produto, tanto
de grandes como de menores produtores e importadores,
totalizando um estudo completo de 52 rétulos adquiridos
em mercados e supermercados da cidade de Sdo Paulo.

Para verificagdo da conformidade e ndo
conformidade da rotulagem foram utilizadas todas as
legislagdes em vigor pertinentes aos produtos estudados.

Para rotulagem geral, utilizaram-se as legislages
do Ministério da Satde - Resolu¢do RDC n° 259, de
20 de setembro de 2002, do Ministério da Agricultura -
Instrucdo Normativa n° 22, de 24 de novembro de 2005 e
do INMETRO - Portaria n° 157, de 19 de agosto de 2002'.

Quanto a declaragdo da informagio nutricional,
foram utilizadas as legislagdes: Resolugdo RDC n° 360,
de 23 de dezembro de 2003"; Resolu¢io RDC n° 359, de
23 de dezembro de 2003 e Resolucio RDC n° 269, de
22 de setembro de 2005".

Além destas legislagoes citadas, foram utilizados
também: normas basicas de alimentos; normas que
regulamentam o registro de produtos alimenticios; os

Regulamentos TécnicosdeIdentidade e Qualidade (Padrao
de Identidade e Qualidade - PIQ), que estabelecem os
requisitos a que deve atender cada tipo de alimento; os
Regulamentos Técnicos que estabelecem limites maximos
de utilizacdo de Aditivos; e os Regulamentos Técnicos
Especificos, que determinam normas para alimentos com
alguma finalidade ou caracteristica especifica, como os
regulamentos de alimentos com informagdo nutricional
complementar e alimentos para fins especiais.

A analise foirealizada comrelagdoatodalegislacao
brasileira em vigor pertinente para cada um dos produtos
por meio de um questionario criado exclusivamente para
esta finalidade.

O questiondrio foi elaborado considerando-se
os seguintes critérios: tamanho de letra; legibilidade dos
textos; denominacéo; marca; indica¢io de peso liquido/
contetdo; identificacdo de origem; informacgao nutricional
complementar; alegacoes funcionais e/ou de saude; lista
de ingredientes; utilizagao de aditivos; modo de preparo;
modo de conserva¢do; modo de conservagio apds aberta
a embalagem; data de validade; validade apos aberta a
embalagem; data de fabricacdo; identificagdo do lote;
numero deregistro; carimbo do Servico de Inspe¢ao Federal
— SIF; dados do fabricante; expressdo “Contém Glaten” ou
“Néao Contém Gluten”; expressio “Contém Fenilalanina”
(para produtos com aspartame em sua formulac¢do); frases
relativas ao uso de corantes artificiais; tabela nutricional;
figuras, simbolos, ilustragdes e desenhos; frases especificas
dos Regulamentos Técnicos; frases ndo previstas nos
Regulamentos Técnicos; frases/ilustragdes para alimentos
para lactentes e criancas de primeira infncia.

Com relagdo a andlise estatistica dos resultados
obtidos, foi realizada andlise estatistica de compararagio
entre as categorias de produtos e entre os tipos de
irregularidades pelo teste apropriado para avaliar
diferencas de propor¢ées em dados provenientes de
contagens, Qui-Quadrado ou Exato de Fisher, quando
uma das casas das tabelas 2X2 apresentasse valores
inferiores a cinco.

Além disso, em busca de uma visao global acerca
da relagao entre os tipos de irregularidades encontradas
e as categorias de produtos analisadas, realizou-se uma
analise multivariada dos dados. Realizou-se Analise
de Variancia e Andlises de Agrupamento (“Cluster”)
que permitiram averiguar a existéncia de padrdes de
produtos de acordo com os erros de rotulagem que os
mesmos apresentaram. Para tanto, realizou-se a Analise
de Agrupamento Hierdrquica adotando-se o método
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de Ward’s e o coeficiente de dissimilaridade distancia
Euclidiana (quanto menor a distancia entre dois locais,
mais similares eles sd0)!® e, também a Analise de
Agrupamento ndo hierarquica (K-means).

Esse conjunto de andlises possibilitou o agrupamento
de categorias de produtos com itens irregulares em comum
e, seus respectivos efeitos em subgrupos com a maxima
homogeneidade entre as categorias no grupo e maxima
heterogeneidade entre os grupos'®.

Os resultados foram expressos em porcentagem
e as andlises estatisticas realizadas adotando-se nivel
de significancia de 5% (p<0,05). Para expressao
dos resultados foram enfatizadas as diferencas que
representam maior significancia experimental. Todas as
analises estatisticas e exploratdrias foram realizadas pelo
programa STATISTICA 8.0%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Panorama geral

Considerando os 52 rétulos analisados, 42 rétulos
apresentaram no minimo um tipo de niao conformidade
frente a legislagdo, o que representa 80,8% dos rétulos
analisados. Apenas 10 rétulos estavam plenamente
de acordo com a legislagdo e, portanto, apenas 19,2%
dos rétulos analisados atendem ao estabelecido na
legislacdo brasileira.

Roétulos conformes e niao conformes por categoria

A Figura 1 apresenta os resultados de
conformidade e ndo conformidade dentro de cada uma
das categorias de alimentos analisadas.

E possivel observar que todas as categorias
apresentaram grande quantidade de rétulos nao
conformes. Identificou-se que das treze categorias
analisadas, quatro delas (bombons, leites UHT, biscoitos
e alimentos infantis) apresentaram 100% de rétulos
nao conformes, significando que para estas quatro
categorias de produtos, todos os rotulos analisados
estavam ndo conformes.

Isto se deve a alguns erros que se repetem
comumente dentro de uma mesma categoria de
produtos. Os alimentos infantis sio um exemplo
claro desta repeticdo de irregularidades, uma vez que
apresentaram erros comuns de utilizagdo de ilustragoes
e frases nao permitidas pelos Regulamentos técnicos e
nao conformidades ou auséncia das frases exigidas em
produtos para criancas de primeira infancia.
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Figura 1. Representagdo grifica dos rotulos conformes e nio
conformes por categoria

A maioria das categorias analisadas apresentou
75% de rétulos nao conformes. Apenas uma categoria
de produtos, sobremesas congeladas, apresentou 50% de
rétulos conformes e 50% de rétulos ndo conformes.

Itens nao conformes

Na Figura 2 estdo ilustrados os nimeros de
irregularidades encontradas dentro de cada uma das
categorias analisadas, ou seja, o numero de itens ndo
conformes que cada categoria de produtos apresentou.

Pode-se observar que todas as categorias
apresentaram irregularidades quanto a legislacao brasileira
vigente, somando um total de 217 itens nao conformes.

Entre as categorias de produtos analisados,
¢ possivel identificar que a categoria que mais
apresentou irregularidades foi a categoria de alimentos
para praticantes de atividade fisica. Isso se deve,
principalmente, por esta ser uma categoria com grande
numero de alimentos importados, os quais muitas vezes
niao seguiam a legislacdo brasileira de rotulagem e,
portanto, contrariaram as determinagdes legais de que os
rétulos devem trazer todas as informagdes obrigatérias
do pais onde serdo comercializados.

As categorias picolés, alimentos a base de soja,
leites em pd, biscoitos e alimentos infantis também
apresentaram grande numero de irregularidades.

A categoria que apresentou menor nimero de
irregularidades foi a categoria de bombons, em que foram
identificados cinco itens ndo conformes.
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Figura 2. Numeros de itens nao conformes por categoria de produto

Comparativamente foi possivel observar algumas
diferengas significativas em relagdo aos nimeros de itens
nao conformes entre as categorias de produtos.

Os alimentos para praticantes de atividade fisica
foram os que apresentaram maior propor¢do de itens
nao conformes, chegando a apresentar até 18,6% a mais
de nao conformidades com relagdo a outras categorias,
como é o caso de bombons (p<0,05).

Com relacio aos alimentos para fins especiais, os
alimentos para praticantes de atividade fisica apresentaram
resultado da ordem de 10% a mais de ndo conformidades
quando comparado aos alimentos infantis (p<0,05).

A segunda categoria que apresentou maior
numero de itens ndo conformes, que foi a categoria de
picolés, chegou a apresentar aproximadamente 13% a
mais de ndo conformidades com relagdo a categoria
de bombons (p<0,05), 10% em relagao a categoria de
sobremesas congeladas (p<0,05) e 8% quando comparado
as categorias de chocolate ao leite e leites UHT (p<0,05).

Entre sorvetes e picolés houve diferenca de
conformidades apenas marginalmente significativa
(p<0,10), embora percentualmente a diferenca tenha sido
de 7,7% em relagdo aos itens ndo conformes destas duas
categorias de alimentos.

Considerando-se as categorias de chocolates
analisadas, os bombons apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) em relagao aos chocolates brancos,
sendo que os chocolates brancos apresentaram 7% a mais
de ndo conformidades em rela¢édo aos bombons.

Quanto aos produtos lacteos, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre leites em
po, leites UHT e produtos refrigerados.

Resultados por tipo de irregularidade

A partir da Figura 3, é possivel observar quais
foram os pontos de irregularidades encontrados nos
rétulos analisados com suas respectivas porcentagens.

Foi possivel obter algumas informagoes
interessantes a partir da andlise estatistica (Teste
Qui-quadrado ou Exato de Fisher) de comparagao das
ndo conformidades entre os itens avaliados.

A tabela nutricional apresentou uma propor¢io
de até 61,5% mais erros do que os demais itens avaliados
(p<0,05), como ¢ o caso do item Marca, que foi identificado
em todos os rétulos analisados.

As tabelas nutricionais apresentaram diversos
tipos de irregularidades, como por exemplo: nio
adequagdo aos requisitos da Resolu¢ao 360/03" de
rotulagem nutricional; tabela sem a identificagdo dos
nutrientes para os quais se faz informagdo nutricional
complementar; coluna de Valor didrio considerando
valores para criangas; entre outros.

Desse modo, a tabela nutricional, que apresentou
maior nimero de ndo conformidades entre os itens
avaliados, apresentou diferenca significativa em relagdo a
todos os demais itens avaliados (p<0,05).

O item avaliagdo de figuras, simbolos, ilustracdes e
desenhos dos rétulos apresentaram aproximadamente 19%
mais erros (p<0,05) que outros itens avaliados como data de
validade e informagoes de painel principal, os quais também
apresentaram alto nimero de nao conformidades.

Observou-se que diversos rotulos (32,7%),
apresentaram  figuras, simbolos, ilustracbes e
desenhos que nao correspondiam a composi¢io do
alimento. Foi identificado que 30,8% dos rdtulos
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0,0% - Marca
0,0% - Data de fabrica¢io
0,0% - Carimbo do Servigo de Inspeclo Federal - SIF
0,0% - Auséncia da expressdo relativa 3 Fenilalanina
1,9% - Validade apds aberta a embalagem
1,9% - Modo de conservagdo apos aberta a embalagem
1.9% - Auséncia do modo de preparo
1,9% - Auséncia da lista de ingredientes
1,9% - Auséngia de rétulo
3,B% - Auséncia da expressio relativa ao Gliten
3,8% - Modo de conservacio
3,8% - Ndo-conformidades no modo de preparo
5,8% - Nio-conformidades quanto 4 indicagio de Gliten
7.7% - Frases relativas 20 uso de corantes artificials
7,7% - Dados do fabricante
| 7.7% - Identificacio do lote
7,7% - Identificacdo de origem
7,7% - Legibilidade dos textos
U 9,6% - Numero de registro
13,5% - Data de validade
13,5% - InformagBes de painel principal
17,3% - Utiliza¢do de aditivos

19,2% - Frases/ilustragBes para alimentos para criangas de primeira infincia

19,2% - N3o-cont

19,2% - Denominagio
19,2% - Tamanho de letra

na lista de ingr
19,2% - Alegagdes funcionals efou de satde

25,0% - Frases especificas dos Regulamentos Téenlcos

25,0% - Ind

de peso liquidt
26,9% - Informagdo nutricional complementar

30,8% - Frases nio previstas nos Regulamentos Técnicos
32,7% - Figuras, simbolos, ilustracdies e desenhos

4

61,5% - Tabela Nutricional

Figura 3. Resultados por tipo de irregularidades com as respectivas porcentagens de nao conformidades

apresentaram frases que ndo estdo previstas nos
Regulamentos Técnicos que podem induzir o
consumidor ao erro e alegagdes funcionais que podem
levar também o consumidor ao falso conceito sobre as
propriedades do produto.

Com relagdo a informagao  nutricional
complementar, 26,9% dos rdtulos analisados apresentaram
no minimo uma das seguintes irregularidades: utilizacdo
de informagdo nutricional complementar que ndo
correspondia a quantidade de nutriente presente no
alimento; ndo atendimento aos critérios para utilizacio de
informagao nutricional complementar de gorduras trans,
light e reduzido valor energético; e informagao nutricional
complementar diferente ou nao prevista pela legislagao.

Quanto ao ndmero de registro, observou-se
auséncia do numero de registro em dois tipos de produtos
com registro obrigatério: alimentos com alegagdes de
propriedades funcionais e alimentos para praticantes de
atividade fisica.

Os itens “indicagdo de peso liquido/contetdo” e
“frases especificas dos Regulamentos técnicos”, obtiveram
também alto nimero de nao conformidades (25%).

Com relagdo as alegagdes funcionais, pode-se
observar utilizacdo de alegacbes ndo aprovadas pela
ANVISA; uso de alegagdes que extrapolam o conteudo
de alegagdes aprovadas; fragmentagdo das alegacoes
funcionais aprovadas e auséncia de informagoes adicionais
exigidas pela ANVISA.

Quanto a  denominagdo, denominagdes
incorretas foram identificadas, que ndo seguiam o
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estabelecido no Padrao de identidade e qualidade do
produto, e denominagbes que ndo correspondiam a
composi¢cdo do alimento. Ja na lista de ingredientes,
houve rétulos que apresentaram listas de ingredientes
ilegiveis, confusas e listas em que o modo de declaragao
de ingredientes e aditivos nao estava de acordo com o
estabelecido na legislagdo. Também se observou a adigdo
de ingredientes que ndo sdo permitidos pela legislagao
para a categoria do produto.

O wuso de aditivos também apresentou
problemas, como a utilizagdo de aditivos que nado sdo
permitidos para a categoria de produto correspondente,
como por exemplo, uso de edulcorantes em produto que
ndo atingia os critérios para utiliza¢do de informagao
nutricional complementar relativa a agucares ou a valor
energético.

Identificou-se também um rétulo em que os aditivos
listados na etiqueta do produto atendiam a legislaco,
entretanto, observou-se que haviam aditivos descritos na
lista de ingredientes do rétulo (em inglés) que ndo constava
da etiqueta com as informagdes em portugués. Inclusive
entre os aditivos faltantes estava o corante tartrazina, o qual
a legislacdo estabelece que deve obrigatoriamente ter seu
nome citado por extenso na lista de ingredientes, devido
ao seu alto grau de alergenicidade na populagao.

Quanto ao uso das expressoes “Contém Gluten”
ou “Nao Contém Gluten”, observou-se desde auséncia
das expressdes até impossibilidade de avaliacio do
correto uso das expressdes por falta de legibilidade na
lista de ingredientes.
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Comparagio de irregularidades entre as categorias

Foram  realizadas  analises  multivariadas
exploratorias para comparagdo de irregularidades entre
as categorias de produtos selecionados.

A andlise estatistica de varidncia permitiu a
identificacdo dos itens com maior diferenca significativa
entre as categorias de produtos analisadas. Identificou-
se que os itens que apresentaram maior diferenca
significativa entre as categorias (p< 0,05) foram: gliten;
legibilidade dos textos; data de validade; informagdes de
painel principal; frases/ilustracdo para alimentos para
criancas de primeira infincia; tamanho de letra; frases
especificas dos Regulamentos técnicos e figuras; simbolos;
ilustragoes; e desenhos. Os itens frases relativas ao uso de
corantes artificiais, dados do fabricante e identificacdo de
origem apresentaram apenas diferenca marginalmente
significativa (p<0,10).

Ja a analise estatistica de agrupamento pelo Método
Ward’s, gerou o dendrograma, ou diagrama em forma de
arvore (Figura 4), que permite identificar agrupamentos
de algumas categorias de produtos alimenticios.

Pode-se observar que a maior separagdo das chaves
ocorreu com um subgrupo composto pelas categorias de
alimentos a base de soja, leites em pé e leites UHT.

Isto demonstra que o agrupamento realizado com
todas as variaveis identificou categorias de produtos com
erros mais similares. As categorias de alimentos a base de
soja, leites em po e leites UHT, por serem considerados
alimentos direcionados ao publico infantil, apresentaram
maior nimero de repeticio dos mesmos erros.

Nestas categorias, observaram-se muitos erros
que se repetiam com relagdo as frases especificas dos
Regulamentos Técnicos e auséncia das frases para
alimentos para criangas de primeira infancia, além de
presenca de figuras, simbolos, ilustragdes e desenhos nao
permitidos pela legislacao especifica para estes alimentos.

Dentro deste subgrupo também se observa que
leites em pod e alimentos a base de soja apresentaram
ainda mais repeticdo de itens incorretos entre si do que
os leites UHT, uma vez que foram separados em uma
nova chave no dendograma.

Também foi realizada analise exploratéria ndo
hierarquica de K-means (Figura 5), a qual separou trés
grupos com repeticdo de irregularidades, confirmando os
grupos identificados no dendograma.

No grupo 1, formado pelas categorias picolés,
biscoitos e alimentos para praticantes de atividade fisica,
foram identificados erros que se repetiram em diversos
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itens analisados: ndo conformidades na indicacio de
Gluten; legibilidade dos textos; data de validade; utilizagao
de aditivos; ndo conformidades na lista de ingredientes;
tamanho de letra; frases ndo previstas nos Regulamentos
Técnicos e tabela nutricional.

No grupo 2 também foi possivel identificar
erros similares pela similaridade entre os produtos deste
grupo. Com relagdo ao grupo 3, como apontado pelo
dendograma, as categorias de produtos alimenticios
a base de soja, leites em po e leites UHT, por serem
produtos direcionados ao publico infantil, apresentaram
maior nimero de repeti¢ao de irregularidades.

Propostas para melhoria da legislagao

Conforme os resultados observados, a tabela
de informagdo nutricional foi o item analisado que
apresentou maior nimero de irregularidades, assim,
algumas propostas podem ser feitas para melhoria da
legislagdo de informagao nutricional.

Uma delas é a elaboracido de valores didrios de
referéncia considerando as necessidades nutricionais de
criangas, inclusive com diferencia¢do por faixas etarias,
e previsdao em legislacdo do uso destes valores diarios de
referéncia para criangas quando o produto for destinado
ao publico infantil. Desse modo, a tabela nutricional teria
sua informag¢do muito mais clara e precisa ao apresentar
valores diarios para criangas quando se tratar de alimento
destinado a este publico alvo.

A fortificacdo de produtos e a utilizagdo de
informag¢do nutricional complementar em produtos
destinados aos grupos populacionais especificos, como
os alimentos infantis, também ndo estao estabelecidos em
legislagao. A fortificagdo de alimentos estd em discussao
atualmente no Codex Alimentarius. Entretanto, segundo
a diretriz de fortificagdo de alimentos da Organizagdo
Mundial da Satde e da Organizagdo das Nagdes Unidas®,
a fortificagdo acima do recomendado para determinada
faixa etdria significa um risco em potencial de ingestao
desnecessaria de altos niveis de micronutrientes por
criangas se a mesma por¢do do alimento fortificado é
direcionada a todos os membros da familia considerando
as necessidades nutricionais de adultos. E recomendado
que a regulamenta¢do garanta que o consumo destes
alimentos ndo resulte em excessiva ingestao de
micronutrientes por criangas.

Assim, hd necessidade de aprimoramento da
legislacdo de informagéo nutricional complementar a fim
de que seja claramente estabelecido que para utilizagao
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de informacdo nutricional complementar de proteinas,
vitaminas e minerais devem ser utilizados os valores
de referéncia de IDR (Ingestdo Didria Recomendada)
conforme o grupo populacional para o qual o
produto é destinado.

Como foram identificados muitos erros
comuns relativos as frases especificas dos Regulamentos
Técnicos e auséncia das frases para alimentos para
criangas de primeira infancia, além de presenca de
figuras, simbolos, ilustracdes e desenhos nao permitidos
pela legislagdao especifica em leites UHT, leites em pd
e alimentos a base de soja, seria interessante que a
legislagao deixasse mais claro que estes alimentos fazem
parte do grupo de alimentos para criangas de primeira
infincia, e que como tal, precisam cumprir com os todos
os regulamentos especificos para produtos destinados a
este publico.

Em alguns dos rétulos analisados foram
observadas frases ndo previstas nos Regulamentos
Técnicos. Entre elas, algumas frases que poderiam ser
estabelecidas em legislagdo foram identificadas, com
seus respectivos critérios de utilizacdo. Como é o caso de
frases que sdo informagdes nutricionais complementares
ainda ndo previstas em legisla¢ao, como por exemplo,
frases que tratam dos teores de lactose, gorduras trans,
acidos graxos dmega 3 e acidos graxos dmega 6.

Para as alegacdes funcionais, a legislagdo
poderia auxiliar sendo mais clara e objetiva quanto ao
conteudo das alega¢des funcionais, por meio de listas de
alegacdes funcionais aprovadas contendo os respectivos
requisitos minimos necessarios para utilizacio de
alegagdes funcionais relativas a um determinado
ingrediente ou produto.

Na Unido Europeia, ha lista de alegagdes de
contetido de nutrientes com os critérios para utiliza¢ao
e lista de alegagdes funcionais baseada em alegagdes
cientificamente comprovadas. Para novas alegagdes
funcionais, hd necessidade de aprovacéo prévia pelo EFSA
(European Food Safety Authority) com apresentagao da
comprovagio cientifica.

NosEstados Unidos da América halista positivade
alegagdes de contetido de nutrientes e nao ha lista positiva
para alegag¢des funcionais, mas estas sdo permitidas sem
aprovacdo prévia desde que possuam comprovagio
cientifica. Alega¢des de saude, como alegagdes de redugao
do risco de doengas, possuem lista positiva aprovada.

Na Argentina é exigida aprovacdo da alegacao
funcional antes do lancamento do produto. No México e
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no Peru ha apenas principios gerais de uso de alegacoes
funcionais. No Brasil ha uma lista positiva de alega¢oes
funcionais, mas é exigida a aprovagdo caso a caso antes do
langamento do produto.

Nos paises asiaticos, o Japdo possui necessidade
de aprovacdo prévia, mas China, Taildndia, Taiwan,
Malasia e Cingapura possuem lista positiva de alegagdes
funcionais. Na Australia e Nova Zelandia, alegagdes
de conteido de nutrientes e algumas alegagdes
funcionais sdo permitidas, entretanto, alegacdes de
saide ndo sio permitidas. Na India, alegagdes de
reducio do risco de doengas sdo permitidas desde que
comprovadas cientificamente.

Como pode ser observado, mundialmente
tem sido permitido o uso de alegacdes funcionais
pré-aprovadas coerentes do ponto de vista cientifico
e com comprovacdo de eficicia, o que possibilita
ao setor industrial o desenvolvimento de produtos
direcionados para as necessidades dos consumidores,
e concomitantemente, proporciona ao consumidor
mensagens claras e cientificamente comprovadas a
respeito das propriedades do alimento que estd sendo
consumindo.

Foram identificados rétulos em que o nome
do aditivo ndo era apresentado escrito por extenso,
mas apenas com seu numero INS correspondente.
Os consumidores ndo conhecem todos os numeros
INS de cada um dos aditivos alimentares e, portanto,
nido possuem um acesso adequado a esta informacio
na lista de ingredientes. Assim, o item referente aos
aditivos alimentares na legislacdo de rotulagem geral
poderia ser modificado de forma que torne obrigatdria
a declara¢ao do nome do aditivo por extenso na lista
de ingredientes, possibilitando ao consumidor o
acesso adequado a informacao referente aos aditivos
adicionados no produto.

CONCLUSAO

Este trabalho permitiu identificar dados de
conformidade da rotulagem de algumas categorias de
produtos alimenticios frente a legislagdo brasileira
em vigor.

A maioria das categorias de produtos analisadas
apresentou alto indice de rétulos ndo conformes, sendo
que em quatro categorias de produtos (bombons, leites
UHT, biscoitos e alimentos infantis), todos os rétulos
analisados apresentaram irregularidades.

Entre as categorias de produtos analisados,
observou-se que a categoria que mais apresentou
irregularidades foi a categoria de alimentos para
praticantes de atividade fisica, em que um total de 34
itens ndo conformes foi identificado. Isto representa
até 18,6% a mais de itens ndo conformes na categoria
de alimentos para praticantes de atividade fisica em
comparagdo com outras categorias, como é o caso de
bombons (p<0,05).

A tabela de informacio nutricional foi o item
analisado que apresentou maior numero deirregularidades.
A tabela nutricional apresentou uma propor¢io de até
61,5% mais erros do que os demais itens avaliados (p<0,05),
como ¢ o caso do item Marca, por exemplo.

A verificagdo dos maiores pontos de irregularidades
nos rétulos permitiu identificar quais itens da legislagao
requerem maior aprimoramento para adequacido dos
rétulos as necessidades dos consumidores com uma
rotulagem mais clara e precisa.

Também foi possivel identificar que irregularidades
encontradas em alguns itens dos rétulos nao apresentam
falta de legislacao que regulamente o assunto, no entanto,
estes ndo eram cumpridos conforme o estabelecido na
norma correspondente.

Portanto, a correta aplicagdo da legislacdo
vigente depende também do comprometimento do setor
industrial, além de uma intensificacio na fiscalizagio por
parte dos 6rgaos responsaveis e na capacitacao adequada
dos agentes fiscalizadores, para que a fiscalizagao seja
realizada a partir das determinagoes legais vigentes.

O aumento da fiscalizacdo também em portos
e aeroportos referente a rotulagem dos produtos
importados poderia evitar que produtos irregulares fossem
comercializados livremente no mercado brasileiro.

O acesso a educagdo nutricional também é uma
alternativa para o melhor entendimento dos rétulos pelos
consumidores. Com melhores informagdes a respeito da
constituicdo dos alimentos e seus rotulos, os consumidores
teriam melhores condicdes de fazer escolhas corretas e
conscientes de acordo com suas necessidades.

AGRADECIMENTOS
As autoras agradecem a Nestlé Brasil Ltda. pelo apoio a
pesquisa e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico - CNPq pela bolsa concedida a
segunda autora.

471



Smith ACL, Almeida-Muradian LB. Rotulagem de alimentos: avaliagdo da conformidade frente a legislagao e propostas para a sua melhoria.
Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2011; 70(4):463-72.

REFERENCIAS

1.

10.

11.

12.

472

Almeida-Muradian LB, Penteado MVC. Vigilancia Sanitéria:
Tépicos sobre Legislagao e Andlise de Alimentos. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan; 2007. 203p.

Industria da Alimentagdo. Principais Indicadores Econdmicos;
2006. Disponivel em: [http://www.abia.org.br/visit/ecoserv.asp].

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE.
Departamento de economia e estatistica da Associagdo Brasileira
das Industrias da Alimentacio - Pesquisa de Orgamentos
Familiares; 2009. Disponivel em: [http://www.abia.org.br/
ecopublall.asp#90].

Penteado MVC. Fiscalizagao de Alimentos. Sdo Paulo; 1998. 169p.

Maio FD, Okada IA, Carvalho MFH, Kira CS, Duran MC,
Zenebon O. Avalia¢do da rotulagem e dos teores de minerais
e contaminantes inorganicos em daguas minerais nacionais e
importadas. Rev Inst Adolfo Lutz. 2002; 61:27-32.

Aratjo ACME, Aratijo WMC. Adequagio a legislagao vigente da
rotulagem de produtos licteos enriquecidos com célcio e ferro.
Rev Hig Aliment. 2001; 15(88):34-49.

Celeste RK. Anilise comparativa da legislagio sobre rétulo
alimenticio do Brasil, Mercosul, Reino Unido e Unido Européia.
Rev Panam Salud Publica. 2001; 35(3): 217-23.

Coutinho JG. Estabelecimento de alegagio de satide nos rétulos
de alimentos e bebidas embalados [dissertacdo de mestrado].
Brasilia (DF): Universidade de Brasilia; 2004.

Marins BR. Avaliacdo do uso e entendimento das informagoes
contidas nos roétulos de alimentos/bebidas embalados, pela
populagio adulta frequentadora de supermercados, no municipio
de Niteroi [dissertacdo de mestrado]. Rio de Janeiro (R]): Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude; 2004.

Cémara MCC, Marinho CLC, Guilam MC, Braga AMCB. A
produgédo académica sobre a rotulagem de alimentos no Brasil.
Rev Panam Salud Publica. 2008; 23(1): 52-8.

Ferreira AB, Lanfer-Marquez UM. Legisla¢do brasileira referente
a rotulagem nutricional de alimentos. Rev Panam Salud Publica.
2007; 20(1): 83-93.

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria - ANVISA.
Resolugdo RDC n° 259, de 20 de setembro de 2002. Aprovar
o Regulamento Técnico sobre Rotulagem de Alimentos
Embalados. Disponivel em: [http://e-legis.anvisa.gov.br/
leisref/public/showAct.php?id=1261&word].

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA.
Instrugdo Normativa n° 22, de 24 de novembro de 2005. Aprova
o Regulamento Técnico para rotulagem de produto de origem
animal embalado. Disponivel em: [http://extranet.agricultura.
gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=consultarLegisla
caoFederal].

Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia -
INMETRO. Regulamentos Técnicos. Portaria n° 157, de 19 de
agosto de 2002. Estabelecer a forma de expressar a indicagdo
quantitativa do contetdo liquido dos produtos pré-medidos.
Disponivel em: [http://www.inmetro.gov.br/legislacao/detalhe.
asp?seq_classe=1&seq_ato=786].

Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA. Resolugiao
RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003. Aprova o Regulamento
Técnico sobre Rotulagem Nutricional de Alimentos
Embalados, tornando obrigatéria a rotulagem nutricional.
Disponivel em: [http://e-legis.anvisa.gov.br/leisref/public/
showAct.php?id=9059&word].

Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA. Resolugio
RDCn° 359, de 23 de dezembro de 2003. Aprovar o Regulamento
Técnico de Porgdes de Alimentos Embalados para Fins de
Rotulagem Nutricional. Disponivel em: [http://e-legis.anvisa.
gov.br/leisref/public/showAct.php?id=9058&word].

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA. Resolugao
RDC n° 269, de 22 de setembro de 2005. Aprovar o Regulamento
Técnico sobre a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de proteina,
vitaminas e minerais. Disponivel em: [http://e-legis.anvisa.gov.
br/leisref/public/showAct.php?id=18828&word].

Martel JHI, Ferraudo A, Moro JR, Perecin D. Estatistica
Multivariada na discriminacdo de ragas amazonicas de
pupunheiras (Bactris gasipaes Kunth) em Manaus (Brasil). Rev
Bras Frutic. 2003; 25(1):115-8.

STATISTICA; version 8.0 for Windows [software]. Tulsa:
StatSoft, 2007. v.1.

World Health Organization - WHO/FAO. Guidelines on
Food Fortific