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A REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ (RIAL) tem por finalidade a
divulgag8o de trabalhos relacionados com as atividades laboratoriais em Satde
Publica.

1. Miss@io da Revista do Instituto Adolfo Lutz

Esta revista tem como miss@io divulgar resultados de investigagSes cientificas tanto
basicas como aplicadas inclusive tecnologicas, abrangendo as diversas areas de
interesse em salde publica, na forma de artigos originais, artigos de revis3o,
comunicagdes breves, notas cientificas, relatos de caso, resumos de teses e dissertacdes.
2. Normas para Publicagfio

O trabalho submetido & publicacio deve ser inédito, nfio sendo permitida a sua
apresentagio simultdnea em outro periddico, conforme declaragfio a ser assinada
pelos autores. Todas as opinides e declaragdes contidas no trabalho sdo de
responsabilidade exclusiva dos autores, nfio sendo necessariamente as mesmas do
Corpo Editorial. Os trabathos redigidos em lingua portuguesa ou inglesa deverfio
ser enviados para o Setor de Publicages do Instituto Adolfo Lutz, em trés copias
impressas, sendo uma completa e as outras duas omitindo os nomes dos autores €
respectivas institui¢des, tanto na pagina de rosto como nos resumos em portugués
e inglés. Apds aprovacéio do trabalho, sera solicitado aos autores o envio do artigo
completo em disquete 3 %2 acompanhado de uma copia impressa.

3. Processo de Julgamento dos Manuscritos

Os trabalhos serfio aceitos para publicagfo apds avaliagdo por dois pareceristas de
unidades distintas daquela da origem dos autores do mesmo indicados pelo Corpo
Editorial. Caso haja divergéncia entre seus pareceres, o artigo serd encaminhado a
um terceiro parecerista para decisfo. Todo o processo de avaliagdo ¢ realizado em
sigilo. A publicacfo de artigos est4 condicionada 4 aprovagéo do Corpo Editorial
da Revista do Instituto Adolfo Lutz, que podera sugerir ao autor alteragdes no
original, Os manuscritos revisados com as cOpias dos pareceres serdo devolvidos
aos autores para as devidas corregdes. Ha sigilo no decorrer deste processo. O
novo texto devera retornar aos Editores que notificarfio a aceitagfo ou a recusa do
artigo. A lista de pareceristas que colaboraram em cada volume ¢ publicada no
ultimo fasciculo do ano.

4. Etica

Os trabalhos de pesquisa envolvendo seres humanos e/ou animais deveréo atender
as normas oficiais vigentes (Resolugfio n°196 do CNS, Lei Federal 6638/79 ¢
Resolugio Normativa 04/97) ¢ no item Material e Métodos devera constar o mimero
do processo € o nome do Comité que o aprovou. Os autores deverfio ter em seu
poder todos os documentos referentes a este procedimento, que poderfio ser
solicitados em qualquer momento pelos editores.

5. Conflito de Interesses

Os autores ao submeterem um artigo cientifico a RIAL serfio responsaveis por
reconhecer e revelar conflitos financeiros, de interesses, de interesse comercial,
associativo relacionados ao material do trabalho ou outros que possam influencia-
lo, apresentando uma declaragfio sobre a existéncia ou nfo de tais conflitos. O
autor devera explicitar todo o apoio financeiro direto ou indiretamente recebido.
Os agradecimentos as pessoas, por seu auxilio no trabalho, devem ter o seu
consentimento documentado. Os pareceristas, também devem revelar aos editores
qualquer conflito que possa influir ou impedir sua avaliagéo.

6. Categorias '

Os seguintes tipos de trabalhos serfio aceitos para publicag@io na RIAL.

6.1. Artigo original

Relato completo de pesouisa original ainda ndo publicada. Deve apresentar no
maximo vinte paginas im; ressas, incluindo figuras, tabelas e referéncias.

6.2, Comunicagiio breve

E um artigo sucinto, com objetivo limitado ou cujos resultados sejam provenientes
de estudos com metodologia de baixa complexidade ou rotineira, de relevancia
para a érea de saude publica. Deve apresentar o mesmo formato do artigo cientifico,
contendo no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura, até
quinze referéncias e dez paginas impressas.

6.3. Nota cientifica

E o relato de resultados parciais de um trabalho experimental dignos de publica¢#o,
embora insuficientes para constituirem um artigo original. Deve ser relevante e que
merega rapida divulgagfio. Deve apresentar no méaximo duas tabelas ou duas figuras
ou uma tabela e uma figura ¢ até quinze referéncias e dez paginas impressas. O texto
deve conter todos os topicos de um artigo cientifico, porém na forma de texto tnico.
6.4. Relato de caso .

Contempla principalmente a area médica, em que o resultado ¢ anterior ao interesse
de sua divulgagfio ou a ocorréncia dos resultados ndo ¢ planejada. Inclui novas

técnicas, terapias, diagndstico, patologias, materiais e solugSes inovadoras para
problemas especiais, fendmenos anatémicos e fisiologicos, Deve conter 0s topicos:
titulo € resumo em portugués ¢ inglés, introdugfo, relato do caso, discussfo,
conclusdes, referéncias e apresentar no maximo trés paginas incluindo figuras e
tabelas e até dez referéncias.

6.5. Artigo de revisiio

Elaborado por especialista convidado pelo Corpo Editorial. Deve constituir uma
avaliag8o da literatura sobre assunto cuja divulgag&o possa contribuir para melhorar
o conhecimento da érea. O Corpo Editorial aceitard sugestdes que sejam relevantes
arevista, sendo que neste caso devera ser enviada uma sinopse para apreciagdo. A
revisfo devera ser subdividida em tépicos, conter resumos em inglés e portugués e
apresentar no maximo 15 paginas.

6.6. Resumos de teses e dissertacdes

Serdo aceitos para publicagio os resumos de teses e dissertag@ies até um ano apds
a defesa. Deverdio conter o nome do autor e seu enderego eletronico, o nome do
orientador, titulo da obra (em portugués e em inglés), nome da instituigio em que
foi apresentada e ano da defesa. O resumo podera ser publicado em lingua
portuguesa ou inglesa, sendo de total responsabilidade do autor o seu contetdo e
também a revisfio ortografica e gramatical.

1. Preparaciio do manuscrito ou artigo

Geral: Os textos devem ser redigidos em processador de texto Word for Windows
6.0 ou compativel, no formato A4, espaco duplo, fonte Times New Roman, tamanho
12. Se usar vers#io superior, enviar o arquivo em Rich Text Format (.rtf). Devem
ser evitados arquivos compactados.

Estrutura: pagina de rosto - a) titulo do artigo; b) nome do(s) autor(es): nome
seguido do ltimo sobrenome por extenso e em caixa alta (ex.: AnaMaria C. D. da
SILVA); ¢) local de trabaiho indicado por miimero sobrescrito. O autor responsavel
¢ 0 seu endereco deverfo estar assinalados com asterisco (*) para encaminhamento
da correspondéncia.

Resumo: deve ser redigido em portugugs, ser claro e conciso num unico paragrafo,
contendo objetivo, metodologias, resultados e conclusdes. Ndo deve exceder a
200 palavras.

Palavra-chave: podem ser utilizados até seis descritores que identifiquem o
contetido do artigo, se possivel baseados no DECS (Descritores em Ciéncias da
Satde), disponivel no www.bireme.br terminologia em satide e consulta a0 DECS
ou no Medical Subject Headings (MeSH), do Index Medicus, disponivel no
www.nlm.nih.gov/meshhome.html.

Introdugfo: deve iniciar em péagina nova e deve conter os objetivos da pesquisa,
justificativa de sua importancia, apresentagfo das principais variaveis, definigdes
necessérias e discusséo do problema de acordo com a literatura pertinente.
Material e Métodos: o método deve estar claramente descrito e validado, de modo
a possibilitar a sua reprodugfio. Qualquer modificag@io, em métodos ja publicados,
deve ser devidamente explicitada.

Resultados: devem ser claros € concisos € podem apresentar tabelas e figuras
quando necessarias, que devem ser auto explicativas. As figuras devem ser enviadas
em arquivos separados, legendas no texto original, suficientemente claras para
permitir sua reprodugfio (minimo 300 dpi), fotos em arquivos (.tif).

Discuss#o: deve fornecer a interpretag#o dos resultados em fungfio das informag3es
apresentadas. Este item pode ser incluido em resuitados, nfio havendo necessidade
de repeti-lo em item & parte.

Conclusiio: deve ser clara, concisa podendo, em alguns casos, ser incluida no
item discussfo nfio havendo a necessidade de repeti-la em item & parte. :
Agradecimentos: ¢ opcional e deve vir apds a discussdio/conclusfo.

Title, Abstract e Key words: devem ser redigidos em inglés e seguir as
recomendag8es apresentadas para a pagina de rosto, do resumo e das palavras-
chave.

Referéncias: as referéncias devem ser citadas seguindo os “Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals™ produzidos pelo International
Committee of Medical Jounal Editors, também conhecidos como Vancouver Style.
Os autores devem seguir as diretrizes da quinta edicdo (Annals of Internal Medicine
1997; 126: 36-47 ou na pagina (website) http://acponline.org/journals/resource/
unifreqr/htm. .

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que foram
mencionadas a primeira vez no texto. Identifique as referéncias no texto, tabelas e
legendas de ilustragBes por numerais ardbicos sobrescritos. As referéncias citadas
em tabelas ou em legendas devem ser numeradas de acordo com a seqiiéncia
estabelecida pela sua primeira identificagfo no texto. ’




Segundo o Sistema Vancouver, deve-se evitar a utilizag8o de resumos bem como
as “observacdes inéditas” e as “comunicacdes pessoais” como referéncias, mas as
comunicages escritas (nfio verbais) podem ser inseridas entre parénteses no texto.
Os artigos aceitos para publicagdo, porém, ainda ndo publicados, podem ser
incluidos narelacfio das referéncias, bastando indicar a revista ¢ citar entre paréntesis
“no prelo”. Informagdes extraidas de manuscritos submetidos, porém ainda ndo
aceitos, devem ser citados no texto como “observagdes inéditas” (entre paréntesis).
Os titulos das revistas devem ser abreviados de acordo com o Index Medicus seja
pela List of Journals Indexed in Index Medicus ou no “website” http://
www.nlm.nih.gov ou pelo Chemical Abstracts , ISI Science Citation Index, World
List of Periodicals (publicado por Butterworks, Londres). Exemplos:

Artigos em revistas

Peri6dicos. Liste os primeiros seis autores seguidos por et al.

Telles MAS, Mosca A. Avaliagio da técnica de microdilui¢do em placa para
determinagfio de concentragfo inibitéria minima de isoniazida em cepas de
Mycobacterium tuberculosis. Rev Inst Adolfo Lutz 2000; 59 (1/2): 15-9.
Niimero com suplemento

Payne DK, Sullivan MD, Massic MJ. Women’s psychological reactions to breast
cancer. Semin Oncol 1996; 23 (1 Supp! 2): 89-97.

Volume com suplemento

Maio FD. Determinagéo de chumbo sangiiineo: a importdncia de programas
interlaboratoriais na avaliagdo da qualidade analitica laboratorial. Rev Inst Adolfo
Lutz 2002; 61 (Suppi 1): 3.

Institui¢io como autor

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress testing,
Safety and performance guidelines. Med J Aust 1996; 164: 282-4.

No prelo (forthcoming)

Leshner AL Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl J Med. No
prelo 1996.

Livros e outras monografias

Individuo como autor

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2 ed. Albany
(NY): Delmar Publishers; 1996.

Editor(es), compilador(es) como autor(es)

Norman 1J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people. New York:
Churchill Livingstone; 1996.

Institui¢io como autor e editor

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid program.
Washington (DC): The Institute; 1992.

Capitulo num livro

Franco DBGM, Landgraf M. Microorganismos patogénicos de importdncia em
alimentos. In: Franco DBGM, Landgraf, M, editores. Microbiologia dos Alimentos
2 ed. Sao Paulo: Ed Atheneu; 1996. p. 55-60.

Resumo/Trabalho de congresso publicado

DuPont B. Bone marrow transplantation in severe combined immunodeficiency
with an unrelated MLC compatible donor. In: White HJ, Smith R, editors. Proceedings
of the 3" Annual Meeting of the International Society for Experimental Hematology.
Houston: International Society for Experimental Hematology, 1974: 44-6.
Dissertac¢iio/Tese

Cairns RB. Infrared spectroscopic studies of solid oxigen [Tese de doutorado].
Berkeley, California: University of California, 1965. 156pp.

Material legal

Quanto 2 legislagio, a forma proposta por Vancouver nfo se aplica & realidade
brasileira, para tanto recomenda-se adotar as normas a seguir:

Os elementos essenciais sdo: competéncia (pais, estado ou cidade ou nome da
entidade ou 6rgéo no caso de se tratar de normas), titulo (especificagfo da legislagdo,
numero ¢ data), ementa e titulo da publicag8io oficial, local da publicagdo oficial
(cidade), data (dia, més abreviado e ano), secéio e paginago. Exemplos:

Brasil. Portaria n® 695 de 1998 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério
da Satde. Digrio Oficial [da] Republica Federativa do Brasil, Poder Executivo,
Brasilia, DF, 30 mar. 1998. Seg#o 1, n° 60-E, p. 5-6.

Brasil. Resolugio n® 16, de 13 de dez. 1984 do Conselho Federal de Educagdo.
Dispde sobre reajustamento de taxas, ¢ altera a redagfo do artigo 5 da Resolugdo
n.1 de 14/1/83. Didrio Oficial {da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF,
13 dez. 1984. Segfio 1, p. 190-1.

v

‘Associagio Brasileira de Normas Técnicas [ABNT]. NBR 7024, de 1989: veiculos
rodoviarios automotores leves: medigiio do consumo de combustivel. Rio de Janeiro;
1990. p.29.

Conselho Nacional do Meio Ambiente [CONAMA]. Resolugon.315, de 29 out 2002:
dispde sobre as novas etapas do Programa de controle da poluigio do ar por veiculos
automotores (Proconve). Brasilia (DF); Diario Oficial da Unifio; 15 mar 2002.

Material Eletrénico

Artigo de revista em formato eletrénico:

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis [serial
online] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun 5]; 1(1):[24 screens]. Available from: URL:
http://www.cde.gov/ncidod/EID/eid htm.

Monografia em formato eletronico:

CDI, Clinical Dermatology lllustrated [monograph on CD-ROM], Reeves JRT, Maibach
H. CME Multimedia Group, producers. 2nd ed. Version 2.0. San Diego: CME; 1995.
Arquivo de computador:

Hemodynamics 11I: the ups and downs of hemodynamics [computer program].
Version 2.2. Orlando (FL): Computerized Educacional Systems; 1993.

Patente

Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors; Novoste Corporation, assignee.
Methods for procedures related to the electrophysiology of the heart. US patent
5,529,067. 1995 Jun 25,

Abreviaturas: devem ser evitadas ou usadas apenas as oficiais.

Unidades de medida e seus simbolos: utilizar as legais do Sistema Internacional
de Metrologia.

Tabelas: as tabelas devem ser encaminhadas em folhas separadas e designadas no
texto como “Tabelas”. A sua localizagdo aproximada deve ser indicada no texto.
Serfio numeradas consecutivamente, com numeros arabicos e encabegadas pelos
respectivos titulos, que devem ser breves e indicar claramente o conteido. Os
dados apresentados em tabela no devem ser repetidos em graficos.

Tustragdes (fotografias, graficos, desenhos, mapas etc.): as ilustragdes devem ser
encaminhadas em arquivos formato (jpg — CMYK e ou tif) (minimo de 300 dpi)
folhas separadas e designadas no texto como “Figuras™: terfio numerag#o unica e
seqliencial, em algarismos arabicos e devem apresentar na sua parte inferior e fora
da 4rea de reproducio, informagdes breves e claras que esclaregam o contelido da
mesma. As suas localizagBes aproximadas devem ser indicadas no texto. Todas as
ilustragdes devem ser tdo claras que permitam sua reproduggo com redugdo de 6,5
cm no sentido da largura, sem perda de nitidez ou legibilidade. Os custos das
ilustragdes coloridas ficarfio a cargo dos autores e estardo sujeitas 4 confirmagfo.
Se as ilustragBes enviadas j4 tiverem sido publicadas, mencionar a fonte € a
permisséo para a reprodugfo.

Da Pyplicaciio . ’

1. Os_rabalhos destinados a pubhcaqao na Revista do Instituto Adolfo Lutz
deverdo ser encaminhados a Biblioteca do Instituto Adotfo Lutz, Setor de
PublicagBes; Av. Dr. Amaldo, 355, Cerqueira César, Séo Paulo/SP, 01246-902, ou
rial@saude.sp.gov.br a/c: Rocely Bueno.

2. Todo trabatho entregue para publicacdio devera ser assinado pelo autor ¢ trazer
enderego para correspondéncia ou enderego eletrdnico. No caso de mais de um
autor, devera ser expressamente indicado o responsavel pela publicagio. Deverdo
ser enviados os nomes de todos os autores ¢ afiliagdo completa. '

3. Os trabalhos serfio publicados em ordem cronolégica de aprovagéo, salvo o caso
especial de comunicagio breve, nota cieritifica ¢ relato de caso que terdo prioridade.
4. A data de recebimento e a de aprovaggo do artigo constaréo obrigatoriamente
no mesmo.

5. As provas graficas dos trabalhos serfio enviadas aos autores para corregéo pelo
correio eletrdnico em formato.pdf (portable document format). O Corpo Editorial
se reserva o direito de introduzir alteragdes nos originais, visando 4 manutengio
da homogeneidade ¢ a qualidade da publicagfo, respeitando, porém, o estilo e as
opinites dos autores.

6.E permmda a reprodugfio, no todo ou em parte, de artigos publicados na RIAL,
desde que sejam indicados a origem ¢ o nome do autor, em conformidade com a
legislagdo sobre direitos autorais.

Da Distribuicéo
ARIAL ¢ distribuida gratuitamente a entidades governamentais, culturais, ou em
permuta de periddicos nacionais ou estrangeiros,
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RESUMO

Ascélulas-tronco sdo capazes de dar origem adiferentestecidos e 6rgaos. M uitos artigos e experimentos
cientificos tém sido realizados com o intuito de conhecer melhor os mecanismos pelos quais essas
células agem pararegenerar os tecidos danificados e na atividade terapéutica de doencasincuraveis. O
figado possui uma notével capacidade de auto-reparo. As células hepaticas envolvidas na regeneragdo
do figado expressam os muitos dos marcadores presentes nas células-tronco hematopoéticas. Além
disso, jafoi demonstrado que as células da medula 6ssea podem originar células do epitélio hepético.
Neste contexto, pode-se sugerir que as células-tronco desempenham um papel de sumaimportanciano
reparo das células hepéticas lesadas.

Palavras-chave. células-tronco, hepatécitos, figado.

ABSTRACT

Stem cells are capable to originate several and diverse tissues and organs. A considerable number of
papers and trials have been performed improve the understanding on the mechanisms by which these
cells operate to regenerate damaged tissues and to treat incurable diseases. The liver has aremarkable
ability for self-restoration. Hepatic cellsinvolved in liver regeneration express many of the markers as
hematopoietic stem cells. Moreover, it has been shown that bone marrow cells can originate cellsfrom
hepatic epithelium. Therefore, it is conceivable to suggest that stem cells have an important role in
restoring liver injuries.

Key words. stem cells, hepatocytes, liver.
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CONCIUSDES. ...ttt e
REFEIENCIAS ...

INTRODUCAO

O estudo das células-tronco é uma das areas mais
fascinantes dabiologia, atual mente'. Essas células potentes sdo
o foco das Ultimas pesquisas na esperanca de cura de doengas
degenerativas e umadas chaves do misterioso desenvolvimento
humano?. Os estudos nesta &rea estdo constantemente trazendo
novas descobertas sobre as fantasticas habilidades dessas
células quando transplantadas em camundongos ou ratos, na
capacidade dessas células de regenerar 6rgdos, formar vasos
sangliineas, 0ssos e repararem danos espinhais e cerebrais®.

Até pouco tempo atrés, pensava-se que aformacéo ea
regeneracdo de 6rgdos nos adultos so ocorressem através da
acéo células-tronco 6rgdos especificas. Desse modo, células-
tronco hematopoéticas, por exemplo, produziriam apenas
células sanguineas e células-tronco neurais produziriam
apenas células do sistemanervoso central. Entretanto existem
trabalhos recentes que amplificam esta idéia e, atualmente,
tém sido mostrado que as células-tronco de um sistema, por
exempl o o sistemahematopoético, podem se desenvolver em
células diferenciadas dentro de outro sistema, tal como o
figado, cérebro ou rim. Essa plasticidade, a capacidade da
célula-tronco de originar diferentes tipos celulares!, ndo é
observada apenas em ensaios laboratorias, mas também tem
sido mostrada em humanos apés transplantes de 6rgédos e
medula Ossea’.

As células-tronco tém algumas caracteristicas
importantes que as distinguem dos outros tipos de células: a
primeirarefere-se ao fato de que sdo células ndo-especializadas,
ou diferenciadas, que se renovam por longos periodos através
de divisdo celular; a segunda é que, sob certas circunstancias
fisioldgicas e experimentais, elas podem ser induzidas a
diferenciagdo em células com fungdes especiais, como células
produtoras de insulina do pancreas'. Em outras palavras, a
célula-tronco possui a capacidade de ser clonogénica’.

Oscientistastrabal ham com doistipos de células-tronco
deanimaisedehumanos: céulas-tronco embrionariasecélulas-
tronco adultas. As células-tronco embrionérias humanasforam
isoladas pelaprimeiravez em 1994°,

As cdlulas-tronco podem ser classificadas em totipotenes,
pluripotentes e multipotentes. Totipotentes sdo as células com
capacidadedeoriginar todosostiposcé ulasdo organismo, inclusive
osanexosembrionarios’. Essas cdulascorrespondem ascélulasdo
embrido ou blastocisto até o terceiro dia gpds afecundacio.

As células-tronco chamadas pluripotentes, sdo células
capazes de formar todos os tipos celulares do organismo das
trés camadas germinativas, ectoderma, mesoderma e
endoderma’, mas ndo as cé ul as dos anexos embrionarios. Essas

células sdo aquel as presentes na parte internado blastocisto, o
gual corresponde as células entre o quarto e quinto dias apésa
fecundagdo, mas antes ainda da implantagdo no Utero, que
ocorre a partir do sexto dia®®. O blastocisto, cujo estagio
precede a fase denominada gastrula, é formado por
aproximadamente 150 cél ulas-tronco embrionarias, asquaisso
células indiferenciadas’ e especializadas. Devido ao fato do
blatocisto, quando implantado no Utero, ser capaz de formar o
organismo humano, as células-tronco neste estagio tém a
capacidade de originar os maisde 200 tipos celulares diferentes
gue compreende o corpo humano. Entre esses, neurdnios,
células musculares (midcitos), células epiteliais, células
sangliineas, células 6sseas (ostedcitos), cartilagem
(condrécitos), células & pancredticas e outras®”’.

Ascéulas-tronco multipotentes, por suavez, sfo ascélulas
com a capacidade de plasticidade maislimitada. Ou sgja, clulas
capazesde originar diferentestiposcelulares, porém, geralmente,
mais limitado ao tipo de tecido nos quais residem.

A célula-tronco adulta é a célula encontrada junto a
outras célul as diferenciadas em um tecido ou 6rg&o e que pode
seregenerar e se diferenciar em células especializadas desses
tecidos. As células-tronco adultas, normalmente regeneram o
tecido onde estéo localizadas.

Por isso, até pouco tempo atras, acreditava-se que as
células-tronco adultas eram célul as-tronco multipotentes ou
unipotentes, essas Ultimas, que originam apenas uma
linhagem celular”. Entretanto, varios experimentos
mostraram a maior plasticidade de alguns tipos de células-
tronco adultas!. Entre essas estdo as chamadas células-tronco
mesenquimais e as MAPCs (Multipotent Adult Progenitor
Cells - Células Multipotentes Progenitoras Adultas). Essas
células podem ser encontradas na medula Gssea, cordéo
umbilical entre outros tecidos.

As células-tronco embrionérias sdo as células
encontradas no blastocisto, e sdo chamadas de células
pluripotentes. As células-tronco adultas podem ser isoladas do
figado, pancreas, rins, sistema nervoso, entre outros 6rgaos,
cada uma com um potencial regenerativo variado?. Através de
transplantes, foi demonstrado que as célul as-tronco damedula
Ossea sdo capazes de regenerar o figado e de se diferenciarem
em hepatécitos maduros'®. Embora existam células-tronco
adultas em inimeros 6rgaos e tecidos, as células-tronco adultas
mai s comumente utilizadas na pesquisae naterapiacelular so
as células da medula éssea, do sangue periférico e do sangue
de cord&@o umbilical, devido a maior facilidade na obtencéo
desse material biolgico.

Em relagdo ao figado, aregeneracdo deste 6rgdo, depois
de perder tecido hepético, € um parémetro fundamental da
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resposta do figado a uma lesdo. Os gregos ancestrais ja se
referiam a capaci dade de regeneracéo do figado com o mito de
Prometheus. Segundo amitol ogiagrega, Prometheus pertencia
araca de Titans que habitava a Terra antes da criagéo da raca
humana. Por ter roubado o fogo secreto de Zeus, o0 Deus do
Olimpos, como punic¢éo foi preso a uma rocha no Monte
Caucasus e condenado ater umaporcéo do seu figado comida
diariamente por um abutre. Seu figado se regeneravadurantea
noite, deste modo abastecendo o abutre com comida eterna e
Prometheus com tortura eterna'4.

As pesquisas com células-tronco no figado introduziram
uma nova era de controvérsias, otimismo e grandes
expectativas'®. Assim, esse trabal ho teve como objetivo elucidar
as recentes descobertas sobre células-tronco naterapéutica de
doengas hepéticas.

Céulas-tronco: fatos e promessas

Muito do interesse em torno das células-tronco se deve
ahabilidade do desenvolvimento celular, presente em embrides,
tecidofetal evériostecidos adultos e acapacidade dessas células
trocarem o seu curso normal e sediferenciarem emtiposcélulas
diversos, como células musculares, células da medula éssea,
hepéticas, entre outras.

Uma célula-tronco embrionaria humana desenvolvida
em laborat6rio pode produzir um suprimento essencial ilimitado
de células terapéuticas. Esse fendmeno ja era conhecido em
células-tronco embrionérias de ratos, mas ndo tinha sido
demonstrado em humanos até a década passada’®.

Entre os mecanismos que tém sido sugeridos como
mecanismos de acdo bioldgica das células-tronco estdo a
transdiferenciagdo e afusdo celular. Quando ocorre um dano
grave em um 6rgdo, a transdiferenciagdo ocorre mais
prontamente. Dessa forma, as células-tronco atuam como
um sistema de recuperagdo quando a prépria capacidade
regenerativa de um o6rgdo esta suprimida. A
transdiferenciacdo é a aguisi¢céo de um novo fenotipo*. Ou
sgja, células de um determinado 6rgéo originando células
de um outro 6rgdo. A fusdo, por sua vez, consiste na unido
de duas células diferentes, mantendo as caracteristicas
fisiolégicas e funcionais de uma delas.

As células-tronco sao identificadas como células
indiferenciadas capazes de proliferacéo, manutencdo propria,
producdo de um grande nimero de progenitores funcionais
diferentes e de capacidade de regeneracdo do tecido depois de
lesdo'. As células que preenchem todos esses critérios séo,
atualmente, chamadas de as verdadeiras células-tronco. O
melhor exemplo de célula-tronco é a célula-tronco
embrionaria®®.

As células-tronco mais flexiveis vém do interior da
massa cel ular do blastocisto. Essas células sdo essencialmente
pluripotentes, ou segja, sd0 capazes de originar todas as células
as trés camadas germinativas®. O potencial terapéutico de
diferenciacdo celular pode controlar os sintomas das doencas
degenerativas neurol 6gicas em model os animai %
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Enquanto as células-tronco embrionarias estéo
crescendo em cultura, sob certas condic¢des, elas podem
permanecer indiferenciadas. Mas se permitirem que as células
se agrupem para formar um corpo embriénico, estas podem
comecar a se diferenciarem espontaneamente. Elas podem
formar células musculares, células nervosas e varios outrostipos
de células. Embora a diferenciagdo espontanea seja um bom
indicador de que a cultura de células-tronco embrionéarias é
saudavel, ndo € um método eficiente de producdo de culturade
tipos celulares especificos. Entéo, para gerar cultura de tipos
celulares especificos, cientistas precisam controlar a
diferenciacdo de células-tronco embrionarias. Com isso, as
células-tronco poderdo ser usadas para tratar varias doencas
no futurot.

Nos transplantes al ogénicos (onde o doador e receptor
sdo individuos geneticamente diferentes) usando-se células-
tronco embrionérias cultivadas e diferenciadas continuam com
o0 problema da incompatibilidade imunol 6gica entre o doador
das células-tronco e o receptor. Drogas imunossupressoras
podem ser previamente administradas ao transplante, mas seus
efeitos colaterais ndo sdo facilmente minimizados. A
manipul agdo genéticado doador de células antes do transplante
€ umaalternativa, mas pesguisas neste assunto ainda sio vagas®.

Umavez que, parase obter células-tronco embrionarias
necessita-se de embri&io humano, os estudos com as células-
tronco embrionérias tém encontrado varios obstaculos em
relacdo as questdes éticas. Nos diferentes paises ao redor do
mundo os quais permitem o uso destas células, os critérios
normalmente sdo: 1) as células-tronco devem ser provenientes
de um embrido criado para propésitos reprodutivos, 2) o
embrido criado ndo precisou ser usado para esse proposito
estando, portanto, excedente, 3) um consentimento informado
da doacdo do embrido deve ser obtido. Nenhuma ajuda
financeira pode ser dada para doagdo de embrides. E,
obviamente, a clonagem humana tem sido condenada e deve
ser banida da humanidade.

Por outro lado, sem envolver grandes di scussies éticas,
paral elamente as células-tronco adultas hematopoéticas ja sao
usadas na clinica com sucesso ha mais de 30 anos, através do
antigo procedimento chamado transplante de medula Gssea.
Atualmente, esse procedimento € denominado transplante de
células-tronco?, umavez que, além da medula 6ssea, 0 sangue
periférico e o sangue de corddo umbilical também sdo usados
como fontes de células-tronco adultas.

Umacéulatronco adultaéumacélulando diferenciada,
encontradaentre células de um tecido ou 6rg&o especializados.
O primeiro papel das células-tronco adultas em um organismo
Vivo é manter e reparar o tecido no qual estdo. As pesquisas
com células-tronco adultas comegaram ha 40 anos atras. Nos
anos 60, cientistas descobriram que a medula dssea continha
dois tipos de células-tronco. Uma popul agéo chamada célula-
tronco hematopoética, que forma todo tipo de células
sanguiineas. A segunda popul agdo, chamada células do estroma
damedula6ssea, foi descobertaalguns anosdepois. Ascélulas
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estromai s séo uma popul agéo de células que podem gerar 0Ssos,
cartilagem, gorduras e tecido fibroso. Atualmente, as células
estromais sdo identificadas como sendo as chamadas células-
tronco mesenquimais.

Vérios tecidos contém células-tronco adultas como
sistema nervoso central, medula éssea, sangue periférico,
vasos sangliineas, musculo esquelético, pele, figado, entre
outros. Cientistas de varios laboratdrios estdo tentando
encontrar maneiras de fazer crescer células-tronco adultasem
culturae manipul &-las paragerar tipos especificos de célul as,
para que elas possam ser usadas para tratamento de doencas
elesbes. Um exemplo detratamentoinclui o restabel ecimento
da producdo de dopamina no cérebro de pacientes com
Parkinsont.

O uso terapéutico das células-tronco adultas e
embrionérias apresentam vantagens e desvantagens. Essas
células diferem no nimero e no tipo de células em que podem
sediferenciar. Embora cadavez maistém sido identificados
tipos de células-tronco adultas com plasticidade semelhante
as embrionérias, as células-tronco embrionarias podem
crescer em culturafacilmente, enquanto que células-tronco
adultas sdo raras em tecidos maduros e seus métodos de
cultura ainda ndo funcionaram bem. Essa é uma distingéo
muito importante, pois € necessario um grande nimero de
células para a terapia com células-tronco. Uma grande
vantagem no uso de células-tronco adultas é que as proprias
células do paciente podem ser expandidas em cultura e re-
introduzidas no paciente, o que significa que ndo seréo
rejeitadas pel o sistemaimune. Porém, esse uso aut6logo, ou
seja, uso das células do préprio paciente, ndo pode ser
realizado para doencas genéticas. As células-tronco
embrionérias de um doador introduzidas em um paciente
podem causar rejeicdo. Por outro lado, se forem utilizadas
tanto células-tronco adultas como embrionarias de um
doador imunologicamente compativel, o problema de
rejeicdo estariaresolvido. Em alguns casos, as células-tronco
podem atravessar as camadas germinativas e contribuir para
aregeneracdo de tecidos de outra camanda germinativa. Por
exemplo, as células-tronco damedula dssea, que se originam
da camada mesodérmica, podem contribuir para a
regeneracdo do figado que se origina da camada
endodérmica. O cruzamento de camadas germinativas mostra
outra dimenséo da plasticidade das células-tronco adultas®.

Umavez que as célul as-tronco multi potentes persistem
até a idade adulta e sdo responsaveis pela propriedade de
regeneracao de diversos 6rgdos?, varios autores acreditam que
as células-tronco provenientes da medula éssea podem fazer
crescer hepatdcitos e células do ducto biliar. A importanciadeste
fato esta em que as células hepédticas geradas pelo proprio
paciente ndo provocam rejei¢cao pelo sistemaimune e, portanto,
ndo ha necessidade de administrar drogas imunossupressoras
ao paciente’?. Esse fato, se cientificamente comprovado, ird
revolucionar o estudo das células-tronco e da terapia celular
para as |esdes hepaticas.

O figado e sua regeneracao

Ao final da primeira semana, o blastocisto, se presente
no organismo materno, serd implantado superficiamente no
endométrio uterino. As trés camadas germinativas comegam a
aparecer naterceirasemanade gestacdo, durante agastrulaco.
O ectoderma dé origem a epiderme, ao sistema nervoso central
e periférico, a retina do olho e a vérias outras estruturas. O
endoderma é a fonte dos revestimentos epiteliais das vias
respiratérias, do trato gastrointestinal, incluindo as glandulas
gue nele desembocam, assim como as células glandulares dos
Orgédos associados, tais como figado e o pancreas. O mesoderma
da origem as capas do musculo liso, tecido conjuntivo e vasos
associados aos tecidos e 6rgaos. O mesodermatambém formaa
maior partedo sistemacardiovascular e éafontedascélulasdo
sangue e da medula 6ssea, do esqueleto, misculos estriados e
orgéaos reprodutores e de excregao®.

O figado, a vesicula biliar e o sistema de ductos hiliares
surgem de uma invaginagdo central da parte caudd do intestino
anterior noinicio daquartasemana. O figado cresce rapidamente
e, daquinta adécima semana, preenche grande parte da cavidade
abdominal. A quantidade de sangue oxigenado que flui da veia
umbilical para o figado determina o desenvolvimento e a
segmentagao funcional do figado. Inicialmente, oslobosdireitoe
esquerdo sdo aproximadamente do mesmo tamanho, mas o lobo
direito logo se torna maior. A hematopoese, no figado, comega
duranteasextasemana, conferindo ao figado seu aspecto vermelho
brilhante. Essatividade hematopoético éaprincipal responsavel
pelo tamanho relativamente grande do figado entre as&timae a
nona semanas do desenvolvimento e na nona semana, o figado
perfaz cerca e 10% do peso totd do feto®.

O figado é bem conhecido por sua capacidade de
regeneracdo. O Orgéo inteiro poderegenerar-se novamenteapartir
de um pequeno pedago, como um terco do tecido origina. Essa
respostarestaurativaé atribuidaagrande habilidade dos hepatocitos
em sedividirem, que émaisde 12 a 16 divisdes por célula. Além
disso, estudos recentes em modelos animais demonstraram a
existéncia de células-tronco hepdticas enddgenas e exdgenas
capazes de formar hepatdcitos e ductos biliares?.

Ja ha muitas décadas, foi mostrada a capacidade
regenerativa do figado. O modelo experimental de Higgins e
Anderson'’ para o estudo daregeneracdo desse 6rgdo consistia
em, através de um procedimento cirdrgico, remover doistercos
do figado derato. L obos especificos do figado eram removidos
intactos, sem danos aos lobos que ficaram. Oslobos residuais
ampliaram-se refazendo a massa dos |obos removidos, ainda
gue os lobos retirados nunca mais cresceram. A resposta
regenerativa do figado é proporcional a quantidade de células
gue foram removidas.

Ao contrario da regeneracdo de outros tecidos como a
medula éssea ou a pele, aregeneracdo do figado ndo depende
de um pequeno grupo de progenitores ou de células-tronco.
Entretanto, células com propriedades de células-tronco podem
aparecer em grande ndmero quando a proliferacéo de
hepat6citos maduros € inibida®.
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Os animais, inclusive a espécie humana, podem
sobreviver a uma remocao cirdrgica de mais de 75% da
massa hepatica. Dependendo do organismo, o ndmero
original de células é restabel ecido dentro de uma semana e
a massa original dentro de 2 a 3 semanas. Esse processo
pode ocorrer repetitivamente, indicando uma capacidade
regenerativa muito alta ao contrério dos outros 6rgéos
parenguimais como rins e pancreas®.

Células-tronco e o figado

Uma das primeiras demonstracdes de plasticidade de
células-tronco foi observada no figado'?. Em uma simples
perda de hepatdcitos, como a causada por umahepatectomia
parcial sem complicagdes de infec¢8o viral ou inflamagéo,
ocorre uma resposta regenerativa rapida para restaurar a
massa do figado?®.

O Transplante de Medula Ossea tem sido usado por
décadas, com sucesso, experimentalmente e na medicina clinica
para reconstituir o sistema hematopoético, incluindo o sistema
imunedo receptor com célulasderivadas do doador. Recentemente,
foi sugerido que as células-tronco hematopoéticas humanas,
particularmente asdo sangue de corddo umbilical, também podem
fazer crescer células hepaticas em xenotransplantes'®,

De acordo com Mitaka?, a questdo da existéncia de
células-tronco no figado de animais adultos tem sido
debatida por cerca de meio século. Embora muitos
pesquisadores em todo mundo tentaram identificar e
caracterizar essas células no figado, resultados convincentes
ainda ndo foram notificados. A partir de estudos sobre o
desenvolvimento hepatico, parece que a maioria dos
hepatdécitos e células do ducto biliar do figado adulto derivem
originalmente de hepatoblastos residentes no figado fetal.
Dessa maneira, hepatoblastos sdo considerados as células-
tronco progenitoras de células epiteliais hepéticas.
Entretanto, ndo é possivel encontrar células morfolégica e
fenoti pi camente similares aos hepatobl astos no figado adulto
normal, até mesmo no figado em regeneragdo. Assim,
persiste a divida se ha ou ndo células-tronco no figado dos
animais adultos®. Por outro lado, embora células-tronco
hepéti cas adultas néo tenham sido isoladas ainda, tem sido
demostrada uma enorme capacidade de repopulagdo de
hepatdcitos maduros transplantados sob condigdes de dano
continuo hepético®.

Theise et al. mostraram que uma Unica célula-tronco
hematopoética ndo sb reconstitui o sistema hematopoético de
rato mas também contribui para multiplicar outros tecidos,
inclusive o epitélio do figado. Foi observado, também, que
existem hepatécitos derivados da medula 6ssea, mas 0s
resultados ainda séo considerados controversos quanto a sua
importanciafuncional no dano hepético. Em um modelo animal,
o restabel ecimento das células do figado derivadas da medula
Ossea mostrou resposta ao dano hepatico, particularmente na
regeneracdo dependente de progenitor.
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Os hepatécitos podem ser originados por diferenciacéo
direta das células-tronco hematopoéticas ou por viaindireta,
com uma célula hepética oval intermediaria. Células ovais
sd0 as células que surgem daresposta ao dano hepatico e séo
derivadas do ducto bhiliar. Essas células ovais sdo células-
tronco hepaticas que existem no canal de Hering. O modelo
oposto a esse, sugere que os precursores de células ovais
hepaticas residem somente no figado e que a medula 6ssea
contribui muito pouco com as células epiteliais hepaticas,
mesmo durante o dano®®.

V &rios model os de transpl antes cel ulares tém mostrado
gue hepatécitos podem passar por uma expansdo clonal
significante. Algumas observagoes indicam que hepatocitos
sdo uma populacdo de células-tronco funcionais do figado.
Um dano hepético mais grave ativa o compartimento de uma
segunda populagédo de células-tronco facultativas (as células
ovais) localizado na é&rvore biliar intra-hepatica, dando
crescimento ao epitélio biliar inclusive os [6bul os antes que
estas células se diferenciem em hepatécitos. Uma terceira
populacdo de células-tronco com potencial hepatico reside
na medula 6ssea. Essas seriam as células-tronco
hematopoéticas que, segundo alguns estudos, fazem a
contribuicdo mais significativa paraaregeneracao hepética'®,
contradizendo outros achados'®. Como essas trés popul ages
de células-tronco seintegram paramanter ahomeostasiaainda
ndo foi claramente entendido®.

Hepatdcitos

Thiese et al.? e Alisson et al .22 também demonstraram
gue os hepatécitos podem ser gerados de uma populacéo
celular da medula éssea em humanos*. O transplante de
hepatécitos tem sido sugerido como uma alternativa para
pacientes esperando um transplante de figado®. Até pouco
tempo atras, acreditava-se que hepatocitos s6 podiam ser
derivados de células de origem endodérmicas e seus
progenitores. Entretanto estudos recentes sugerem que células
nao endodérmicas também podem formar hepatécitosin vivo
einvitro®,

O transplante de hepatéeitos pode ser realizado nos casos
em que ha doador de figado para o transplante do 6rgéo inteiro,
tem demonstrado que cél ul as hepéti cas transpl antadas s8o capazes
de expansdo clonal significante. Apesar de ndo se conhecer um
trafego de células entre o pancreas e o figado, esta claro que as
células pancredticas podem se diferenciar em hepatécito, que é o
seu tipo celular embrionicamente rel acionada'®.

Células ovais hepaticas

As células ovais hepéticas, células pequenas com
citoplasmaescasso e nlicleo ov6ide®, sdo umapopul agdo celular
que deve constituir o compartimento de células-tronco no
figado®2. Essas célul as-tronco hepéti cas existem em pequenas
unidades daarvore biliar, nos canais de Hering?, de onde essas
células migram para o parénquima hepético®.
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Pelo fato das células ovais so se proliferarem quando
a replicacéo dos hepatocitos é prejudicada, elas sao
consideradas progenitoras das células-tronco hepaticas
similares que podem se diferenciar em linhagens hepatica,
biliar, intestinal e pancreatica em varios modelos de
roedores®*. Vérios estudos tém demonstrado a capacidade
das células ovais em se diferenciar em hepatdcitos'. Exames
detalhados revelaram que, primeiramente, as células ovais
se transformam em pequenos hepatécitos basofilicos para,
entéo, se transformarem em hepatécitos maduros®.

As células ovais hepaticas expressam diversos
marcadores hematopoéticos, como Thy 1.1, CD34, receptor
de FIt3 e c-Kit*1822.2 Esses achados corroboram com os
diversos estudos que tém mostrado que as células damedula
Ossea podem originar diversos tipos de células epiteliais
hepaticas, incluindo células ovais, hepatdcitos e epitélio
do ducto®®. No entanto, a origem dessas células-tronco néo
€ completamente conhecida®. Porém, quando um grande
dano ocorre sobre o figado ou a sua regeneracéo depois de
umalesdo esta comprometida, ocorre a ativagdo das células
ovais e o numero dessas células aumenta proporcional mente
a gravidade da doenca do figado humano®®.

Mesmo que alocalizago anatémicadaproliferacdo das
células ovais sugere a existéncia de um progenitor de
hepatécitos no canal de Hering, as propriedades precisas e a
origem das células ovais permanecem incertas. Porém, estudos
recentes em ratos e humanos sugerem que ascélulasovais sgjam
derivadas da medula Gssea'.

Célulasda medula 6ssea

Estudos recentes mostram que a pesquisa de célul as-
tronco no figado, € uma area de importante investigacdo
cientifica. Um dos mais importantes achados, é que as
células-tronco do figado podem ser derivadas da medula
Ossea. Tém-se sugerido que as células da medula éssea
seriam a terceira fonte de células durante o processo de
regeneragao hepética ao lado dos hepatdcitos e das células-
tronco enddgenas do figado®.

A meduladssea apresentavariostipos de células-tronco,
como as células-tronco hematopoéticas, as células-tronco
mesenquimais, as MAPCs, entre outras. As células-tronco da
medula 6ssea podem escapar para a corrente circulatéria
podendo, portanto, serem encontradas também (embora em
pequena quantidade) no sangue periférico do individuo. Essas
células-tronco também podem ser encontradas no sangue do
corddo umbilical do recém-nascido.

Shu et al.? e Petersen et al .27 demonstraram que ascélulas
damedula 6ssea de ratos tém o potencial de se desenvolver em
células ovais e em hepatécitos in vivo, mostrando a potente
funcao das células damedul a dsseanaregeneracéo do figado™.
Essas observagdes aumentam apossibilidade de que essas células
possam ser usadas, além da terapia celular, para a terapia
genéticano figado.

Alison et al.?? mostraram que algumas células da
medula 6ssea humana se tornaram células hepéticas em
pacientes que receberam transplante de medula 6ssea. Nesse
estudo, mulheres que receberam transpl ante de medul a 6ssea
de doadores masculinos apresentaram células hepéticas que
continham o cromossomo Y, provavelmente derivadas do
transplante de medula 6ssea ocorrido anteriormente. Se por
um lado, essefato sugere o possivel uso das células de medula
Ossea no tratamento de doencas hepéticas®, por outro lado,
outros estudos sugerem que hepatdcitos derivados da medula
Ossea existem, mas sd0 extremamente raros, pois esses
hepatécitos seriam gerados por fusdo celular e ndo por
diferenciacdo de células-tronco. Entretanto as células
derivadas da medula 6ssea podem ter um importante papel
indireto na regeneracado do figado.

Apesar das observacfes de que as células hepéticas
epiteliais possam ser derivadas damedul a 6ssea, duas questbes
importantes permanecem. Primeiro, ndo estaclaro qual otipo
de célulana medula dssea é o precursor de células hepéticas.
Segundo, a capacidade funcional dessas célulasaindando esta
comprovada®,

O atual interesse no papel das células-tronco damedula
Ossea naregeneracdo do figado comegou com o descobrimento
dequeascélulasovaisderato induzidas por um cléssico regime
carcinogénico expressavam genes tipicamente associados a
células-tronco hematopoéticas. No entanto, a expressdo de
marcadores de células-tronco hematopoéticas ndo ocorre
unicamente em ratos. Células ovais humanas, isoladas de
pacientes com doencasbiliares crénicas, expressam CD34 como
também marcadores do ducto biliar (CK19). A moléculaCD34
€ o marcador de superficie classico de células-tronco
hematopoéti cas. Trabal hos recentes tém mostrado que somente
células que apresentam os marcadores c-Kit, Lin-, Sca-1+ e
Thy-1 promovem o crescimento de hepatdcitos. Esse achado
sugere, embora ndao comprove, que as células-tronco
hematopoéticas possam ser precursoras de hepatécitos'.

Corroborando essa hipotese, esta o fato de que a
hematopoese e 0 ambiente hepatico sio conhecidos por ter um
intimo relacionamento no momento do desenvolvimento
hepético e em doencgas sisteméticas. Na vida intra-uterina, o
figado fetal é o 6rgdo responsavel pela formagdo das células
sanguineas, durante alguns meses. Recentemente, o transplante
de célulasisoladas damedul a 6ssea de roedores e de humanos,
tem se diferenciado em célulasovais, as quais so consideradas
as células-tronco hepéticas e em hepatécitos no figado®.

Petersen @ d.# mosgtraram que no transplante de cdulas da
meduladssea, emrato letldmenteirradiados, ascdulasmigravam para
ofigadoeentdo sediferencdiavamemcdulasovasehepatoaitos Lagasse
et d 2 modraram quecd ulas-tronco hematopodti caspurificadaspodem
se diferenciar em hepatdcitos e recompor partes do figado em
camundongo com tirosemiahereditariacom novoshepatocitosmeaduros
originedos da medula 6ssee®. Estudos mai's recentes mostraram que
células-tronco do sangue periférico, mobilizadas por fatores de
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crescimento hematopoéti cos, também apresentaram um campo
promissor na capacidade de regeneracéo hepética, através da
formacao de hepatocitos™.

Apesar das células-tronco hematopoéticas serem
considerada uma fonte de células para a diferenciagdo em
hepatécitos, alguns estudos mostram que subgrupos de células
ndo- hematopoéticas também exercem este papel. Essas
células seriam, portanto, células CD45 negativas®, uma vez
gue esta molécula de superficie celular € considerada um
marcador leucocitério.

Assim, amedula6ssea contém, além das células-tronco
hematopoéticas, célul as-tronco mesenquimais® entre outras.

Células multipotentes progenitor as adultas e células-
tronco mesenquimais

As células multipotentes progenitoras adultas (MAPCs)
sd0 uma populacdo de células-tronco adultas que podem ser
i soladas damedul a Gssea de varias espécies de mamiferos. Essas
células tém propriedades similares as células-tronco
embrionérias que podem sediferenciar em diferenteslinhagens
invitro em condi¢bes apropriadas. Essestiposcelularesincluem
alinhagem mesenquimal, como musculo, cartilagem e 0ssos,
linhagem neuroectodérmica como as diferentes classes de
neurdnios e linhagem endodérmica como os hepatdcitos'®.
As células multipotentes progenitoras adultas também foram
transplantadasin vivo e células derivadas dessas também foram
encontradas no figado e pareciam ser hepat6citos?>=t.

Alguns autores, no entanto, consideram que as MAPCs
seriam um subtipo das células-tronco mesenquimais (CTM).
As CTM sdo células originadas da camada do mesoderma da
fase embrionéaria®. As CTM séo células indiferenciadas,
altamente capazes de fazer auto-renovacdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular®. AsCTM exercem um importante papel
na regulacdo da hematopoese, bem como no sucesso do
transplante de células hematopoéticas, uma vez que s&o o
principal componente naformagdo do microambiente medular®.
As CTM sdo candidatas promissoras para o desenvolvimento
de futuras estratégias terapéuticas na terapia com células-
tronco™ por serem capazes de se diferenciar em diversostipos
celulares como fibroblastos, osteoblastos, condroblastos,
midcitos, células nervosas, adipocitos® e, inclusive,
hepat6citos>sL%,

Além damedulaéssea, em varios outros orgéosjaforam
descritos a presenca de CTM, entre eles, o tecido adiposo, o
pancress, o figado®* e, também, 0 sangue corddo umbilical 34,

O sangue de cordao umbilical como fonte de células para
doencas hepaticas

O sangue de corddo umbilical tem sido utilizado, nos
ltimos anos, como umaimportante fonte de células-tronco para
reconstituir amedula éssea nos transplantes. No entanto, mais
recentemente, foi identificado queas CTM presentes no sangue
do corddo umbilical podem se diferenciar em hepatocitos. Esse
material tem sido visto como uma hova e importante fonte de
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células na terapia e transplante de células contra doencas
hepaticasincurave s,

Em 2004, foi identificado um novo tipo de células-
tronco no sangue de cordéo umbilical, denominado células-
tronco sométicasirrestritas (unrestricted somatic stemcells),
chamadas de USSCs. Essa é uma populagao rara de células
nao-hematopoéticas (CD45-negativas) pluripotentes
presentes no sangue de corddo umbilical e que apresenta
grande capacidade de proliferacédo e diferenciacdo celular.
Para verificar a capacidade de diferenciagdo in vivo das
USSCs humanas em células hepaticas, em estudo
experimental com modelo animal, as células transplantadas
conseguiram, com grande eficiéncia, diferenciar-se em
hepatécitos no figado do receptor.

Embora o nimero de estudos sobre a utilizagcdo
terapéutica de células-tronco a partir do sangue de cordéo
umbilical em doencas hepéticas sgja aindamuito restrito, uma
das razdes de se acreditar que esta sera uma importante fonte
de células no futuro no tratamento das doencas hepéticas, €
devido as vantagens que este material oferece em relagéo a
medula dssea. Entre essas vantagens estdo o menor risco de
transmissao de virus, amenor rejeicdo de células quando doadas
por outro individuo mesmo se ndo total mente compativel com
o receptor, afacilitada da obtencdo do material, devido ser um
processo ndo invasivo, além da oferta praticamente ilimitada
de células-tronco®.

M ecanismos de regener agéo hepaticas através das
células-tronco

As células-tronco hepaticas podem ser classificadas de
diferentes maneiras: 1) células responsaveis pelo “turnover”
normal do tecido; 2) células responsaveis pela resposta a
hepatectomiaparcial; 3) célulasresponsaveis pelaregeneracéo
dependente de progenitor; 4) células com capacidade de
“repovoamento” no transplante de figado e 5) células que
resultam em fenétipos dos hepatécitos edo ducto biliar invitro.
Fortes evidéncias sugerem que diferentes tipos celulares e
mecanismos s80 responsaveis pela reconstituicdo do 6rgao
dependendo do tipo de dano hepatico. Além disso, o
restabel ecimento do tecido por células enddgenas (regeneracao)
deve ser distinguidada reconstituicéo por transplantede células
(“repovoamento” )&,

Assim, diversos trabalhos sobre a plasticidade de
células-tronco e observacGes sobre a expressio de marcadores
hematopoéticos em células ovais, levaram a hip6tese de que
as células-tronco da medula 6ssea podem, também, originar
as células epiteliais, inclusive as células ovais hepéticas'®?’.
A expressdo de varias mol écul as normal mente associadas com
a medula oOssea talvez explique porque a hematopoese é
normal mente encontrada no figado com células ovais ativas.
No entanto, amaioria desses marcadores sdo perdidos quando
as células ovais se diferenciam em hepatdcitos.

Numerosos fatores de crescimento e citocinas, fator
de crescimento de hepatécitos, fator de crescimento de
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epiderme, TGF-a, TNF-o e IL-6, triiodotironina, insulina
e agentes adrenérgicos podem ou facilitar ou iniciar a
resposta regenerativa normal dos hepatocitos. Muitos
desses mesmos fatores estdo implicados no comportamento
das células ovais®.

Os estudos de Theise et al?* sugerem que o transplante
de células da medula Gssea deve ser considerado como uma
opcao terapéutica no tratamento de doencas do figado. No
entanto, segundo os autores, as células epiteliais surgem por
fusdo e ndo por diferenciacdo, e as células ovais sdo geradas
por células-tronco intra-hepéti cas e ndo precursoras namedula
Ossea’®. Esses achados mostram a grande controvérsia sobre a
origem das células-tronco no figado e anecessidade de ampliar
0s estudos.

Por outro lado, tem sido sugerido que as células-tronco
hepéti cas de qual quer linhagem, os hepatécitos, ascélulasovais
ou as células-tronco hematopoéti cas podem ter uso terapéutico
no tratamento de varias doencas que af etam o figado*®®. Entre
essas, estdo diversas doencas genéticas que produzem doengas
hepaticas, como a doenca de Wilson e a sindrome de Crigler-
Najjar, e em casos que possuem uma expressao extra-hepatica
da doenca, como a deficiénciado fator 1X?°.

N&o esta suficientemente claro como adiferenciacdo e/
ou maturagdo de células-tronco hepéticas ocorrem na vida
adulta. Como, por exemplo, as células-tronco hematopoéticas
podem sediferenciar em célulasovaisou célulasdo ducto hiliar
ecomo as células ovais podem setornar hepatécitosou células
do ducto biliar®®. No entanto, segundo estudo de Dabeva e
colaboradores'®, as células-tronco de um figado fetal, quando
isoladas, podem ser transpl antadas com sucesso erepovoar mais
de 10% do figado normal.

Fusdo ou diferenciacéo?

As condic¢oes apropriadas de culturanaqual ascélulas
da medula 6ssea se diferenciam em hepatocitos € de
fundamental importancia. Esse fato € determinante, ndo s
para entender os mecanismos de diferenciagdo, mas também
para uma eficiente amplificagéo das células progenitoras de
hepatdcitos originadas da medul a 6ssea, como sendo um pré-
requisito para o uso terapéutico™.

Tanto a transdiferenciacdo como a fusdo celular podem
ser mecanismos de diferenciacéo de fendtipos de células em
cultura e transplantadas. No entanto, seria necessario definir o
mecanismo da formagdo de hepatdcitos e de outras células
diferenciadas das células-tronco hepéticas®. A maioria dos
experimentos que sugerem atransdiferenciacdo de células-tronco
extra-hepéti cas em hepatdcitos também podem ser explicados por
fusdo entre as células doadas e os hepatécitos hospedeiros. Isto
mostra que fusdes entre células-tronco embrionérias e céulas
diferenciadas, assim como entre progenitores damedulaésseae
hepatécitos, podem ser um fendmeno comum?®.

Hatrés mecanismos basi cos que devem ser considerados
guanto ao aparecimento de hepatécitos do doador apds um
transplante de células-tronco da medula 6ssea. Primeiro, a

medula 6ssea pode, teoricamente, abrigar células-tronco
endodérmicas especializadas capazes de produzir hepatocitos
eoutrascélulasepiteliais. Essacélulaseriaanaogaas células-
tronco mesenquimais que produzem derivados de mesoderma
como muscul o, cartilagem e gordura. Segundo, os hepatdcitos
e as células sangliineas podem ser derivadas de uma mesma
célula-tronco por diferenciagdo hierérquica. Terceiro, 0s
hepatocitos derivados da medula 6ssea podem nao ser
totalmente derivados da diferenciacdo, mas preferencial mente
da fusdo celular. Essa possibilidade cresceu pela observagéo
de que as células hematopoéticas podem espontaneamente se
fusionar com células-tronco embrionarias in vitro e produzir
multi plostecidos em embri&o de camundongo. Por fim, embora
afusdo celular esponténea seja um evento muito raro mesmo
na presenca de um dano hepatico muito grande, os hepatdcitos
derivados damedula 6ssea, mesmo se gerados por fuséo celular,
s80 totalmente funcionais e, conseqiientemente, poder&o ter uso
terapéutico®®.

Estudo com células-tronco em doengas hepaticasno Brasil

A possibilidade davutilizag8o de cél ulas-tronco naterapia
etransplante em diferentes doengas hepéticastem sido interesse
da comunidade cientifica ao redor do mundo, inclusive no
Brasil. No cancer hepético, naregeneracdo de umalesio aguda
do figado, nas hepatites, na cirrose, entre outras doencas, bem
como ho estabelecimento de protocol os para a terapia génica,
as pesquisas com células-tronco mostram com um futuro
promissor para sua utilizag8o terapéutica®®.

Embora resultados de estudos clinicos com células-
tronco em doengas hepaticas em seres humanos ainda sejam
praticamente inexistentes na literatura cientifica, estudos
preliminares mostram a capacidade terapéutica dessas células
neste novo campo de investigacdo clinica. O Brasil vem se
destacando internaci onal mente em estudos clinicos com células-
tronco em algumas éreas da salide, como nas doengas cardiacas,
em algumas doencas auto-imune e, mais recentemente, nas
doengas hepéticas.

Um grupo de pesquisadores brasileiros realizou, em
setembro de 2005, o primeiro transplante de células-tronco da
medula 6ssea em paciente com cirrose cronica, em Salvador,
Bahia®. Com ainiciativa, o Brasil € o pioneiro no mundo em
transplantes com células-tronco para tratamento de doencgas
hepaticas®. O sucesso da utilizagdo terapéutica de células-
tronco é resultado de uma pesquisa iniciada ha alguns anos
pela unidade da Fundac&o Oswaldo Cruz (Fiocruz) na Bahia.
A utilizag8o de células-tronco no tratamento reduziu em torno
de 60% a fibrose hepatica. A inten¢do dos pesquisadores foi
tentar melhorar a qualidade de vida do paciente e aumentar a
sobrevida até que o0 mesmo pudesse receber um novo figado™.
Segundo os autores do estudo, o transplante das células-tronco
nao substitui anecessidade de transplante do figado, mas podera
auxiliar centenas de pessoas que estdo na fila a espera de um
0rgdo para o transplante’®*, Qutros pacientes ja estdo sendo
submetidos ao tratamento experimental com células-tronco®.
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O avanco naareade pesqui sas clinicas marcaumanova
era no estudo das doencas hepéticas e coloca o Brasil como
umaimportante referénciano que diz respeito aos estudos com
células-tronco paratratamento em seres humanos.

CONCLUSOES

A falta de doadores de 6rgéos tem limitado muito o
uso de transplantes namedicina. Desde os primeiros rel atos,
ha dez anos atras, que células-tronco embrionarias
totipotentes podem ser extraidas de células pré-embrionérias
humanas e se proliferam com sucesso, tanto o publico em
geral quanto a comunidade cientifica tém se interessado na
esperanca de potentes terapias baseadas em células-tronco
para o tratamento de uma ampla variedade de doencas que
afetam nossos 6rgaos vitai st2.

O figado, amplamente estudado em relacéo as células-
tronco, possui células que podem ser originadas da medula
Ossea, ou podem residir no proprio figado e sdo ativadas
quando necesséarias. O transplante de hepatécitos,
desenvolvido devido afaltadefigado doado para o transplante
total, tem mostrado capacidade de expansao clonal
significativa dentro do figado lesado®.

Os proximos passos na pesquisa de células-tronco
hepéticas sdo elucidar os mecanismos de diferenciacéo e
maturacdo de cada célula e entender o papel dessas células na
linhagem hepética.

Ao lado dos mecanismos de transdiferenciagéo ou fusdo,
ha uma terceira hip6tese que pode explicar 0 mecanismo de
acdo das células-tronco e que devera ser amplamente
investigada nos proximos anos. Talvez nao sejanem afusdo e
nem atransdiferenciag&o o principal mecanismo deregeneragdo
tecidual das células-tronco. Até porque, alguns trabalhos vém
mostrando a presenca de apenas um pegueno percentual de
células do doador que permanece apds a reconstitui¢éo
funcional do tecido. Tal fato tém sido observado pelaauséncia
de marcadores das células dos doadores, o que deveria
permanecer natransdiferenciacso.

Pode ser que as células-tronco implantadas no local da
les@o gjudem na“modulagdo” do ambiente que foi danificado,
através daliberacdo defatores de crescimentos. Esses, por sua
vez, podem estimular as préprias células-tronco locais (ou
circulantes) a regenerar aquele tecido. Com certeza, muitos
estudos ainda devem ser realizados para o entendimento desses
ou de outros mecani smos de funcionamento das células-tronco,
ainda desconhecidos.

Ainda seréo necessarios alguns anos até que se possa
usar com grande eficiéncia e em larga escala a terapia com
células-troncos para diversas doencas. Novas terapias
revolucionarias ainda deverdo ser descobertas como, por
exemplo, investigagdes usando célul as-tronco hematopoéticas
gue poderdo contribuir paraaconstrucao deum figado artificia
eformag&o detecidos hepéticos” exvivo” , assm como aterapia
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de transplante celular?. No entanto, a medicina regenerativa,
através do uso das células-tronco no tratamento de inlmeras
doencas incuraveis, € uma esperanca cada vez mais proxima
ao alcance da humanidade.
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RESUMO

Os esforcos de muitos laboratérios tém concentrado no desenvolvimento de pesquisas e na descoberta
de vias moleculares que atuam na mediacéo da resposta pleiotropica da insulina. Os estudos sobre o
mecanismo de acdo insulinico levaram a descoberta do receptor tirosina quinase e varias proteinas
ligantes que sdo diretamente ativadas por meio de sitios de tirosinas fosforiladas existentes nesses
receptores. A familiados substratos do receptor deinsulina (IRSs) s&o as principais proteinas envolvidas
natransducdo do sinal intracelular desencadeado pelainsulinaas quais séo encontradas em umagrande
variedade de células e tecidos. Esse trabalho de revisdo versa sobre o tema referente ao complexo do
receptor de insulina e a cascata de sinalizac&o induzida por esse horménio.

Palavras-chave. insulina, receptor insulinico, substrato do receptor insulinico (IRSs), sinalizacdo
intracelular, sitiostirosinafosforilados.

ABSTRACT

Several laboratories efforts largely focus on investigating and discovering the molecular pathways that
mediate the pleotropic insulin responses. Studies on the mechanism of insulin action led to the discovery
of theinsulin receptor tyrosinekinase, the central role of tyrosine phosphorylation during insulin signaling
and various signaling binding proteins directly activated by phosphotyrosine motifs occurring in the
activated receptors complexes. Insulin receptors substrate family (IRSs) is the main proteinsinvolved
inintracellular signaling pathways, and it isfound in alarge variety of cellsand tissues. This paperisa
review on insulin receptor complex and the signaling cascades induced by this hormone.

Key words. insulin, insulin receptor, insulin receptor substrates (IRSs), intracelullar signaling,

phosphotyrosine motifs.
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INTRODUCAO

A lnsulina

A insulina é uma proteina de pequeno peso molecular
formada por duas cadeias polipeptidicas ligadas por pontes
dissulfetos constituidas por 21 e 30 aminoacidos,
respectivamente. Essa proteina é sintetizada nas células 3
pancreaticas como uma longa cadeia de polipeptidios
proveniente de um Unico gene, recebendo o nome de proé-
insulinat. A pré-insulina € composta por insulina e peptideo
C2. Estamol éculaé clivadapor agdo de umaenzimaproteolitica
apos a cadeia protéica dobrar-se em um formato especifico. A
excisdo de parte da cadei a polipeptidicade pré-insulinaprovoca
uma perdairreversivel daformacéo necessariaparaaproteina
dobrar-se espontaneamente em sua conformagdo normal®.
Desde 0 seu isolamento, ainsulinaé o horménio peptidico mais
intensamente estudado quanto a seu mecanismo de acéo,
refletindo suaimportancianabiol ogiahumanaemedicina. Um
entendimento bioquimico claro dos mecanismos insulinicos é
de maximaimportancia®.

Insulina € o agente anabdlico mais potente
fisiologicamente conhecido®. Em nivel celular, este horménio
controla o transporte idnico, a captacdo de glicose e substrato
(ex. aminoécidos), bem como afosforilagéo e desfosforilacéo
de enzimas, além de afetar 0 metabolismo de carboidratos,
proteinas e lipidios. Os efeitos desse hormdnio variam desde
respostas répidas de sistemas de transporte e enzimas (de
segundos aminutos) até modul agBes | entas, como proliferagéo
celular, que pode levar horas para ser expressa. Além dos seus
bem conhecidos efeitos metabdlicos, ha evidéncias de que
exerca agdes sobre componentes da estrutura celular como o
citoesquel eto. Adicionado a complexidade da agéo insulinica,
ha evidéncias que sugerem que esse hormonio exerca parte de
seus efeitos metabdlicos viamudangas no volume celular®. Uma
ddvida resta: ainda ndo esta claro se as agGes metabdlicas e
mitogénicas dainsulina compartilham uma via comum ou é o
resultado de duas ou maisvias divergentes que emanam de seu
receptor®.

L onge da ativagdo do receptor, ainsulinaregulao grau
de fosforilagdo em serina e treonina, paradoxamente
estimulando fosforilagdo de algumas proteinas e causando
desfosforilagéo em outras®. Esta claro que algumas, mas néo
todas desfosforilagdes sdo efeitos insulinicos que controlam a
elevacdo de 3', 5'- monofosfato ciclico de adenosina (AM Pc),
sendo a reducgdo deste nucleotideo um dos mecanismos
fisiol6gicos mais importantes da ag&o insulinica. E bem
estabel ecido que ainsulina ativa uma, e provavelmente mais,
AMPc fosfodiesterases responsaveis pela redugéo dos niveis
de AMPc. O horménio também inibe a producdo de AMPc
através da inibicdo da adenilato ciclase. Esse efeito faz com
gue o AMPc sggaum mensageiro secundario dainsulina, embora
ndo o principal®. Muitas dessas fosforil agies em serinaltreonina
s80 compartilhadas com outros fatores de crescimento. Em
contraste, a desfosforilacéo de proteinas € uma caracteristica
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Unica da insulina, incluindo muitas enzimas envolvidas no
metabolismo de glicose e lipidios, tais como piruvato
desidrogenase, glicogénio sintetase e lipase sensivel a
horm@nio. Portanto essas desfosforilagGes parecem ser criticas
paramuitos dos ef eitos metabdlicos do hormdnio como sintese
delipidios e carboidratos e inibig&o de lipdlise.

E interessante notar que pro-insulina, insulinaefatores
de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) sdo peptideos
intimamente relacionados quanto a sua sequéncia de
aminoécidos, estruturatridimensional e atividades biol 6gicas.
Enquanto ainsulina age conhecidamente como um hormonio
enddcrino, o fator de crescimento relacionado a insulina 1
(IGF-1) é classicamente considerado como um regul ador
parécrino de crescimento e diferenciacéo celular. Ambos os
peptideos se ligam com alta afinidade a distintos receptores
de membrana, os quais compartilham grande homologia. A
pré-insulina é capaz de se ligar ao receptor de insulina com
10% menos afinidade que o hormdnio original e promove
ativagdo da sinalizag@o, mas provavelmente com efeitos
bioldgicos diferentes. Em fibroblastos de embri&o de frangos
aproé-insulina é descritacomo mais efetivaque ainsulinaem
estimular crescimento celular?.

O Receptor delnsulina (IR)

O receptor de insulina (IR) esta presente virtualmente
em todos os tecidos dos vertebrados, embora sua concentragdo
varie de 40 receptores em eritrécitos circulantes a 200 em
adipacitos e hepatécitos’.

O gene do receptor humano esta localizado no brago
curto do cromossomo 19, sendo constituido por mais de 150
quilobases (Kb) e 22 éxons, codificando um cDNA de 4,2 Kb.
Este receptor migra com peso molecular de 300-400 kDa em
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)". O IR é
sintetizado como pré-receptor e sofre uma série de mudancgas
pés-transducionais, incluindo ligagcdo covalente, pontes
dissulfeto, dimerizacao e clivagem proteolitica para formar o
tetrémero a:2328. O IR consiste num heterotetrémero composto
por duas cadeias externas o°, as quais estdo localizadas
totalmente fora da membrana e possuem os sitios de ligagéo a
insulina’ e duas cadeias transmembranicas 3, asquai s possuem
o dominio intracelular tirosina quinase®® (Figura 1). A N-
glicosilagdo ligada a aspargina presente no receptor € uma
modificagdo necessaria para a dimerizacdo do mesmo,
transporte intracelular e aquisi¢do da capacidade de ligar-se a
insulina. Na subunidade 3, a glicosilagdo estd envolvida com
transmissdo transmembréni cado sinal, enquanto na subunidade
oL parece promover o processamento do pro-receptor e seu
transporte a partir do reticulo endoplasmético. Pré-receptores
retidos no reticul o possuem dominios quinasi cos ativosin vitro,
mas s80 praticamente insensiveis as estimul agbes insul inicas®.

Uma ou duas moléculas de insulina podem se ligar ao
receptor e os sitios de ligagdo exibem um comportamento
cooperativo negativo’. Esta ligagdo promove mudangas
conformacionais, movendo os dominios quindsi cos para perto,
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permitindo afosforilagdo cruzada datirosina 1.162 etirosinas
adjacentes presentes naal cade ativagdo. Depois dafosforilacio,
atirosina1.162 é deslocadado sitio ativo e presume-se queira
estabilizar a nova conformac&o. Essas mudancas permitem a
ligagdo do adenosinatrifosfato (ATP) e estimulam intensamente
a atividade catalitica do receptor®.

A ativacdo datirosina quinase presente na subunidade
[ do receptor resulta numa imediata autofosforilag8o de seis
residuos de tirosina, onde a mutagéo em um dos trés residuos
do dominio quinasico do receptor causareducdo namagnitude
do sinal insulinico e mutacdo nos trés sitios inativa
completamente o receptor. Carel et al** relatou em fibroblastos
Rat-1 que adel egéio de 43 aminoacidos do dominio C-terminal
do receptor resulta na dissociagdo entre efeitos metabdlicos e
mitogénicos dainsulina

Proteinas quinases séo enzimas que catalisam a
transferénciade gruposfosfatos pararesiduos de aminoacidos
das proteinas. No caso do receptor de insulinahaumareacgéo
deautofosforilagdo, levando aincorporacdo de gruposfosfatos
dentro da subunidade B do receptor. A insulina estimula a
fosforilagdo do receptor em 3-5 residuos de tirosina, sendo
gue esse efeito € maximo em 1 minuto. A quinase uma vez
ativada parece manter o estado fosforilado mesmo naauséncia
da insulina®. O receptor de insulina fosforila diretamente
inlmeras proteinas, incluindo a familia dos substratos do
receptor de insulina (IRSs), proteina homologa ao colageno
com dominio SH2 (Shc) e proteina ligante de fator de
crescimento 2 (Grb-2)*? (Figura 1).

Umavez ativado, o receptor ndo sofre desfosforilacdo
ou desativacdes espontaneas, sendo Necessario um processo
catalisado por uma proteina tirosina fosfatase celular para
reverter os receptores ao seu nivel basal, ou sgja, no estado de
quinase inativa. A principal tirosina fosfatase do IR € uma
proteinaintegral de membranachamadaL AR (proteinaintegral
de membrana relacionada a antigeno de leucécito)®.

Entre as tirosinas quinases especificas, o grande grupo
dos receptores quinasicos ocupa um lugar especial devido a
sua haturezatransmembranica, pois sdo capazes de interpretar
diretamente o sinal extracelular einiciar acascatade sinalizagdo
dentro da célula*. Embora, saiba-se que esses receptores
possuam um papel decisivo na tumorigénese, é importante
enfatizar que eles também sdo reguladores cruciais do
desenvolvimento, crescimento e diferenciago tanto no adulto
quanto no embri&o®. Andlises molecul ares de tumores humanos
mostram que algumas malignidades estdo associadas ao
aumento daexpressdo ou amplificacdo de certos protoncogenes
dereceptorestirosinaquinase. Para essestumores nota-se uma
forte relagdo estatistica entre amplificacio/superexpressdo e o
prognéstico clinico. Esses dados suportam a hipétese de que
esses genes estdo envolvidos, pelo menos, em estagios tardios
do processo de transformagdo maligna, com a progressao
tumoral e metéstase. O gene humano codificador parao receptor
de fator de crescimento epidérmico (EGFR) é encontrado
amplificado em células de carcinoma de cabega e pescoco e

em 40% dos gliomas malignos. Rearranjos do DNA nesse gene
amplificado levam a delegdes no dominio extracelular do
receptor. Esses receptorestruncados ndo se acoplam ao ligante
extracelular, mas exibem uma atividade de fosforilacéo
constante. Como aformagdo tumoral é geralmente considerada
um processo constituido de multiplos passos é dificil avaliar
em tumores humanos qual o papel dessas alteracdes na
expressdo de protoncogenes ou estruturas que poderiam estar
envolvidos nainiciagdo do tumor, progressdo e metastase, ou
sgja, qual seriaaconsequiénciabioquimicaefisiolégicaecomo
poderiam contribuir para o fenétipo neoplasico. Um exemplo
de superexpressdo génica de receptor tirosina quinase como
responsavel naformag&o de um tumor éfornecido pelo modelo
de génese de melanomaem peixe, onde 0 agente transformador
identificado foi um novo membro da subclasse | (receptores
relacionados ao fator de crescimento epidérmico-EGF) dos
receptores tirosina quinasicos, o0 Xmrk (receptor tirosina
quinase do peixe Xhiphophoros semelhante ao receptor de
fator epidérmico)*.

O IR éintimamente relacionado com o receptor do fator
de crescimento 1 relacionado ainsulina (IGFR-1)%, chegando
a exibir 70% de homologia. Sabe-se que concentracdes
suprafisioldgicasdeinsulinaligam-seao IGFR-1, o qual regula
a proliferagdo das células in vivo e in vitro, através de trés
mecani smos diferentes: mitogénese, estabilizacdo e manutencdo
do fendtipo transformado e protegdo das células contra
apoptose’®. O mecanismo de autofosforilagdo quinésico é
similar a0 que ocorre com receptores tirosina quinase
monomeéricos de fatores de crescimento, como os receptores
parafator de crescimento derivado de plagueta (PDGFR) e de
fator de crescimento fibroblastico (FGFR) e EGFR®™. A
interacdo dos ligantes com receptores tirosina quinase
geralmente faz com que receptores monomeéricos se
oligomerizem no plano damembranae se autofosforilem através
de uma reag&o intermolecular. Autofosforilagdo nos residuos
de tirosina dentro do dominio catalitico estd associada com
ativacdo enzimética, enquanto fosforilagcGes em regifes nédo
cataliticas do dominio citoplasmético providenciam sitios de
ligagdo para proteinas sinalizadoras’. A transfosforilagdo de
receptores monomeéricos gera siti os que reconhecem proteinas
efetoras detentoras de dominios SH2, as quais se associam
diretamente com os respectivosreceptores. Jaaautofosforilagdo
de receptor de insulina geralmente causa a ativacdo do seu
substrato, o qual funciona como uma proteina de ancoragem
para outras moléculas SH2%,

O IR também é fosforilado em residuos de serina e
treoninano estado basal e em respostaaestimulagéo dascélulas
por ésteres deforbol, andlogosdo AMPc e pelaprépriainsulina
Algumasfosforilagdes em serinadiminuem aatividadetirosina
quinasicaestimulada pelainsuling’.

OsDominiosSH2 e SH3

Varios componentes da via de transdugdo do sinal
intracelular contém regides conhecidas como SH2 e SH3. Os
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dominios SH2 e -3 sdo regiGes homologas aos sitios nédo
cataliticos da familia de tirosina quinase Src e, portanto,
respectivamente denominados. homologo 2 a Src (SH2) e
homélogo 3 a Src (SH3). Os dominios SH2 sdo formados por
umacadeialateral de arginina que interage com grupos fosfo-
tirosina dos receptores tirosina quinasicos e outras proteinas
citoplasmaticas. Os dominios SH3, por sua vez, apresentam
grande afinidade por residuos de prolinal’ e sdo encontrados
em vérias proteinas que se associam ao citoesqueleto e a
membrana. As proteinas do citoesqueleto ndo possuem SH2,
indicando que esses dois dominios ndo sdo obrigatoriamente
inseparaveis. O papel dosdominios SH3 parece estar envolvido
com localizagdo subcelular. Sugere-se entdo que os dominios
SH2 e -3, quando combinados, confiram aos complexos
multiproteicos, localizacdo subcelular apropriada para a
ativacdo de vias de transducéo do sinal especificas'®.

Os Substratos do Receptor delnsulina (IRSs)

O substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), foi
originalmente descoberto em células de hepatoma Fao como
sendo uma ampla banda que surgiu durante a el etroforese em
SDS-PAGE com uma massa molecular de aproximadamente
185 kDa, sendo chamada pp185. Foi subsegiientemente
identificado em vérias outras célul as e tecidos estimul ados pela
insulina com peso variando de 160 a 190 kDa, sugerindo que
sua fosforilagdo pode variar ou ser uma mistura de varias
fosfoproteinasdiferentes. O IRS-1 éimediatamente fosforilado
apos estimulagdo insulinica, indicando que exerca um papel
importante nos passos iniciais da transdugdo do sinal pés-
receptor®® (Figura 1).

A partir decélulasmiel 6idesfoi descobertae clonadauma
proteina chamada 4PS, a qual exibia grande semelhanca com o
IRS-1, sendo posteriormente identificada como substrato 2 do
receptor deinsulina(lRS-2) e principal mente expressano muscul o,
pulméo, cérebro, figado, rins, coragdo e baco® (Figura 1).

Em adipdcitos de ratos a insulina induz a fosforilagéo
de uma proteina de 60 kDa, chamada pp60, a qual pode se
associar aFosfatidilinositol 3 quinase (PI3K)?. Posteriormente,
essa proteinaficou conhecida como substrato 3 do receptor de
insulina (IRS-3)% (Figura 1).

O substrato 4 do receptor de insulina (IRS-4) foi
identificado por Lavan et al?® sob a denominagdo de PY 160.
Esse novo membro da familia das proteinas IRSs sofria
fosforilagdo em tirosina apés estimulo com insulina e IGF-1
em células HEK 293, mas era imunol ogicamente distinta do
IRS-1*? (Figura 1).

As proteinas IRSs sdo compostas por um dominio
terminal NH, de homologia pleckstrin (PH) e um dominio
ligante afosfotirosina (PTB), seguido por uma caudaterminal
COOH contendo multiplasregidesfosforiladasemtirosina. Os
dominios PH e PTB sdo bem conservados em cada uma das
proteinas | RSs e possuem uma estrutura quaternaria comum,
mas funcionam de maneira diferente quando acoplados ao IR.
Estudos indicam que o dominio PH se ligue afosfolipidios de
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membrana ou regides acidas de varias proteinas'®* e embora
ndo interajam diretamente com os receptores, esses dominios
aparentemente sdo necessarios paraumaeficientefosforilacéo
em tirosina promovida pel o receptor’?. O dominio PTB interage
comregiGesNPEY (N = asparagina; P= prolina; E = glutamato;
Y = tirosina) fosforiladas na regido de justamembrana da
subunidade B do IR#. Os dominios PH e PTB do IRS-1 e -2
possuem uma similaridade de 69 e 75%, respectivamente®. O
dominio PH do IRS-4 exibe um alto grau de homologiacom o
dominio presente no IRS-1, -2 e -3, sendo de 49, 50 e 43%,
respectivamente. Por suavez, o dominio PTB do IRS-4 também
exibe um alto grau de homologia com 0 mesmo dominio dos
IRS-1, -2 e—3, sendo 66, 62 e 43%, respectivamente?. A porcéo
C-terminal dosdominios PH e PTB recebe 0 nome de dominios
SAIN também conhecido por ligante NPXY (N = asparaging;
P=prolina; X = qualquer aminoé&cido; Y = tirosina) de Shc e
IRS-1, sendo que o IRS-1 possui um e o IRS-2 dois. Os
dominios SAIN, também chamados dominios ndo-PTB, sdo
importantes para a interagdo com o receptor e estdo pouco
conservados entre as diferentes moléculas de |RSs'. Esses
residuos sdo as regifes que se ligam as proteinas contendo
dominios SH2, incluindo as subunidades regul atérias da Pl 3K
(p85c, p55a, p500, p83P e p557K), Grb-2, proteina
multiadaptadora com estrutura de dominios SH3-SH3-SH3-
SH2 (Nck), proteinatirosina quinase citoplasmatica (c-fyn),
fosfatase 2 que contem dominios de homologia SH2 (SH-
PTP2 ou PTP1 D)* e fosfolipase Cy (Plcy)!? (Figura 1).

Portanto, os |RSs podem ser vistos como proteinas com
multiplos sitios, os quais apds afosforilagiio em tirosinaativam
véarias vias sinalizadoras através da interacdo com proteinas
contendo dominios SH2. Conseqiientemente, varios efeitos
biol6gicos da insulina poderiam ser separados na altura da
fosforilagdo desses substratos, e mesmo por diferentes sitios
presentes nos IRSs. Alternativamente, o tempo de duracéo e
magnitude do sinal poderia ser um importante fator de
discriminagéo entre respostas biol 6gi cas diferentes’.

A ocorréncia de quatro IRSs levanta uma questé@o que
versa sobre a regra fisiol égica de cada uma dessas proteinas.
Apesar de similares, as IRSs possuem estruturas, padroes de
fosforilagdo em tirosina pelo IR (e outros receptores) e
associagdo com proteinas contendo dominios SH2 distintos,
inclusive diferencas em relagdo a sua localizagdo dentro da
célula, onde o IRS-1/2 estdo comumente associados aestruturas
intracel ulares, enquanto o | RS-3/4 estdo associados amembrana
plasmatica?>. Muitos estudos sugerem que o IRS-1 medeia
preferencial mente os efeitos mitogénicos dainsulinae do | GF-
1, enquanto 0 IRS-2 parece estar mais envolvido com ageracéo
darespostametabdlicadainsulina?®. Outros dadosindicam que
in vivo o IRS-1 talvez seja responsavel pela sinalizagdo de
receptor de IGF-I e o IRS-2 pela sinalizag&o do receptor de
insulina2. Dados evidenciam que |RS-1/2 compartilham efeitos
biol dgicos, umavez que no decorrer daestimulagdo insulinica
0 IRS-1 e —2 medeiam antiapoptose e sintese de DNA?, mas
exercem papéis tecido-especificos, onde o IRS-1 poderia
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exercer um papel proeminente no musculo esquelético,
enguanto o IRS-2 poderia ser dominante no figado®.

Enquanto IRS-1 e -2 s8o expressos ubiguamente, a
expressdo de |RS-4 é praticamenterestritaaglandulapituitaria
e ao cérebro®, principalmente telencéfalo e mesencéfalo. O
hipotalamo regula o comportamento de fome, acasalamento,
nutri¢do, crescimento e controlarespostas desencadeadas pelo
baixo nivel de glicose no sangue. Essa regido do cérebro
contém receptores de insulina, bem como outros receptores
que podem potencial mente requerer o IRS-4 paraatransdugdo
do seu sina®. O IRS-4 é expresso em células humanas,
enquanto sua expressao em tecidos de camundongos esta
abaixo do nivel de deteccdo™.

Fantim et al?® trabalhando com camundongos
demonstrou que animais desprovidos de IRS-1 sGo menores
do que os controles e sdo levemente resistentes a insulina,
exibem altos niveis plasmaticos desse horménio e fraca
toleranciaatestesdeglicose einsulina. Entretanto, seusniveis
sanguineos de glicose sdo normais no estado alimentado e ndo
alimentado. Em contraponto, camundongos carentesem IRS-2
apresentam um tamanho semelhante aos seus respectivos
controles, mas desenvol vem diabetes devido aumacombinagdo
de resisténcia a insulina e incapacidade de proliferacdo das
células B pancreédticas. Camundongos sem IRS-3 nao
apresentam defeitos no crescimento e nem na homeostase de
glicose. Por fim, camundongos deficientes em IRS-4 ndo
exibem resisténcia a insulina e apresentam tamanho
ligeiramente menor. Por esses dados, pode-seinferir que o IRS-
1 exerce um papel importante no crescimento, enquanto o IRS-
2 desempenhaumafuncdo admirével naproliferagdo dascélulas
B pancredticas e ambos cumprem ag8o na responsividade a
insulina dos tecidos mais importantes. Por outro lado, IRS-3 e
—4 parecem ndo ter um papel muito importante em nenhum
desses processos. A falta do IRS-3 pode ser suprida pela
presenca de IRS-1 e —2. A auséncia de um fendtipo marcante
devido afaltade |RS-4 néo é surpresa, visto que sua expressio
€ baixa em camundongos'2.

Sabe-se que 0 IRS-4 interage com proteinas contendo
dominios SH2 como a PI3K, Grb-2, proteina adaptadora |1
(Crk-11) e a proteina adaptadora semelhante a Crk (CrkL)?*2,
além disso, observactes feitas em células 32D em relacdo as
diferencas natransducgdo do sinal mostraram que o IRS-1 e—
4 se ligam fortemente a Grb-2 e aumentam a ativagdo de
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) durante a
estimulacdo insulinica. O IRS-4 ndo possui os sitios de ligagéo
SH2 na terminagdo COOH, portanto esta proteina promove
uma fraca ativagao da PI3K devido ainabilidade do receptor
deinsulina em fosforilar suas regifes Y XXM (Y = tirosing;
X = qualquer aminoacido; M = metionina). Entretanto, os
sinais mediados pelo IRS-4 sdo suficientes para estimular a
atividade da PI3K e ativar a proteina quinase B/Akt (PKB/
Akt), masfalham em promover aativagéo daproteinaquinase
de fragéo ribossomal S6 (p70*+). Na presenca de interleucina
3(IL-3), 0 IRS-4 promove apoptose através de um mecanismo

ndo conhecido. Esse dado é uma demonstragdo clara da
diferente capacidade sinalizadorado IRS-4 quando comparado
alRS-1le-2%

Os IRS-1 e -2 foram encontrados como componentes
daviade sinalizac8o de outros receptores como o horménio de
crescimento (GH), interleucina-9 (IL-9), interferon o (INFo),
interferon y (INFy) e o fator inibidor de leucemia (LIF). Esses
receptores de citocinas utilizam vérios componentes dafamilia
da Janus quinase (JK) para mediar a fosforilacdo de IRS-1 e
—2%5. Osoutrosfatores de crescimento podem ativar os mesmos
intermedi arios sinalizadores (geralmente em um grau maior que
a insulina), mas ndo sdo capazes de mimetizar os aspectos
metabdlicos da agdo insulinica?’.

A via de sinalizagdo regulada pelo IRS-1 que inibe a
apoptose durante estimulagdo insulinica talvez seja
independente da PI3K. Ha ainda estudos que sugerem que os
produtos da PI3K amplificam o sinal antiapoptético
independente da fosfotirosina através do recrutamento de
elementos essenciais para a membrana plasmatica?.

Fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K)

Fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) é um efetor da via
de sinalizagdo usada por varios receptores tirosina quinase,
incluindo o IR e 0 IGF-IR? (Figura 1).

A PI3K é uma enzima heterodimérica sinalizadora
composta por uma subunidade catalitica (p110) associada a
uma subunidade regulatoria (p85)%. A p85 é formada por um
dominio SH3, dominio que contém homologia a regido de
guebra(BCR), flanqueada por duas seqliénciasricasem prolina,
dois dominios SH2 e umaregido inter-SH2 que contém o sitio
de ligag@o com a subunidade catalitica p110. A interacdo dos
dominios SH2 da subunidade reguladora da PI 3K com regiGes
especificas Y XXM (Y =tirosing; X = qualquer aminoacido; M
= metionina) fosforiladas em tirosina presentes nos proprios
receptores e nas proteinas sinalizadoras intermediérias, tais
como IRS-1 e IRS-2, induz a atividade enzimética da
subunidade catalitica, p110%. Os produtos lipidicos da PI3K
medeiam a ativagdo de varias serina/treonina quinases,
incluindo a quinase 1 e 2 dependentes de fosfolipidio (PDK 1/
PDK?2), PKB/Akt, proteina quinase C§ (PKCE), proteina
quinase CA (PKCA\), p70%, entre outras. Essas serina/treonina
quinases desempenham fung¢des na regulagcdo de varias
respostas biol égicas decorrentes da ativacao de PI3K,
incluindo ativagdo do transporte de glicose, sintese de
glicogénio, sintese de proteinas, lipogénese, antilipolise,
mitogénese e antiapoptose®.

Sabe-se que IR e IGF-1R ativados podem se associar
diretamente com a subunidade p85 da PI3K, aqual interage
com a regido C-terminal dos receptores, portanto, deve
existir um mecanismo de ativacdo da PI3K independente
dos IRSs. Embora ambos 0s receptores sejam capazes de
interagir a subunidade p85, isso ocorre de uma maneira
distinta, onde o IR é mais eficiente nessa interacéo,
resultando em respostas diferentes?.
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Proteina Homologa ao Colageno com Dominio SH2 (Shc)

A proteina Shc recebeu esse nome devido a presenca
do dominio SH2 e suahomologiaao colageno (Fig. 1). Existem
multiplas proteinas Shc, as quais sdo implicadas nasinalizagéo
mitogénica de varios receptores tirosinas quinases, incluindo
PDGFR e EGFR, interleucina-2 (IL-2), interleucina-3 (IL-3),
fator estimulador de coldniaem macréfago e granul6cito (GM-
CSF) einsulina®.

Proteina Ras

A fosforilagéo em tirosina dos | RSs ou proteinas Shc
pelo receptor tirosina quinase induz sua associagdo com o
dominio SH2 da pequena proteina adaptadora Grb-24. O
dominio SH2 da Grb-2 é flanqueado por dois dominios SH3,
0s quais medeiam a sua ligagdo com o SOS (“Son of
Sevenless’). A estimulagdo de células com agentes como
insulinae fator de crescimento derivado de plagueta (PDGF),
resultam na fosforilagdo em serina/treonina de SOS e sua
dissociagdo do complexo Grb2-SOS (Fig. 1). O SOS é
responsavel pela troca de guanosina difosfato (GDP) por
guanosinatrifosfato (GTP) naproteina Ras (codificadapelo
proto-oncogeneras). Umavez ligada o estado ligado ao GTP,
a Ras se associa com membros da familia de proteinas
guinase Raf (uma quinase de serina/treonina), ativando esta
tltima®. A Raf ativada pode fosforilar a proteina quinase
quinase ativada por mitégeno (MAPKK ou MEK), uma
quinase especifica de agdo dupla que catalisa afosforilagéo
em treonina e tirosina da proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK ou ERK), promovendo sua ativagdo. A
MAPK por suavez fosforilainimeros fatores de transcri¢éo
nucleares e proteinas citoplasmaticas envolvidas na
regulagdo de sintese macromolecular e mitogénese, tais como
fosfolipase A, (PLA2), p70%* e aquinase S6 ribossomal p90
(p90Rs)* (Figura 1). Dessa forma, Ras funciona como uma
molécula chave na conversao de sinais antecedentes para
eventos posteriores envolvendo fosforilagbes de serina/
treonina quinases®. Ha evidéncias que indicam que as
proteinas |RSs aparentemente ndo estéo envolvidas com a
ativacao da Ras, pois tal ativagdo ocorre em células
desprovidas de IRSs ou expressando um mutante, portanto,
aativacdo da Ras deve ser mediada pelafosforilacdo exclusiva
de Shc. Entretanto, a ativagao de Ras é insuficiente para
desencadear a mitogénese em células deficientes em IRSs,
indicando que este também deve ser responsavel pelo
acoplamento de outraviaindependente de Ras, masimportante
para a mitogénese dependente de estimul agdo insulinica'®.

A Proteina Quinase B/Akt (PK B/Akt)

A regulagdo da proteina quinase B (PKB/Akt) envolve
0 recrutamento de vérias quinases paraamembrana plasmatica
(Fig. 1). O dominio PH da PKB/Akt interage com os produtos
daPI3K, recrutando a PK B/Akt paraamembranaplasmaticae
expondo-a para quinases dependentes de fosfolipidios
associadas a membrana. A PDK1 também se associa a
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membrana plasmética através dainteragdo com o dominio PH
dosprodutos daPI 3K, catalizando afosforilagio da PK B/Akt®.

Proteina Tirosina Fosfatase 1D (PTP1D)

Proteinatirosinafosfatase 1D (PTP1D), também conhecida
como SH-PTP2, SH-PTP3, PTP2C e Syp, € uma enzima
citoplasmética com dois dominios Src (dominios de tirosina
fosforilas) de homologia 2 (SH2), sendo expressa numa grande
variedade de tipos celulares (Figura 1). Apés estimulacdo das
célulascom vériosfatoresde crescimento distintos, PTP1D torna-
sefosforiladaemtirosinae associa-se com receptores ativadosou
tirosinaquisases citoplasméticas via seus dominios SH2. Estudos
demonstraram que a PTP1D é necesséria para a transdugéo do
sind gerado pela ativacdo do receptor de PDGF e de insulina,
sendo capaz deligar-se a0 IRS-1 (Figura 1). Em contraste com o
gue ocorre com aviado receptor de PDGF, aativacao do receptor
deinsulinando resultanafosforilagdo emtirosinadosresiduosdo
PTP1D, impedindo sualigacéo ao complexo Grb2-SOS, indicando
queo efeito positivo dessafosfatase nasinalizagdo insulinicadeve
ser mediado por outro mecanismo. Sabe-se que seu envolvimento
critico nasinalizagdo dainsulinaestarelacionadacom aregulagdo
da captacéo de glicose™.

Proteina Tirosina Fosfatase 1B (PTP1B)

A proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B) esta
predominantemente localizada na superficie citossolica do
reticulo endoplasmético. Essa tirosina fosfatase exerce o
principal papel na regulacéo da atividade do IR®, sendo
considerada um regulador negativo dasinalizacéo insulinica,
apos sua fosforilagdo direta por esse receptor® (Figura 1). A
PTP1B ndo somente desfosforila o IR ativado pela ligagéo
com ainsulina, mastambém regula o percussor do IR durante
a sua biossintese®. Esse fato € bem evidenciado em
camundongos “knockout”, pois mostra que afaltade PTP1B
estaassociadaaum aumento na sensibilidade insulinica, como
também na resisténcia & obesidade. Esses estudos mostram
gue a inibicdo da PTP1B prove uma via atrativa para a
utilizag&@o desse processo como umaterapia contra o diabetes
tipo 2 e a obesidade™.

Integrinas

Estudos prévios demonstraram a existéncia de uma
ligagdo entre as vias de sinalizagdo utilizadas pelas integrinas
e agquelas empregadas pel os fatores de crescimento. Acredita-
se que adesao sgjanecessdriaparaque osfatores de crescimento
induzam completamente seus efeitos intracelulares. Por
exemplo: integrinas o3, exercem sinergia com o sinal
insulinico em células ovarianas de hamster chinés. Essesefeitos
podem ser mediados através do aumento da fosforilacdo em
tirosina do receptor e de seus substratos, pois as integrinas
podem potenciar a via de sinalizagdo da insulina e do IGF-1,
através da regulacdo da expressdo de IRS-1 (Figura 1). Uma
falha na adesdo induz uma répida diminui¢cdo do RNAm do
IRS-1. Sabe-se que as integrinas induzem o recrutamento e
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ativagdo detirosina quinases como aproteina quinase ativadora
dec-jun (INK), proteinaquinase de adesdo local (FAK), Srce
aviadasMAPK.Além disso, hdevidéncias de que asintegrinas
podem regular a transcricdo do gene que codifica para IRS-1
(Figura 1) via ativagdo de INK mediada pela FAK. Também
foi demonstrado que FAK interage diretamente com o IRS-1,
levando a fosforilagdo em tirosina deste Ultimo e sua
conseqguente interagdo com proteinas que possuem o dominio
SH2, taiscomo p85, Grb-2 e PTP1 D, além de ativar a PI3K?,

Integrina Receptor insulinico

R —

) she |

PTP1B] ' [IRS 14~ [ Grb-2 —» [ 508 [ [ Res |

PTPiD]

ﬂ?ﬁ.&‘lﬂ [ Plcy

PI4 5P, PIP3 — | ,;.DK,,E

PKC f,.\
F‘KB Akt
9?0“‘ | pa0 | | UNK
Metabolismo de glicose
ellpq ios
RlbussumaISé
=+ estimulo
—  inibigio Sobrevivéncia celular
Proliferagéo celular Sintese protéica
Antiapoptose

Figura 1. Insulina atua via receptores do tipo tirosina quinase presentes na
membrana celular, estimulando a fosforilago dos substratos do receptor
insulinico (IRSs). A fosforilag8o das proteinas IRS(s) em seus residuos de
tirosina inicia uma complexa cascata de transdugéo de sinal, envolvendo a
captagdo de glicose, metabolismo, sintese de proteinas e sobrevivénciacel ular.
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RESUMO

Fumonisina B, € a micotoxina produzida por Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum e &
encontrada princi pal mente em milho e produtos a base de milho. Desde sua descobertaafumonisinaB,
tem sido associada a doencgas em animais, como leucoencefalomalécia em caval os e edema pulmonar
em suinos. Em humanos, o consumo de alimentos com fumonisina B, tem sido associado com cancer
esofégico. A aflatoxina M, € o principal metabdlito hidroxilado encontrado no leite de animais que
consumiram ragdes contaminadas com aflatoxina B, bem como no |eite de lactantes que consumiram
alimentos com esta substancia. Neste estudo foi verificado o efeito dairradiacio gama (**Co), em doses
que variaram de 0 a 20 kGy, quanto a capacidade de inativar fumonisina B, em farinha de milho e
aflatoxina M, em leite fluido e em p6. A fumonisina B, foi extraida das amostras com metanol:agua
(8:2). O extrato foi purificado em coluna de imunoafinidade, seguido de separagéo e quantificacdo por
meio decromatografialiquidade ataeficiéncia(CLAE) com detector defluorescéncia, apds derivatizacdo
com ortoftaldialdeido. Paraefetuar adeterminagéo daaflatoxinaM,, aamostrafoi purificadaem coluna
de imunoafinidade e a separacéo e a quantificagdo por meio de CLAE com detector de fluorescéncia.
Foi observada umaredugéo da concentraggo da fumonisinaB, nafaixade 11,2 % a55,5% em doses de
3a20kGy deirradiacdo gama(*Co). A concentragdo de aflatoxinaM, foi reduzidaem 86,8 % e 37,9%,
respectivamente no leite fluido e em p6, em dose de 20 kGy de radiacéo.

Palavras-chave. farinhade milho, leite, fumonisinaB,, aflatoxina M, irradiagéo gama.

ABSTRACT

Fumonisin B, isamycotoxin produced by Fusariumverticillioides and Fusariumproliferatum, anditis
found chiefly in corn and corn-based products. Since its discovery fumonisin B, has been associated
with diseasesin animals, such asleukoencepha omalaciain horses, and pulmonary edemain swine. On
humans, the ingestion of foods with fumonisin B, isassociated with esophageal cancer. Aflatoxin M, is
the principal hydroxylated metabolite occurring in milk from animals which have consumed aflatoxin
B1-contaminated feeds. It is also present in milk from nursing mothers who consumed foodstuffs with
aflatoxin B, Inthisstudy the effect of gammarirradiation (*Co) was verified, in doses ranged from O to
20 kGy, in order to inactivate fumonisin B, in corn flour and aflatoxin M, in fluid and powdered milk.
Fumonisin B, was extracted from the sampleswith methanol :water (3:1). Theextract was purified through
immunoaffinity column followed by separation and quantification by means of high-performanceliquid
chromatography (HPL C) with o-phthal dialdehyde (OPA). For determining aflatoxin M, the purification
was done through immunoaffinity columnfollowed by separation and quantification by meansof HPLC
with fluorescence detector. Gamma irradiation (%Co) at doses from 3 to 20 kGy reduced the fumonisin
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B, content in arange of 11.2 % to 55.5 %. Gammairradiation (*Co) at 20 kGy dose reduced aflatoxin
M, concentration in 86.8 % and 37.9 %; in milk fluid and powdered milk, respectively.
Key words. corn flour, milk, fumonisin B,, aflatoxin B,, aflatoxin M, gamma-irradiation.

INTRODUCAO

O desenvolvimento de processos de preservacdo de
alimentos com afinalidade de aumentar avidade prateleirae
manter sua seguranca € um fator estratégico e dominante na
situagdo alimentar mundial. Para suprir a necessidade de
alimentos e reduzir a pobreza e considerando a expectativa
populacional de 8,3 bilhdes de pessoas para o ano de 2025, o
mundo irdprecisar aumentar substancial mente a produtividade
agricola e aperfeicoar as praticas de pés-colheita,
armazenamento e distribuigao®.

A contaminacdo fungica tem sido responsavel pela
inevitdvel perda de qualidade dos alimentos, tornando-os
impréprios para 0 consumo e resultando em grandes perdas
econdmicas. Os efeitos da invasdo fungica podem provocar:
(1) diminuic&o do poder de germinacdo; (2) reducdo na
guantidade de carboidratos, proteinas e gordura e aumento no
teor de umidade e acidos graxos livres; (3) alteracdo da
coloracéo, sabor e aroma, modificando a qualidade
organol éptica dos alimentos; (4) produgéo de micotoxinas®®.

A contaminagdo de alimentos com micotoxinas é
frequente em regiGestropicais e subtropicais, como o Brasil,
onde o clima favorece o desenvolvimento de fungos
toxigénicos, principal mente em amendoim e milho’.

Asmicotoxinas so produtos de metabolismo secundario
de fungos filamentosos sintetizados durante seu
desenvolvimento natural nos alimentos. Apresentam relativa
estabilidade quimica, permanecendo nos produtos alimenticios
mesmo apdsaremogdo dosfungos através dos processos usuais
de processamento e estocagem®.

Fumonisinas s80 micotoxinas produzidas por Fusarium
p (F. verticillioideseF. proliferatum) encontradas principamente
em milho e derivados. No Brasil, acontaminacdo destes produtos
com fumonisinas atinge percentuais superiores a 90%°> 3.

Neste grupo, amicotoxinamais comumente encontrada
€ afumonisina B, (FB,), tendo sido associada a doengas em
animais, como leucoencefalomalécia em cavalos e edema
pulmonar em suinos. Embora o efeito em humanos néo esteja
claramente estabelecido, estatisticamente esté associado ao
cancer esofgico em algumas regides como Transkel naAfrica
do Sul*+1s,

AflatoxinaM, (AFM,) € o principal metabdlito hepato
carcinogénico excretado no leite de animais que consumiram
ragOes contaminadas com aflatoxina B, estando presente em
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leite pasteurizado e ultrapasteurizado, leite em p6, queijo,
iogurte e leite humanot’-24,

V arios métodos de preservacao tém sido descritos para
impedir o crescimento de fungos e produc&o de aflatoxinas,
tais como fumigag&o, amdnia, luz ultravioleta, tratamento pelo
calor, solventes quimicos, mas nenhum desses métodos of erece
completo controle dos fungos toxigénicos e das micotoxinas.
Além do mais, efeitos nocivos a salide humana e ao meio
ambiente, associados aosresiduos, limitam aaplicagéo quimica
em grande extensdo. Conseqlientemente, o tratamento por
irradiacdo gama, utilizando fonte de ®°Co, também chamadade
esterilizacé@o a frio, tem sido investigado como processo
alternativo para a preservacao de alimentos®>%,

No Brasil, a legislacdo que trata do emprego da
irradiacdo em alimentos é a Resolugdo RDC N.° 21, de 26 de
janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
do Ministério da Salde. As doses a serem aplicadas devem ser
compativeis com os efeitos desejados, ndo tendo a legislacdo
fixado val ores minimos ou maximos®.

Poucas referéncias foram encontradas na literatura
cientifica sobre influéncia da irradiagcdo gama sobre a
estabilidade de FB, en milho eAFM, em leite. Destaforma, o
objetivo do trabalho foi avaliar a€eficiénciadairradiagdo gama
(*Co) no controle de FB, em farinha de milho e de AFM, em
leite fluido e em po.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foi utilizada uma amostra de farinha de milho
naturalmente contaminada com FB, em uma concentragéo
média de 534,5 ng/g e leite ultrapasteurizado e em pé
contaminado com AFM, em concentraggo media de 328,4 ng/
L 290 ng/kg, respectivamente.

M etodologia de irradiagéo

O processo de irradiagdo foi conduzido e executado
no Laboratério de Irradiacdo Gama do Centro de
Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear - CDTN/MG. A taxa
de dose foi ao redor de 6,0 kGy.h*. A farinha de milho foi
irradiada em niveis de 0, 1, 3, 5, 10 e 20 kGy. Para o leite
fluido foram utilizadas asdoses de 0, 3, 5, 10, 15 e 20 kGy. No
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leite em p6 foram aplicadas as doses de O, 5, 10 e 20 kGy. O
experimento foi efetuado atemperatura ambiente.

Quantificacdo de fumonisina B,

A metodologia utilizada envolveu extracdo da
fumonisina com metanol:agua (8:2), purificagdo em coluna
de imunoafinidade (VICAM) e quantificacdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia (Sistema Shimadzu equipado com bombaL C-
10AD, injetor automatico SIL-10AF e detector de
fluorescéncia RF-551), apo6s derivatizacdo com
ortoftaldialdeido (OPA). Utilizou-se coluna Shim-pack
CLC-ODS RP-18 (250 mm x 4,6 mm, particulade 5 um) e
pré-coluna Shim-pack G-ODS ( 25 mm x 4,6 mm, particula
de 5 pm). A fase moével utilizada isocraticamente foi
acetonitrila:acido acético 1 % (50:50). O residuo da
amostrafoi ressuspendido com 800 L de acetonitrila:agua
(1:1) e, segundos antes da injecéo foi adicionado 200 pL
de solucéo de OPA. O volumeinjetado foi de 20 pL em um
fluxo de 0,8 mL/min. As injecdes ocorreram dentro de 2
minutos. Para determinacdo da curva de calibracéo foi
utilizada solugGes de fumonisina B, nas concentragdes de
100 a 1000 ng/mL. Os comprimentos de onda de excitagdo
e emissdo foram 335 nm e 440 nm, respectivamente. Nestas
condicGes o tempo de retencéo da FB, foi de 8-10 minutos.
A recuperacdo do método foi de 88 % e os limites de
deteccéo e quantificacéo foram, respectivamente, 50 ng/g
e 100 ng/g*.

Quantificacdo de aflatoxina M

O método utilizado foi o descrito por Tuinstra et
al*>%®. A AFM, foi extraida do leite ap6s passagem da
amostra em coluna de imunoafinidade (VICAM) e
guantificacéo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com detector de fluorescéncia (Sistema Shimadzu
equipado com bomba L C-10AD, injetor automatico SIL-
10AF e detector de fluorescéncia RF-551). A separagdo
por CLAE foi conduzida em coluna Shim-pack CLC-ODS
RP-18 (250 mm x 4,6 mm, particulade 5 um) e pré-coluna
Shim-pack G-ODS (25 mm x 4,6 mm, particula de 5 pm).
A toxinafoi eluidaisocraticamente com agua: isopropanol :
acetonitrila (80: 12: 8) a um fluxo de 1 mL/min. Os
comprimentos de onda de excitagdo e emissdo foram 366nm
e 428nm, respectivamente. O tempo de retencéo obtido foi
aproximadamente de 10 minutos. A recuperacao do método
foi de 93 % nafaixade 15 a85 ng/L. Oslimites de detecgéo
e quantificacdo foram, respectivamente, 2 ng/L
e6ng/L.

Andlise estatistica

Em todos os experimentos efetuados os resultados foram
avaliados pelo Teste F para constatar a presenca de efeitos
significativos (p< 0,05). Nestes casos foi aplicado o Teste de
Tukey paradeterminar as diferencas entre as médias™ .

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados do efeito da irradiagdo gama (%°Co) na
destruic@o de fumonisina B, em amostra de farinha de milho
natural mente contaminada s&o mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Teores de fumonisina B, em farinha de milho apds
irradiacdo gama (*Co) a0, 1, 3, 5, 10 e 20 kGy e andlise em
quatro repeticoes.

Média
| r?;idéeo FumonisinaB;  (ug.Kg")  Coeficiente de
(kGy% (ng.Kg™) (% de Variagao (%)
Reducéo)
566,67
462,15
0 458 30 534,50a 17,29
650,97
572,73
476,87 474,61b
! 405,94 (11,2) 15,07
442,88
369,67
284,57 284,37¢c
3 230,18 (46,8) 21,47
253,07
321,73
239,68 237,77¢
> 206,24 (55,5) 25,47
183,42
304,97
211,79 257,59¢
10 272,33 (51,8) 15,57
241,29
293,81
349,33 316,38c
20 281,68 (40,8) 10,62
340,69

"Médias com a mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey em 5 % de probabilidade.

Dose de irradiacdo gama de 1 kGy provocou uma
reducdo na concentracéo de fumonisina B, para 474,61 ng/g
(11,2 %) a partir do valor original de 534,5 ng/g. Com dose
de 3 kGy areducéo do nivel de fumonisina B, foi de 46,8 %,
com 5 kGy de 55,5 %, 10 kGy de 51,8 % e com 20 kGy a
reducdo de fumonisina B, foi de 40,8 %. N&o foi observada
diferenca significativa (p < 0,05) pelo Teste de Tukey entre
osvalores meédios de fumonisina B, , quando airradiagéo gama
foi de 3, 5, 10 e 20 kGy. Visconti et al.* verificaram uma
reducéo de 20 % no conteddo da FB, em milho naturalmente
contaminado, apods irradiagdo gama em dose de 15 kGy.
Ferreira® avaliando o efeito da radiagdo gama em amostras
demilho inoculadas com Fusariumverticillioides, demonstrou
gue em dose de 10 kGy foi possivel reduzir em 62,5 % a
concentragéo de fumonisinaB,.

O processamento térmico (cozimento, fritura, torracéo
e extrusao) do milho, em temperatura nafaixade 150 a 200°C,
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reduz a concentragéo de FB, no produto final. Cerca de 80 %
dafumonisinaB,, naturalmente presente em farinha de milho,
€ destruida apo6s tratamento a 190 °C durante 60 minutos e a
220 °C por 25 minutos a recuperacdo é nula*-*. Em funcéo
dosvalores obtidos de destrui¢do dafumonisinaB, a aplicacao
dairradiagdo gamaneste alimento, com o propdsito especifico
de destruir esta micotoxinando é recomendada.

Entretanto, diferentes relatos descritos na literatura
revelaram a efetividade da irradiagdo gama na destruicdo de
outras micotoxinas em diferentes alimentos. Aziz et a®
verificaram que radiacdo gamanadose de 8 kGy, em farinhade
trigo e pdo, foi capaz de eliminar completamente outras toxinas
de Fusarium como desoxinivalenol e toxina T-2. Da mesma
forma, Aziz e Moussa® observaram que dose de 5 kGy em frutas
(morango, ameixa, uva, maca, péra, amora), foi capaz de reduzir
completamente os niveisdeécido penicilico, patulina, ocratoxina
A eé&cido ciclopiazonico. Refai et al“também descreveram uma
reducéo total da concentragdo de ocratoxinaA em milho e soja
em doses de 15 e 20 kGy. Abdel-Aa e Aziz* verificaram que
dosede 4 kGy foi capaz deimpedir aproducdo de ocratoxinaA,
acido ciclopiazonico eécido penicilico em queijo inoculado com
Penicillium viridicatum, Penicillium cyclopium e Penicillium
chrysogenum. Por conseguinte, sugere-se em trabalhos futuros
verificar o efeito da irradiagdo gama em outras micotoxinas
presentes natural mente em milho e derivados.

Os resultados do efeito da irradiagdo gama (*Co) na
destruicdo daAFM, em leite fluido e em p6 sio mostrados na
Tabela 2.

Tabela 2. Teoresde aflatoxinaM, em leite ultrapasteurizado e
em po apos irradiacdo gama (%°Co) a0, 3, 5, 10, 15 e 20 kGy.

Dose de Aflatoxina Aflatoxina
Lo M, (ng.L'h M, (ngkg")
irradiacido - p -
(kGy) Leite 1 Redugdo Lelte2 Redugio(%)
Fluido (%) em Poé :
0 328.4a 290a
3 306,7b 6,6 NE
5 221,0c 32,7 260b 10,3
10 65,9d 79.9 250c¢ 13,8
15 48.8e 85.1 NE
20 43 4f 86.8 180d 37,9

b

1. Média de 4 repeticoes.

2. Média de 2 repeticoes.

Médias com amesma letranavertical ndo diferem entre si pele teste de Tukey
em 5% de probabilidade.

NE: Né&o-executado.

Observar-seumareducdo gradual daconcentragéo daAFM,
com o aumento dadose deirradiacdo gama. Em leitefluido, a 10,
15e20kGy adestruicdo daAFM atingiu valoresnafaixade80a
87 %. Umaexplicagéo paraacentuadareducdo dosniveisdeAFM
€queo processo deirradiacdo nos alimentos envolve duas etapas:
(19 em umaetapainicia ocorre formacdo deradicaislivres, ions
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emoléculas ativadas. E o0 chamado efeito priméario dairradiagio.
(23 segue-se o efeito secundario, que consiste na reacdo das
espécies reativas formadas na primeira etapa com os outros
constituintes dos alimentos. E o chamado efeito indireto da
irradiacdo, responsavel por 80% dos efeitos provocados pela
irradiacao®®*L. A &gua, maior condtituintedo leite, absorveaenergia
dasradiages e sofre 0 processo deradidlise, formando diferentes
radicais livres e ions em grandes concentragfes. O leite em po,
gue apresenta um teor de umidade inferior ao leite fluido, mostra
uma menor, mas significativa percentagem de reducéo daAFM,
quando comparado ao |eite fluido: cerca de 38 % com adose de
20kGy.

Apesar do resultado promissor dairradiagdo gama (*°Co)
emdegtruir parcimenteaAFM , existeapossibilidade de aumento
da concentracdo do &cido butilico em fungéo da quebra de
congtituintes do leite, com possivel alteragdo do sabors2. Em
trabal ho desenvolvido por Pietraneraet a* com sorveteabase de
creme de leite, ndo foi verificada formacdo significativa de
peréxidos, indice quimico utilizado para avaliaggo de rancidez,
atéadosede 9kGy. Sugere-se, portanto, em trabal hosfuturos, um
monitoramento das caracteristicas organolépticas e nutricionais
do leite, como avaliagdo sensorial, acidez, gordura, vitaminas e
amino&cidos, apds o processo de irradiacéo.

CONCLUSOES

Doses deirradiacdo gama (%°Co) até 20 kGy néo foram
suficientes para destruir completamente a fumonisina B, em
farinha de milho natural mente contaminada.

Em leite fluido a aflatoxima M, foi destruida em um
percentua que variou de 6,6 a 86,8 %, apos irradiacdo gama
(*Co) em doses de 3 a 20 kGy. Em leite em po, aaflatoxinaM,
atingiu o maximo de destruicao (37,9 %) com adose de 20 kGy.
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ABSTRACT

The present study aimed to eval uate amethodol ogy for analyzing ochratoxin A (OTA) inraisins samples
marketed in S&o Paulo, Brazil. OTA was extracted with methanol :water (80:20, v/v) and diluted with
phosphate buffer solution, and purified through an immunoaffinity column. OTA was separated and
quantified using HPL C with fluorescence detection. The established detection and quantification limits
were 0.24 and 0.80 ng/g, respectively. Therecoveriesvalueswere 81.6, 80.4 and 81.9%, and therelative
standard deviations (RSD) were 6.0, 4.3, and 6.1 % at 2.0, 5.0 and 10.0 ng/g levels, respectively. Of
twenty black raisin samplesanalyzed 10 (50 %) contained OTA at levelsranging from 1.3 to 39.1 ng/g.
All of twenty-two white raisin samples showed no contamination with OTA.

Key words. ochratoxin A, OTA, raisins, HPLC, immunoaffinity column.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar umametodol ogia para analise de ocratoxinaA (OTA) em
amostras de uva passa comercializadas em S&o Paulo, Brasil. A OTA foi extraida com metanol:agua
(80:20, v/v) e diluida com solucéo tampao fosfato, utilizando-se coluna de imunoafinidade para
purificagcdo da amostra. A OTA foi separada e quantificada por meio de CLAE com detector de
fluorescéncia. Oslimites de deteccdo e de quantificagdo estabel ecidos foram respectivamente de 0,24 e
0,80 ng/g. Osvalores de recuperacdo foram 81,6; 80,4 e 81,9% e os coeficientes de variagdo foram 6,0;
4,3 e 6,1 % respectivamente paraos niveisde 2,0; 5,0 e 10,0 ng/g. Deum total de vinte amostras de uvas
passas pretas, 10 (50 %) continham OTA nafaixa de concentragdes de 1,3 a39,1 ng/g. Todas asvintee
duas amostras de uvas passas brancas néo apresentaram contaminag&o por OTA.

Palavras-chave. ocratoxina A, OTA, uvapassa, CLAE, coluna de imunoafinidade.
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INTRODUCTION

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin produced mainly
by Penicillium verrucosum and some species of Aspergillus
and it has been shown to be nephrotoxic, hepatotoxic,
teratogenic and immunotoxic to animal s-3. The carcinogenicity
in rats and mice is well established. OTA has been associated
with a high incidence of a kidney disease known as Balkan
Endemic Nephropathy and rel ated to the devel opment of urinary
tract tumoursin humans®. The International Agency for Research
on Cancer has classified OTA as a possible carcinogen to
humans (Group 2B)®.

OTA is a common contaminant of many foodstuffs®5”
and consequently, is present in a large proportion of tested
populations of humans and animals. Although reported levels
areusualy low in each commaodity, it can betaken from avariety
of food sources and beverages and the intake of different
contamined foods and drinks might provide atotal amount of
OTA near the provisional tolerable levels. Recently, the Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Addtives (JECFA) has
established a provisional tolerable weekly intake of 100 ng/kg
body mass®.

In further years, the use of more accurate and sensitive
analytical methodsfor thistoxin, with lower l[imits of detection
(LOD), led to its detection in different food commodities. The
reported results of occurence studies have become morerealistic
and have been supported by a better evaluation of the human
exposure and health risks. Nowadays, OTA has raised public
health concerns because high toxic potency and the human
population continuous exposureto it.

Several countries have established maximum levelsfor
OTA in cereals and other products, however in Brazil, no
regulatory limitsfor OTA have been established. Thereislimited
data about this mycotoxin in food, cereals and beverages
produced or commercialized in this country.

The occurrence of OTA in dried fruits, inclusive
raisins, has been reported in several studies®!?, showing a
considerable contamination level with high toxin
concentration and incidence. In the United Kingdom, the
Ministry of Agricultural, Fisheries and Food (MAFF) has
detected OTA in more than 80% of dried fruits analysed with
the maximum concentration at 18 pg/kg. OTA has been
detected in 80% of 61 samples of dried vine fruits in
Australial?. Forty percent of these samples had OTA
concentrations more than 1 pg/kgand in 10% more than 5
pg/kg. In Brazil3, the OTA contamination was observed in
dried vine fruitswith 33% of the samples analysed containing
more than 5pg/kg.

This study proposes an analytical method using high
performance liquid chromatography with fluorescence
detection (LC-FLD), whichissensitivetolow concentrations
of OTA inraisinsand reportsasurvey to determinethelevels
of OTA in these products commercialized in the city of Sdo
Paulo, Brazil.
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MATERIAL AND METHODS

Raisin samples

Fourty two raisin samples (22 white and 20 black without
seeds from different brands and lots) were purchased from
supermarkets in the city of S8o Paulo, Brazil from December
2005 to February 2006. A sample size of 250 g was ground,
mixed and sub-sampled prior to analysis.

Sandard and reagents

OTA standard was purchased from Sigma (St. Louis,
MO, USA). All chemicalswere of analytical grade, excepting
methanol and acetonitrile were HPLC grade. They were
purchased from Merck (Darmstadt, Germany). All solutions
were prepared with deionized water. OTA stock solution was
prepared in toluene-acetic acid (99:1). The concentration was
determined according to AOAC!, checked with UV
spectrophotometry in 333 nm, using €= 5440 cm™ mol .
Working standards were prepared by evaporation of known
volumes of the stock solution under N, stream, followed by
dissolution in LC mobile phase. They were used to calibrate
the LC detector response and for the recovery tests. The
solutionswere stored from -15°C to -20°C and protected from
light. Phosphate-buffered saline (PBS) (NaCl 0.14 M, KCI
0.027 M, Na,HPO,0.077 M, KH_PO, 0.0015 M) at pH 7.4 and
sodium bicabonate aqueous solution 1% (w/v) were prepared
in the [aboratory.

Sample preparation extraction and immunoaffinity clean-up

A OTA free-sampl e was spiked with known amount of
OTA (2.0 ng/g) and the extraction procedure was tested using
three extraction solvents, (i) acetonitrile:water (60:40, v/v),
(i) sodium bicarbonate aqueous solution 1%, and (iii)
methanol:water (80:20, v/v) as follows: 25 g samples were
extracted with 100 mL of extraction solvent by shaking
vigorously for 3 minutes in a blender or for 1 hour in a
rotational shaker. It wasfiltered through a paper filter. Then,
4 ml of thefiltered solution diluted with 12 mL of PBS were
passed through an immunoaffinity column (OchraStar™:,
Romer Labs Inc., EUA and Ochraprep®?, R-Biopharm Rhone
Ltd, Scotland). The column waswashed with 2 portions of 10
ml of PBS and air-dried. Ochratoxin A was eluted under
gravity with 2 ml of methanol:acetic acid mixture (49:1). The
eluate was reduced to dryness under N, and the residue was
solved in 300 pl mobile phase. The solution was filtered
through 0.45 um before LC analysis.

L C-FLD determination

The detection of OTA was carried out using a GBC
system (GBC, Dandenong, Victoria, Australia) equipped with
aHPLC pump (LC 1110) and a fluorescence detector (model
LC 1255). Liquid chromatography separation was performed
on a LiChrosorb C18 (Merck, Darmstadt, Germany) 5 um
particle size 25 cm x 10 mm column. The mobile phase was
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acetic acid agueous solution 3.33%:acetonitrile:methanol
(30:35:35, v/v) at aflow-rate of 0.8 ml/min. The excitation and
emission wavelengths of the fluorescence detector were set at
332 nm and 476 nm, respectively. Sample volumes of 20
wereinjected intriplicate. The linearity was determined in the
range of 2 to 256 ng/ml of OTA using 8 calibrators. The time
retention of OTA was 6.5 £+ 0.2 minutes and the confirmation
of the OTA identity peak was performed by methyl ester
formation according to AOAC™*,

Recovery experiments

Recovery experimentswere performed on OTA-freeraisin
samples (OTA concentration < LOD) spiked with OTA levels of
2.0, 5.0, and 10.0 ng/g. Spiking was carried out in triplicate and
adoubleanalysisof the blank was also carried out. After leaving
the spiked samples over night for the solvent to evaporate,
extraction solvent was added and the OTA concentration was
determined. In order to evaluate the experimental conditions of
therecovery test, the clean-up has been done using two different
immunoaffinity columns (OchraStar™:, Romer Labs Inc., EUA
and Ochraprep®, R-Biopharm Rhone L td, Scotland) with spiked
sample at 2.0 ng/g level.

RESULTSAND DISCUSSION

Analytical

Quantification of OTA in raisin samples by LC-FLD
was performed using an external calibration curve obtained
by diluting appropriate aliquots of OTA stock solution in the
mobile phase. The experimental points fit well to a straight
linein the range 2 - 256 ng/ml (r> = 0.99998). The detection
(LOD) and quantification (LOQ) limits established were 0.24
and 0.80 ng/g, respectively.

Three different extraction solutions suggested by the
manufactures of theimmunoaffinity columns (IAC) and two
shaking devices were tested. These tests were performed
using spiked samplesat 2.0 ng/g OTA level. The best results
for recovery have been obtained when the mixture of
methanol :water was utilized, since the recoveries for the
two first procedures (i) acetonitrile:water (60:40, v/v) and
(i) sodium bicarbonate aqueous solution were 119 % and
55 % respectively. The recovery was similar for both
blender and rotative shaker. The recoveries using the
methanol mixture were 81.6, 80.4, and 81.9 % and the
relative standard deviations (RSD) were 6.0, 4.3, and 6.1
% at levels of 2.0, 5.0 and 10.0 ng/g, respectively ( Table
1). These results were in agreement to the values
recommended by The European Communities?®.

Typical proceduresinclude extraction methanol- 1%
sodium carbonate (70:30), followed by clean-up on |AC?®
and after column washing, OTA could finally be eluted with
methanol.

lanamata et al'? extracted OTA from dried vine
fruits with methanol- 1% sodium carbonate (70:30). The
recovery was 81,0 % and the relative standard deviation
(RSD) was 31,24%. However, when Magnoli et al*” used
the same extraction solution, the mean recoveries were
95 + 2% and 90 + 3% for black and white dried vine fruits,
respectively. For both commodities, the mentioned authors
utilized PBS containing 1% Tween 20 to wash the column
and only methanol to elute OTA from the IAC. In the
present study, the OTA extraction was done with asimple
solution containing methanol-water (80:20) and only PBS
solution was utilized to wash the IAC. The mean
recoveries obtained in the present work were similar to
those reported by lanamata et al*?, however the relative
standard deviation values were better than the results
obtained by those authors.

Table 1. The recoveries of OTA in samples of raisins fortified.

OTAadded OTAobtained Mean Recovery Relative standard
concentration  concentration (ng/g) (%) deviations
(ng/g) (ng/g) (RSD) (%)
1.74 86.8
2 1.62 1.63 80.8 6.0
1.54 77.2
4,05 81.0
5 3.83 4.02 76.6 43
4.17 834
8.58 85.8
10 8.35 8.19 83.5 6.1
7.63 76.3

Two immunoaffinity columns were tested in thiswork:
OchraStar™ (Romer Labs Inc) and Ochraprep® (R-Biopharm
Rhone Ltd). The methanol:water (80:20) extraction solution
suggested by Romer proved adequate for both columns. The
columns efficiency was evaluated through OTA recoveries at
2.0 and 10.0 ng/g levels. The results obtained were 103.5 %
and 85.7 % for OchraStar™ column and 81.6 % and 81.7 % for
Ochraprep® column for 2.0 and 10.0 ng/g OTA levels,
respectively. Both values did not show significant statistical
difference (p>0.05), therefore both columns tested were
adequate to clean-up step.

The experimental method proposed in the present
work proved to be adequate to quantification of OTA in
raisins. The extraction step was efficient and the IAC clean-
up was suitable and no co-extractives were observed at OTA
retention time during chromatographic analysis (Figure 1).
At present, the clean-up with IAC is considered essential
in obtaining optimal recovery of ochratoxin A in addition
to the advantages of decreasing experimental time when
comparing with other traditional techniques such asliquid-
liquid partition.
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Figure 1. HPLC chromatograms— (@) a standard solution containing
10 ng/ml of OTA. (b) araisin sample naturally contaminated with
18.7 ng/g.

Incidence

Raisins in package and bulk are commercialized in
Brazilian market, therefore the samples investigated included
both types. OTA peak identity was confirmed by methyl ester
derivative, which elutes at different time from OTA.

All white raisin samples showed no contamination with
OTA, independent of thetype of packaging. Of atotal of twenty
samples of black raisins 10 (50 %) contained OTA at levels
ranging from 0.2 (LOD) to 39.1 ng/g. Considering the type of
package, OTA was detected in 43 % of packaged samples and
54 % of bulk samples, adifference not statistically significant
(p>0.05). Theresultsof the OTA analysisof 42 different brands
of raisins are presented in Table 2.

Table 2. Incidence of ochratoxin A in different brands of raisins.

Percentage
. Kind of Positive/ of
. ofg
Sample package Total positive Range (ng/g)
(%)
Original N
Black Sickuge 3/7 43 LOD* - 39.1
Bulk 7/13 54 LOD -43
Original i
- <
White package . 0 LoD
Bulk 0/15 0 <LOD
Total Original 10/42 2% LOD - 39.1

package / Bulk

*LOD (Limit of detection) = 0.24 ng/g.

The OTA levels observed in this work were similar to
those obtained by lanamata et al*® in dried vine fruits
commercialized in Brazil.

Ochratoxin A has been reported as naturally occurring
in dried vinefruitsin many countries. Magnoli et al'” detected
occurence of 67.7 and 84.2 % with mean levels of 6.3 and 4.4
ng/g in black and whitedried vine fruits, respectively.
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MacDonald et al*® showed ahigh incidence of thistoxin (88%)
in sultanas, raisinsand currants commercialized inthe UK with
a maximum level of 53.6 ug/g, however Stefanaki et al'°
observed low levels of OTA in Greek domestic dried fruits.

The European Union (EU) has established a maximum
OTA limit of 10 ng/g for dried vine fruits (currants, sultanas
and raisins)®. Inthe present work two samples of black raisins
showed contamination above this limit (18.7 and 39.1 ng/g)
and the OTA concentrations of six samples ranged from 1.32
to 8.59 ng/g. In Brazil raisins are consumed during all the
year and specially at the end of the year during Christmas.
The OTA determinationinraisinisvery important in order to
protect consumers' health from the risk of exposure to this
toxin. In addition, in Brazil thereis not limit for OTA in this
product. Considering the OTA high toxic potency and the
continuous exposure of human population, the present work
may give support to establish a OTA limits for raisins and
othersfoodstuffs. Therefore, other surveyson the occurrence
of OTA in dried black raisins are recommended in order to
better measure the contribution of thisfoodstuff to OTA human
exposure.

CONCLUSIONS

The analytical method proposed in thiswork is easy to
apply and allowsthe analysis of alarge number of samples per
day. All this due to the fact that the immunoaffinity column
clean-up provides several advantages in comparison to
traditional methods of purification, by reducing the use of
hazardous solvents, by reducing analysistime, and by showing
greater specificity.

Although a limited number of samples has been
analysed, the high incidence of contamination in black raisin
samples from which, a few presented high concentrations
indicates a real risk of human exposure to OTA through the
continuous consumption of these fruits.
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RESUMO

A doenca celiaca é caracterizada pela intolerancia ou hipersensibilidade a ingestéo de prolaminas
existentes no trigo, centeio, cevada e aveia. As proteinas do gliten do trigo sdo constituidas de
aproximadamente 50% de prolaminas, denominadas gliadinas. O tratamento adotado para a doenca
celiaca é a dieta livre de gluten. A legislacédo brasileira determina que os produtos alimenticios
industrializados devem apresentar a adverténcia da presenca ou auséncia de gl iten narotulagem. Duas
amostras de referéncia estabelecidas em um estudo interlaboratorial e treze produtos alimenticios
industrializados foram analisados para determinar a presenca de gluten por meio de ensaio
imunoenzimético comercial, EL | SA técnicasanduiche, utilizando-se anticorpo monoclonal anti w gliadina.
Olimitede deteccdo foi de 10 ppm (mg/kg). As amostras de referénciarevel aram resultados satisfatérios
com boaexatidao. O gluten foi detectado nos produtos ali menticios que continham o referido componente
declarado na rotulagem. O gliten ndo foi detectado nas amostras declaradas isentas de glUten, com
excegdo de uma amostra. O ensaio imunoenzimatico utilizado discriminou as prolaminas néo toxicas
apropriadas para os paci entes com doenga cel iaca, como os dafarinha de arroz, milho, soja, mandioca,
batata e batata doce, cujosingredientes constavam nos dizeres de rotulagem. Os resultados apresentados
evidenciam aviabilidade de uso de ELISA para a deteccdo de baixos teores de gluten em alimentos.
Palavras-chave. gliadina, gltten, prolaminas, doenca celiaca, ELISA.

ABSTRACT

Celiac disease is characterized by intolerance or hypersensitivity to ingested prolamins, which are
composites of wheat, rye, barley and oats. Gluten proteins of wheat are constituted of approximately
50% of prolamins named gliadins. The treatment for celiac diseaseisagluten - free diet. The Brazilian
legislation determines that the industrialized food products must bring warning about the presence or
absence of glutenin the respectivelabels. Two reference samplesfrom interlaboratory study, and thirteen
food products were analyzed for determining the gluten by means of commercially available
immunoenzyme assay - EL1SA sandwich format using monoclonal antibody anti-w gliadin. The detection
limit was of 10 ppm (mg/kg). Reference samples showed satisfactory results and good accuracy. Gluten
was detected in analyzed food products in those the cited component was indicated in the respective
labels. No gluten amount was detected in sampleswith indication of gluten absence, except in asample.
The used immunoenzyme assay discriminated non-toxic prolaminsfor patientswith celiac disease, asin
riceflour, corn, soy, manioc, potato, and sweet potato proteins, whoseingredients were indicated in the
respective labels. The presented results evidence the performance and the practicability of ELISA for
determining low levels of gluten in foods.

Key words. gliadin, gluten, prolamins, celiac disease, ELISA.
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INTRODUCAO

O gluten éresponsavel por umaenteropatiadenominada
doenca celiaca, caracterizada pela sindrome de ma absorgéo
de nutrientes e por | esdes namembrana da mucosa do duodeno.
A doencaceliacareflete umapermanenteintolerénciaao glGten,
apresentando os seguintes sintomas: diarréiacronica, distensio,
desnutricao, falta de apetite e vomitos'2.

A doenca afeta ambos os sexos e pode ocorrer em
qgualquer idade; podera surgir na infancia, assim que sdo
introduzidos na alimentagdo os primeiros gréos de cereais ou,
posteriormente, desencadeada por fatores externos. Umadieta
livre de gluten € o Gnico tratamento existente para os celiacos®.

O gluten é uma mistura de proteinas individuais
classificadas em dois grupos, as prolaminas e as glutelinas. As
prolaminas toxicas para celiacos sdo as gliadinas do trigo, as
secdinasdo centelo, ashordeinasdacevadaeasaveninasdaaveia

No trigo, o glUten contribui com aproximadamente 85%
do teor das proteinas, restando 15% para as albuminas e
globulinas. O teor de prolamina no gluten € geralmente
considerado 50%".

As gliadinas sd0 proteinas monomeéricas classificadas
como ., B, Y e o de acordo com asuamobilidade eletroforética
e seqliéncia de aminoacidos*. Experimentos in vitro,
demonstraram que a seqiiéncia do pentapetideo glutamina-
glutamina-prolina-fenilal nina-prolina (GGPFP) é responsavel
pela toxicidade na doenga celiace®. Existem, até o presente
momento, divergéncias quanto atoxicidade das prolaminas da
aveia para os celiacos®’®,

Diante da gravidade da doenca celiaca, no Brasil, aLei
Federal n° 8543/1992° determinou a impressdo de adverténcia
em rétulos e embalagens de alimentos industrializados que
contenham gldten. Em 2002, pela Resolugdo RDC n°40%
estendeu-se a obrigatoriedade da adverténcia “CONTEM
GLUTEN"” em caracteres com destaque, nitidose def&cil | eitura,
também para as bebidas embaladas, excluindos as alcodlicas.
Por dltimo, a Lei n° 10.674/2003" obriga as inscri¢des
“CONTEM GLUTEN” ou “NAO CONTEM GLUTEN” nos
rétul os de alimentos comercializados, como medida preventiva
e de controle da doenca.

A comisséo do Codex Alimentarius daFAO (Food And
Agricultural Organization of the United Nations) e daWHO
(World Health Organi zation) tem estabel ecido que os produtos
contendo mais de 0,3% de proteinas do trigo, centeio, cevada
eou daaveiadevem ser excluidosdadietado celiaco. O amido
do trigo com 0,3% de proteina apresenta aproximadamente
200 ppm (mg/kg) de gliten, sendo considerado “livre de
gluten”. E recomendado que a deteccdo de gluten em
alimentos e em seus ingredientes seja baseada em métodos
imunol dgi cos que of erecam sensibilidade entre 20 e 100 ppm
(mg/kg) de gliten. Entretanto, o limite de 20 ppm ainda esta
em discussdo*?®®. Paragarantir um alimento livrede gliten, o
seu contetido deve ser controlado nos ingredientes e no
produto final.

Asgliadinas podem ser detectadas por andlisede DNA,
espectrometria de massa'®, westen blotting e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)™. A técnicaELISA éamais
utilizada devida a especificidade e sensibilidade.

O teste de ELISA tipo sanduiche desenvolvido por
Skerritt e Hill*” foi validado em estudo interlaboratorialé,
adotado como método oficial daAOAC. O teste ELISA utiliza
0 mesmo anticorpo monoclonal tanto para captura como para
anticorpo marcado. O determinante antigénico é estavel ao calor
e expresso, essencial mente, pelam gliadinae por umapequena
guantidade de y gliadina. O teste reconhece as prolaminas do
centeio e dacevadadetectando até 0,001% de gl Gten (10 ppm).
O anticorpo ndo se liga as prolaminas da aveia, arroz, soja e
milho. Este método encontra-se disponivel no comércio na
forma de kit.

M étodos anal iticos sensivei s e especificos para detectar
glten que garantam a qualidade dos alimentos para consumo
de celiacos necessitam ser implantados na rotina analitica dos
Laboratérios de Salde Plblica que atuam juntamente com a
VigilanciaSanitéria. No presentetrabalho, foi utilizado o Gluten
Assay Kit, ensaio imunoenzimético, para a deteccdo de gliten
nas amostras de referéncia e nos produtos industrializados
disponiveis no comércio.

MATERIAL E METODOS

Amostras de referéncia A (2705) e B (2705) do controle
interlaboratoriad FAPAS/MAFF/UK*: aamostraA era congtituida
de2,2 kg demassaparabolo, livredeglUten, eamostraB damistura
de 20 g de massade bolo comum com 2 kg demassade bolo, livre
de glGten. Na mistura para bolo livre de gliten, constavam os
seguintes ingredientes: agUcar, farinha de arroz, amido de batata,
agentes de crescimento (bicarbonato de sbdio, fosfato dissadico),
estabilizante (hidroxi propil metil celulose, carboximetilcdulose
sodica, goma guar, goma xantana), sal, emulsificante ésteres de
poliglicerol de &cidos graxos, estearoil-2-lactil-lactato de sodio) e
amido demilho modificado®. Namisturadebolo normal continham
os ingredientes: farinha de trigo, agUcar, agentes de crescimento
(hidrogenio carbonato de sodio, fosfato de aluminio e sddio),
dextrose, leiteem pd desnatado, maltodextrina, emulsificante (E471,
E472b, EAT7), sal, estabilizantes (E466 e E450a), flavorizantes e
corante (beta carateno).

Produtosalimenticiosindustrializados

Treze amostras de diferentes produtos alimenticios
adquiridasno comércioforam avaliadas|evando em consideracéo
a adverténcia da rotulagem, “contém ou ndo contém glten”. Os
produtos rotulados “ndo contém glUten” foram creme de arroz,
amido de milho, biscoito salgado, biscaito tipo chips (raizes de
mandioca, batata doce), lasanha, farinha de soja e macarrdo. Os
produtos declarados “contém glaten” compreendiam: biscoito
artesand tipo sequilho, farinhade aveia, biscoito maisenaebiscoito
integral (deaveiaemd), farinhade centeio e cevadatorradamoida
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Reagentes

O gluten Assay Kit (Tepnel BioSystems,UK) é composto
de: a) antigeno de gliadinaliofilizada padr&o; b) trés amostras de
controle com teores de gldten: baixo (<0,016%), médio (0,02-
0,04%) e alto (0,1-0,3%); c) peroxidase ligada ao anticorpo
monoclonal anti-omegagliadinadiluido em tamp&o salino-fosfato
com BSA (Soro albuminabovino) etimerosal; d) substrato TMB
(tetrametilbenzidina), f) solugdo delavagem concentrada (tamp&o
Trissalino com timerosal); g) diluente das amostras concentrado
(tampéo salino-fosfato com gelatina e timerosal); h) solugdo
finalizadora da reagdo 25% v/v de &cido fosférico e i) placa de
microtitulacdo com 12 tiras (96 alvéolos) e previamente
sensibilizada com anticorpo monoclonal de dmegagliadina

Equipamentos

Homogeneizador de amostra (Diax 900 - Heidolph),
centrifuga (ExcelsaBaby |1 - Modelo 206-R—FANEM), lavadora
de placas ELISA (Wellwash4 - Labsystems) e leitora de placas
ELISA (Multiskan Ascent - Labsystems) com filtro.

Preparo das amostras

Osensaiosforam realizados de acordo com asinstrugdes
do fabricante contidas no kit. Resumidamente, as amostras
foram extraidas com etanol a40%, homogenei zadas (Diax 900)
ecentrifugadas (2500 rpm) por 10 min. Os extratos dasamostras
foram diluidos (v/v) em solucdo tampdo. Os produtos
declarados* ndo contém glGten” foram diluidos a 1/50 enquanto
os rotulados “contém gldten”, assim como as amostras de
referéncia e os controles fornecidos pel o kit com ata, mediae
baixa concentragéo de gldten, foram diluidos 1/50 a 1/20.000.

Procedimento

Aliquotasde 100uL dasdilui¢cGesdo padréao degliadina,
dos extratos preparados e diluidos das amostras de controle de
glaten, dos produtos alimenticios industrializados e das
amostrasdereferéncia (A e B) foram adicionadas, em duplicata,
nos alvéolos da placa de microtitulagéo. Ap6s incubagdo por
60 minutos atemperaturaambiente, aplacafoi lavadatrésvezes
com solucdo tamp&o. Apos adicao de 100uL de conjugado,
procedeu-se a incubagéo por 60 minutos, a temperatura
ambiente e um novo ciclo de lavagem. Foram adicionados
100uL de substrato TMB a cada alvéolo e ap6s 30 minutos, a
temperatura ambiente, a reagdo foi paralisada com 50uL de
solugdo finalizadora. A leitura da absorbancia a 450nm foi
realizada em leitora ELISA. As concentragdes de glUten das
amostras foram determinadas pela interpolacdo da média das
absorbancias frente a uma curva padrao pré-estabel ecida com
diluicdes do padréo de gliadina.

RESULTADOSE DISCUSSA0

A curva constituida com padrbes de gliadina nas
concentragdes de 10, 20, 50, 100 e 200 ng/mL revelou (Figura
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1) resposta linear (r?= 0,980) para a faixa de concentragdo
utilizada, obedecendo aequagdo Y = 0,0051 log x + 0,1475. O
limite de deteccdo de 5 ppm de gliadina (10 ppm de glten),
estabel ecido no kit, foi experimentalmente confirmado.

y = 0,0051 log x + 0,1475

R2 = 0,980
1,3
1,2 4
1,1 4

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1 =

A (450nm

0 50 100 150 200 250
gliadina (ng/mL)

Figura 1. Curva padréo de gliadina

Os teores dos padrfes de gluten, fornecidos pelo
kit, de alta, média e baixa concentragado, foram,
respectivamente, 1498, 216 e menor que 10 ppm (mg/kg).
NaTabela 1, estdo apresentados os resultados do ensaio de
exatiddo realizado com as amostras de referéncia do estudo
interlaboratorial de proficiénciaFAPAS/MAFF/UK. O valor-
z (“z-score”) da determinagdo do gluten, estabelecido pela
relacdo z=(x-X)/c, onde x=concentracdo do analito
determinada, X=concentracdo verdadeira do analito,
o=desvio-padréo parao valor x, foi considerado satisfatério
para[z]<2, questionavel quando 2<[z]<3 einsatisfatorio se
[z]>3. Os valores encontrados neste trabalho para as
amostras A e B foram considerados satisfatorios, por
apresentarem valores de [Z] < 2.

Tabela 1. Resultados do teor de gluten nas amostras de referéncia A e B
valores-z obtidos no teste de proficiéncia FAPAS.

Amostras Glaten (mg/Kg) Valor -z
Resultado do Resultado do
laboratorio FAPAS
gluten Assay Kit

A 43 479 -0.6

B 440 665 2,0

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da
determinagdo do teor de gluten nos alimentosindustrializados
utilizando o Gluten Assay Kit. N&o foi detectadaapresencade
gluten nos produtos designados sem gllten, exceto para o
macarréo. Todas as amostras que apresentavam a adverténcia
“contém glten” foram positivas. Observa-se que na lista de
ingredientes no rétulo do biscoito artesanal tipo sequilho ndo
constavaalgumafonte originariade gldten, contudo o resultado
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analitico foi positivo, confirmando a sua presenca na referida
amostra. O ensaio revelou baixo teor paraas prolaminasdacevada
torrada e moida, fato este relatado por outros autores®®. Quanto a
andlise da avela, foi obtido o teor de gliten de 40 mg/kg, o que
n&o eraesperado, poisdadosdaliteraturaindicam que osanticorpos
monoclonais parao gliadinando reconheceriam as prolaminasda
aveidl. Estudos deinvestigagao com PCR, tornam-se necessarios
para confirmacdo da presenca de gluten na aveia®. O ensaio
redlizado discriminou as prolaminas ndo tdxicas para os celiacos
como asdosaimentosconstituidosdearroz, milho, soja, mandioca,
batata e batata doce, cujosingredientes constavam nosdizeresde
rotulagem. O teor de gltten de 190 mg/kg obtido na andlise do
macarrdo € considerado livre de gltten pela comissio do Codex
AlimentariusdaFA O/WHO (Food And Agricultural Organization
of the United Nations/World Health Organization). Osresultados
deglUten obtidos nos produtos aimenticios analisados evidenciam
aviahilizago parao uso do método deimunoensaio eanecessidade
do controle dos alimentos, uma vez que os ingredientes podem,
no processo deindustriaizacdo, sofrer contaminacdo, ou por outro
lado, o gl(ten pode ser omitido dalistadeingredientesdarotulagem
do dimento.

Tabela 2. Teor de gliten em produtos alimenticios comerciais.

Advertencia Glaten

Amostras Marca Ingredientes ; p

= no rotulo (mg/Kg)
Creme de A Arroz ND
arroz
Amido de B Amido de milho ND
milho
Biscoito C Farinha de arroz, ND

salgado mandioca, manteiga, sal
e gergelim.

Biscoito tipo D Mandioca, batata doce, ND

chips gordura vegetal ¢ sal
marinho. “NAO
Lasanha E Amido de milho, amido CONTEM ND
de arroz, amido de GLUTEN”
batata, farinha de soja,
farinha de arroz,
emulsificante (E471).
Farinha de F Farinha de soja ND
soja
Macarrio G Farinha de arroz, farinha 190
de milho, fécula de
mandioca, carotenéides
vegetais.
Biscoito H Amido de milho, 4.750
artesanal tipo margarina, ovos, polpa
sequilho de goiaba, edulcorante
sucralose, conservante
propionato de célcio.
Farinha de 1 Farinha de centeio 44 871
centeio
integral
Cevada J Cevada 40
torrada e
moida
ijglizhzl de K Aveia “CONTEM 40
Biscoito L Farinha de trigo. a¢tcar SEULEN 14.900
maisena cristal, amido de milho,
gordura vegetal
hidrogenada, sal e
leveduras, aroma
artificial de baunilha.
Biscoito M Farinha de trigo integral 26.760

integral aveia
e mel

e especial, oleo de
milho, aglicar mascavo,
flocos de aveia, mel, sal,
aromas e estabilizante
lecitina de soja.

ND= n&o detectado (menor que o limite de quantificacdo de gliten de 10mg/Kg
ou 0,001g/100g).

CONCLUSAO

O Gluten Assay Kit revelou simplicidade na operagéo,
rapidez, adequacdo para 0 nUmero de amostras ensaiadas e
exatidao satisfatoria na quantificagdo de gluten em amostras
de controle interlaboratorial FAPAS (Food Analysis
Performance Assessment Scheme / UK). Os resultados foram
satisfatdrios na deteccdo de glUten nas amostras comerciais
avaliadas, ndo revelando reacfes cruzadas com os produtos de
milho, arroz, soja, mandioca, batata e batata doce, cujos
ingredientes constavam nalista de ingredientes da rotulagem.
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RESUMO

A anemiapor carénciade ferro é o distlrbio nutricional mais comum em todo o mundo. Este problema
atinge principa mente criangas e mulheres em idade reprodutiva, em funcdo desses grupos serem mais
vulneraveis a caréncia de ferro. Em virtude da natureza global do problema e suaimportéancia a salide
publica, muitos programas tém sido desenvolvidos para reduzir a prevaléncia de distlrbios causados
por deficiéncia de ferro. Assim, desde 2002, afortificagdo de farinhas com ferro tornou-se obrigatéria
no Brasil. A carénciadeferro pode causar diminuicao daimunidade e efeitos adversos no desenvol vimento
mental e motor. Por outro lado, o excesso de ferro pode promover o risco de cancer e o aumento de
problemas cardiovascul ares. Neste contexto, éimportante que os produtos fortificados sejam controlados
paraque osteores de ferro estejam dentro dos parametros estabel ecidos. Foram analisadas 85 amostras
defarinhadetrigo fortificadas com ferro, de diferentes marcas, parauso industrial e doméstico. Do total
de amostras, 65,9% apresentaram teores de ferro fora do intervalo de toleréncia, em relagéo ao valor
declarado narotulagem, o que comprovaanecessidade de efetuar o controle no procedimento de adi¢édo
deferro em farinhas de trigo, por parte dos moinhos.

Palavras-chave. farinha de trigo, ferro, espectrometria de absor¢do atdmica, fortificagdo, anemia.

ABSTRACT

Iron deficiency anemiaiscurrently the most common nutritional deficiency disorder worldwide affecting
young children and women during their fertile years, since they are the most vulnerable groupsfor iron
deficiency. Due to the global nature of the problem and its public health significance many programs
have been devel oped for reducing the prevalence of iron deficiency. In this context, since 2002 theiron
addition into flour has become mandatory in Brazil. Lack of iron may induce cellular immunodeficiency
and may cause adverse mental and motor development. Otherwise, excess of iron stores may promote
cancer and increasetherisk of cardiovascular disorder. Thus, it isimportant to control fortified products
in order to evaluate if the iron concentrations meet the law requirements. From the 85 wheat flour
samplesanalyzed, 65.9% were out of the acceptance range according to the iron concentration indicated
in the respective labels. These results indicated the need in assessing the procedure of iron fortification
in wheat flour, carried out by the mills.

K ey wor ds. wheat flour, iron, absorption atomic spectrometry, fortification, anemia
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INTRODUCAO

O ferro € um elemento essencial da hemoglobina, o
carregador de oxigénio dos globulos vermelhos do sangue
(hemécias)®. Também é encontrado na mioglobina, que leva
oxigénio para os musculos, e faz parte de muitas enzimas e
compostos do sistema imunolégico. Ao ajudar o sangue e 0s
mUscul os areceber oxigénio, o ferro fornece energiaparacada
célula do corpo

A absor¢do maior de ferro pelo corpo humano ocorre
nos periodos de crescimento acelerado, como gestagéo ou
infancia e a sua perda esta relacionada quando ocorrem
sangramentos. Assim, mulheres em idade fértil que menstruam
tém freqlientemente baixos niveis de ferro®. Pessoas que fazem
dietas, vegetarianos e atletas também podem apresentar
deficiénciadeste mineral*S.

Por outro lado, 0 excesso de ingestéo de ferro pode
causar efeitos adversos sobre a absor¢éo de outros nutrientes
inorgéanicos, como o cobre e o zinco; promover o risco de cancer
€ 0 aparecimento de doengas corondrias®®.

No Brasil, 0 Ministério da Salide em 2002 por meio da
Comissdo Interinstitucional de Conduc&o e |mplementacéo das
Ac0es de Fortificacdo, considerou as recomendacfes da
Organizagdo Mundial da Salde (OMS) e Organizacgao
Panamericana de Salide (OPAS) para fortificacéo de produtos
alimenticios com ferro e &cido folico e, considerou ainda, 0s
beneficios cientificamente comprovados que podem ser obtidos
pela prética da fortificagdo de farinhas. O Regulamento
Técnico® aprovado pelo Ministério tornou obrigatériaaadicao
deferro e de acido félico em produtos largamente consumidos
pelapopulagdo brasileira, taiscomo, farinhas detrigo efarinhas
demilho, com afinalidade de reduzir aanemiaferropriva, que
representa um problema nutricional importante no pais.

Segundo a Organizacao Panameri canade Salde’ estima-
se que 94 milhdes de pessoas no continente americano sofram
de anemia por caréncia de ferro. No Brasil, ela € a principal
causa da mortalidade materna e do baixo peso entre recém-
nascidos. A anemia ferropriva, doenca grave causada pela
deficiénciadeferro no organismo, traz como sintomas o cansago
generalizado, apatia, palidez e a falta de &nimo para as
atividades diérias. Além disso, prejudica o desenvolvimento
motor, cognitivo, alinguagem e é responsavel pelo atraso no
desenvolvimento mental de criancas; debilita o sistema
imunol 6gico, favorece infecgdes, doengas e em gestantes esta
associada a condi¢es como o parto pré-maturo®®19, Atinge
aproximadamente 50% das criangas com até 5 anos de idade,
20% dos adol escentes e até 30% das gestantes'.

Diante dessa situacdo, o Ministério da Salde esta
reforcando as aglesvoltadas parao combateaessemal, deacordo
com asdiretrizesdapoliticanacional dealimentagéo e nutricao:
fornecendo orientacdes aos consumidores para a diversificacdo
da dieta, distribuindo suplementos a base de ferro na rede de
salde para grupos popul acionais especificos e determinando a
fortificagdo daproducdo brasileiradefarinhas detrigo emilho'2,
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De acordo com a Resoluc&o n° 344, aprovada em 13
de dezembro de 20025, cada 100 g de farinha de trigo e de
farinha de milho devem conter 4,2 mg de ferro (30% IDR) e
150 mcg de &cido folico (70% IDR). A fortificacdo dafarinha
com ferro e &cido félico ja é praticada em outros paises e é
considerada uma excelente alternativa para o combate a
anemia ferroprivana populagéo, pois tem baixo custo e € um
alimento de consumo diério dos brasileiros®. O processo de
fortificagdo das farinhas deve ser cuidadoso em fungéo da
pequenaquantidade deferro adicionado em um grande volume
de farinha, cuja proporcéo é de 0,22 Kg/1000 Kg*.

O ferro elementar 325 mesh é a forma mais utilizada
para a fortificagdo da farinha em fungdo do baixo custo e
também por ndo interferir navidade prateleirado produto. A
fortificacdo é realizada agregando-se geralmente um mix de
ferro elementar e &cido folico a farinha de trigo, utilizando
um alimentador / dosador. Apds a adi¢éo do mix, afarinha é
homogeneizada para que hagja uma distribuic¢éo uniforme do
ferro.

O objetivo deste estudo consistiu em avaliar os niveis
de ferro em farinhas de trigo comercializadas no Estado de
Sao Paulo e assim verificar sealegislacéo esta sendo atendida,
bem como subsidiar a avaliagdo do desempenho e o impacto
do Programa de Suplementac&o de ferro.

MATERIAISE METODOS

Materiais

Foram utilizados materiais descontaminados
quimicamente. As vidrarias e outros materiais foram lavados
com agua e detergente neutro. A seguir, foram mergulhadasem
banho de acido nitrico a 50%, durante 24 horas. Os materiais
foram enté&o, enxagliados com agua destilada-desionizada (com
resistividade igual a 18,2 Mcm) e secos em estufa

Equipamentos
e espectrdmetro de absor¢do atdmica com chama,
modelo Analyst 100, marca Perkin Elmer;
e balancaanalitica, modelo SA 210, marca Scientech;
e chapaé€létrica, marca Fanen;
sistemade ultra-purificagdo de agua, modelo Milli-Q
Plus, Millipore;

Amostras

Foram analisadas diferentes marcas de farinhas
fortificadas, sendo 37 amostras de uso doméstico e 48
amostras de uso industrial (farinhas pré-embaladas, as de
panificacdo e as farinhas adicionadas nas pré-misturas ou,
como ingredientes de produtos alimenticios industriais)
coletadas no periodo de abril ajunho de 2006, pelas equipes
de Vigilancia Sanitaria, nos pontos de comércio ou
padarias, do Estado de S&o Paul o, atendendo ao Programa
Paulista 2006.
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M étodo

A amostrafoi previamente digerida por viaumidacom
acido cloridrico'®, descrita a seguir: pesou-se, em triplicata,
cerca de 0,5 g de amostra em um erlenmeyer de 125mL,
adicionando-se um pouco de agua para umidificar a amostra
e acrescentou-se 2,5mL de &cido cloridrico concentrado. A
seguir, a digestéo foi realizada sobre chapa el étrica g ustada
para 100 a 150° C por duas horas sob refluxo. Ao final da
digestéo, a solucéo foi filtrada em papel de filtro para baldo
volumétrico de 25mL e o volume completado com agua
destilada e desionizada. Para a determinaco dos ions ferro
utilizou-se a técnica analitica de espectrometria de absorcéo
atbmica com chama. O comprimento de onda utilizado foi
248,3nm e fenda 0,2nm.

Validacao do método

A faixa de trabalho da curva de calibracdo foi de
0,10mg/L a 2,0mg/L. Para a determinagdo do limite de
quantificacdo foram realizadas dez preparactes independentes
de uma amostra de farinha sem fortificagdo contendo
aproximadamente 1,0mg/100g de ferro, sendo que o resultado
obtido para o LQ na amostra preparada foi de 0,086mg/L e o
LQ do método de 0,43mg/100g. A precisdo (calculado como
coeficiente de variacdo) foi de 3,4% medida em amostras de
farinha de trigo contendo aproximadamente 1,0mg/100g de
ferro; para avaliar a exatiddo do método analisou-se 13
replicatas do material de referéncia certificado NIST 1567a
(wheat flour). Os valores certificado e obtido foram
respectivamente, 14,1 + 0,5 mg/kg e 14,4 + 0,4 mg/kg.

Tratamento estatistico
O tratamento estatistico dos dados obtidos foi realizado
utilizando-se o programa estatistico GraphPad Instat®®.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Resolugao 3445, que aprovou o Regulamento Técnico
para a fortificagdo das farinhas de trigo e milho com ferro e
acidofdlico, fixou o limite minimo de 4,2mg/100g deferroem
farinhas, néo estabelecendo um limite maximo para a
fortificagdo. Considerando-se essa mesma resolugdo e a
resol ucdo sobre rotulagem nutricional de alimentos embal ados®”
gue estabel ece umatolernciade £ 20% com relagdo apsvalores
(denutrientes) declarados no rétul o, verificou-se que dentre as
85 amostras analisadas apenas 34,1% encontravam-se dentro
dointervalo detoleranciade 3,4 e 5,0mg/100g de ferro, sendo
gue 51,8% das amostras apresentaram resultados acima do
limite superior e 14,1% foram consideradasinsatisfatorias, por
conter teor de ferro abaixo do limite minimo estabel ecido. Os
resultados obtidos indicam umaalta variabilidade no processo
de adicdo de ferro nas farinhas.

Os moinhos realizam afortificagdo adicionando-se um
mix de ferro afarinha de trigo, utilizando-se um alimentador/

dosador. Este equipamento possibilita a adi¢céo de ferro, cujo
fluxo deve ser controlado para que a adi¢do ocorra de forma
continuae constante!. Portanto, aetapa critica paraaproducéo
defarinhasfortificadas seria provavel mente o gjuste dos fluxos
dafarinhae daadicao damisturacontendo ferro e cido félico™.
Paragarantir que o limite minimo estabel ecido pelalegislacdo
seja atendido, os moinhos adicionam um excesso de 10% do
mix para compensar as variagles da presenca natural de ferro
e as perdas de processamento’. Entdo, a alta porcentagem
obtida de amostras com teor de ferro acima de 5,0 mg/100g
indicaafaltade controle no processo de enriquecimento. Para
eliminar a presenca de fragmentos metélicos provenientes da
moagem sdo colocados separadores magnéticos no processo.
Dependendo do moinho o separador magnético é colocado apos
aadicdo do mix, podendo acarretar aretirada das particulasde
ferro adicionadas, o que poderia explicar os baixos teores de
ferro encontrados em 14,1% das amostras de farinhaanali sadas.
Segundo dados do INMETRO?, o consumo anual per
capitano Brasil éde 53 Kgdefarinhadetrigo o que dariauma
ingestdo diariade 145 g defarinha. Considerando a Resolucao
269 do Ministério da Saude® que estabelece uma Ingestéo
Diaria Recomendada (IDR) de 14 mg de ferro, alimentos
contendo teor deferro acimade 9,6 mg/100 g, poderiaal cangar
alDR. Dasamostras analisadas 5,9% enquadram-se nesse caso.
Neste estudo foram avaliados dois tipos de farinha de
trigo, o deuso doméstico eodeusoindustria . A andlise estatistica
descritiva dos dados obtidos encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Andlise descritiva da determinagdo de ferro nas amostras
de farinha de trigo.

Tipo de Conc. Fe Conc. Fe Conc. Fe 87 4 smoalias
farinha n média sd minima maxima i;saﬁsiatébrias'
(uso) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
Doméstico 37 58 2,6 1.1 14,3 189
Industrial 48 5.6 46 1.1 30,5 104

* Amostras com concentragfes de ferro menores que 3,4 mg/100g, que
corresponde a tolerancia minima (20%) com relagdo a declaragéo na
rotulagem'’; n: nimero de amostras analisadas; sd: desvio-padréo; Conc.:
concentracao

Podemos observar que os valores minimos de ferro
obtidos para os dois tipos de farinha de trigo analisados foram
0s mesmos; com relacdo aos val ores maximos obtidos, paraa
farinha de uso domeéstico, a concentracéo de ferro obtida foi
de 14,3 mg/100g enquanto que paraafarinhade uso industrial
ovaor maximo foi de 30,5 mg/100g, o que corresponde acerca
de 726% acimadaadico obrigatoria. Em vistadestesresultados
econsiderando, aPortarian® 312, que estabel ece que o nutriente
adicionado deve estar presente em concentracBes que ndo
impliquem emingest&o insignificante ou excessivado nutriente
adicionado, e ainda, que ndo alcance os nivei s terapéuticos (no
caso de adultos a dose terapéutica varia de 100 a 200 mg de
ferro por dia, para o tratamento da anemia ferropriva)?,
recomenda-se as autoridades competentes que se estabeleca
um limite maximo de ferro nafarinha de trigo, umavez que a
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ingestéo de grandes quantidades de ferro podem aumentar os
riscos a saude de individuos que apresentam doengas devidas
a absorcao de ferro ou aqueles que tenham problemas
gastrintestinais. Tendo em vista esta consideragdo, somente o
consumo excessivo de uma das amostras analisadas poderia
alcancar o nivel terapéutico, por ter apresentado teor de ferro
de 30,5mg/100g.

Excluindo esta amostra da andlise estatistica, ndo foi
encontrada diferenca significante entre as médias das
concentragdes de ferro das farinhas domésticas e industriais
(p>0,05), porém a porcentagem de farinhas de uso doméstico,
com teor deferro abaixo do limite estabel ecido foi maior quea
das farinhas industriais, apresentando os valores de 18,9% e
10,4%, respectivamente.

CONCLUSOES

Observou-se que alguns fabricantes ndo controlam
adequadamente o procedimento para o enriquecimento de
ferro em farinhas de trigo, pois 65,9% das amostras
apresentaram teores de ferro fora do interval o de toleréncia,
em relagdo ao valor declarado na rotulagem, sendo 14,1%
abaixo de 3,4 mg/100g e 51,8% acima de 5,0 mg/100g de
ferro. Os moinhos necessitam implementar um sistema
controlado que permita homogeneidade na adicdo de ferro
a farinha, pois os dados obtidos demonstraram alta
variabilidade no teor de ferro no produto final. As
informacdes geradas neste estudo poderéo subsidiar a
avaliacdo do desempenho e o impacto do Programa de
Suplementacdo de Ferro. De acordo com os resultados
obtidos, as farinhas de uso industrial apresentaram menor
porcentagem de amostras insatisfatorias com relagéo a
fortificagdo com ferro, se comparadas as farinhas de uso
domeéstico. Com base nos resultados obtidos, sugere-se as
autoridades competentes que se estabel eca um limite maximo
de ferro nafarinha de trigo.
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RESUMO

O presente estudo avaliou 20 amostras de multimisturas quanto a composicdo centesimal e mineral.
Considerando-se a resolugdo n° 53 da ANVISA, em vigor na época da coleta e andlise das amostras,
55% das amostras apresentaram teor de umidade e substancias vol éteis superior ao maximo de 6,0g% e
apenas 15% atingiram o teor minimo de 5,5g% de cinzas. Atualmente, vigora a Resolugéo n° 263 da
ANVISA, naqual o Unico parametro estipulado é o limite de 15% para umidade e substancias volateis;
portanto, as amostras estéo de acordo com anovalegislagdo. As médias dos grupos estatisticos, em g%
de massa seca, variaram de 11,42 a 16,10 para proteina; de 3,53 a 8,54 para extrato etéreo; de 36,41 a
56,65 para carboidratos e de 14,66 a 29,76 para fibra alimentar. Foram encontrados altos teores de
minerais nas amostras, atingindo 30% das | ngestdes Diarias Recomendadas (IDRs) paracriangas de até
10 anos, conforme a Portarian® 33 da ANVISA. No entanto, como o0 acréscimo de multimistura € de
cercade 5% dadieta, apenas o mineral manganés fica caracterizado como fonte por ter atingido 15% da
IDR em 65% das amostras e, ainda como alto teor em 10% das amostras por ter apresentado 30% da
IDR.

Palavr as-chave. multimisturas, suplemento alimentar, desnutri¢&o, nutrientes, minerais.

ABSTRACT

The present study evaluated 20 samples of multimixtures for determining the centesimal and mineral
composition. Taking into account the ANVISA Resolution N°. 53 that was in force at the time these
samples were collected, 55% of samples presented volatile matter content higher than the maximum of
6.0 g%, and only 15% of samples reached the minimum level of 5.5 g% of ashes. All of the analyzed
sample showed themaximum level of 15% moisture and volatile matter. Thesefindingsarein accordance
to the Resolution N° 263, in force at present time, in which the unique established parameter has been
the limit level of 15% for moisture and volatile substances. The statistic group averages in g% of dry
matter varied from 11.42 to 16.10 for protein; from 3.53 to 8.54 for lipids; from 36.41 to 56.65 for
carbohydrates, and from 14.66 to 29.76 for dietary fiber. All of analyzed multimixtures might be
considered as containing a significant concentration of analyzed minerals, since they reached 30% of
recommended daily ingestion (RDI) for children up to 10 years of age as prescribed by ANVISA Decree
N° 33. However, as multimixture format is equivalent to about 5% of the food intake, the manganese
only would be provided at significant concentrations. Nearly 65% of samples were characterized as a
source of manganese, as they reached 65% of RDI, while 10% of sampleswere characterized as having
high manganese concentration, because they reached 30% of RDI.

K ey wor ds. multimixtures, supplementary food, mal nutrition, nutrients, minerals.
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INTRODUCAO

Umaalimentac&o adequada deve fornecer os nutrientes
essenciais para manutencéo, crescimento, reproducdo e
reparacdo dos tecidos, segundo as necessidades individuais
especificas. O ndo atendimento a estas exigéncias conduz o
individuo a desnutricdo, a qual pode acarretar varios danos a
salide e ao desenvolvimento. Sob esta condic&o encontram-se
milhdes de pessoas pertencentes a paises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento, tais como o Brasil®.

Em nosso pais, a ocorréncia de desnutricdo € mais
acentuada na populagéo infantil, em especial na faixa etaria
entre zero e cinco anos de idade?. Segundo dados do IBGE de
2004, que considerou criancas menores de 2 anos por estas
representarem o grupo maisvulnerével adesnutricdo, 3,6% das
criangas no primeiro ano de vida e 7,7% no segundo ano
apresentavam-se em um quadro de desnutricdo. Uma das
principais formas de caréncia nutricional é o deshalancgo
energeético-protéico, que pode levar a sérios danos no
desenvolvimento fisico e mental, sendo também, a principal
responsavel pelaaltataxade mortalidade de criangas menores
de cinco anos no Brasil®.

O problema da fome e da desnutricdo parte de uma
situacdo Gbvia: 0 acesso aalimentacdo. Seisto ndo € possivel,
sejam quai s forem os motivos, surge a necessidade de serem
encontradas alternativas que permitam o acesso a
alimentagao, e consequentemente, aos nutrientes necessarios
a sobrevivéncia®. Com este objetivo, surgiu a Alimentagéo
Alternativa (AA), nome usado para designar a proposta de
promover o uso de alimentos e subprodutos agroindustriais
n&o convencionais, ricos em vitaminase minerais, acessiveis
a toda populagdo®, na qual se insere a “multimistura’, que
pode ser definida como um produto obtido, basicamente, da
mistura de farelos de trigo e arroz, pé de folhas verdes, p6
de sementes e p6 de casca de ovos; sendo seu uso difundido
por entidades governamentais e ndo governamentais, tais
como a Pastoral da Crianca (CNBB) e Fundagdo Nacional
de Salde, a fim de diminuir o quadro da desnutrigdo
Nacional2.

De acordo com Brandé&o (1996)%, o uso da multimistura
em doses minimas, mas constantemente acrescidas aalimentacao,
fornece nutrientes considerados indispensaveis para promover
um étimo crescimento da crianca e do feto, aumentando a
resisténcia a infec¢des, prevenindo e curando a anemia
nutricional, diminuindo diarréias, reduzindo doencas
respiratorias, elevando a producdo de |eite materno e mantendo
asalide. Porém, amaioriadostraba hos cientificos desenvol vidos
com afinalidade de avaliar a€ficéciadeste suplemento alimentar,
tem demonstrado fragilidade nos argumentos utilizados em favor
dos seus supostos beneficiost*57.

Neste contexto, e considerando que ainformagéo sobre
acomposi¢ao dos alimentos € um indicativo do respectivo valor
nutritivo, o presente trabalho foi conduzido com o objetivo de
determinar a composi¢cdo centesimal e mineral de diferentes

amostras de multimisturas produzidas na Regi&o Central do Rio
Grande do Sul, estabelecendo relacBes entre as diferentes
formulagBes com suas respectivas variacfes constitucionais e
nutricionais.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram analisadas vinte amostras de multimisturas,
coletadas de diferentes comunidades integrantes da Diocese
de Santa Maria e de feiras livres da Regido Central do Rio
Grande do Sul. Os ingredientes utilizados na formulacdo de
cada amostra estéo descritos na Tabela 1.

Asdiferentes comunidades que forneceram as amostras
para andlise, reiteram que, para o preparo das multimisturas
foram observadas as seguintes recomendagOes basicas da
Pastoral da Crianca®.

e Lavagem e secagem a sombra das folhas verdes
sel ecionadas, seguida de moagem em liquidificador.

e Assementesforam lavadas em &guacorrente, secasao sol,
moidas em liquidificador e torradas.

e As cascas de ovos foram lavadas em agua corrente,
submersas em uma solucéo de hipoclorito de sodio a 1%
para desinfeccéo, retirada a pelicula interna, secas em
ambiente arejado e moidas também em liquidificador.

e Osfareloseasfarinhasforam torrados separadamente até
leve tostamento.

¢ Ingredientestaiscomo leite em po, aveiaem flocos e aglcar
mascavo, entre outros, quando presentes na formulagéo,
foram adicionados no final da preparacéo.

e Todos os ingredientes, secos, pulverizados e torrados,
obtidos nos processos acima citados, foram misturados
obtendo-se umamisturafinal.

Composicao centesimal

Asanalises dacomposicdo centesimal foram realizadas
de acordo com métodos analiticos propostos pelaA OA C — 2000
(Association of Official Analytical Chemists) °, sendo que os
valores de carboidratos foram estimados por diferenca entre
100 menos somatdrios dos demais parametros analisados.

Na determinagdo das substancias volateis, as amostras
foram submetidas a secagem em estufa a 105°C até atingirem
peso constante, enquanto que para a obtencéo do residuo
mineral fixo (cinzas), as amostras foram submetidas a mufla,
com temperaturade 550°C, pesando-se o residuo remanescente.
Os lipidios foram determinados a partir de extragdo com éter
de petrdleo em sistematipo Soxhlet.

A proteina bruta foi determinada a partir da
quantificacdo do nitrogénio total, apds digestdo cida, destilagéio
pelo método Kjeldahl e titulagdo. O fator de conversdo de
nitrogénio para proteina bruta adotado foi de 6,25.

A fracdo defibra aimentar foi determinada a partir do
método enziméatico 991.43 daAOAC®.
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Tabela 1. Composicéo porcentual dos ingredientes utilizados nas diferentes amostras de multimisturas.

Ingredientes/

Amostras 1 2 3 4 B 6 T 8

9

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Farelo de

- 28.88 32
trigo

14,56 34,78 32,6 37.47 44.3

46,2 6,22 43,1 15,61 54,43 14,57 32,61 17,58 49,02 30,03 49,02

Farelo de

arroz 14,44 32

14,56 34,78 16,3 22,48 13,1 8,9

17,3 3.1 15,61 11,1 106 16,31 7,73 19,61 19,61

Flocos de

- 7.22
aveia

13.1 8.9

9.8 15,02

Farinha de
trigo

& 714 11,5 10,06

24,25 23,84 28,73

Farinha de

aveia 8 10.74

8,7

1.5 7.19 4,64 9.8

Farinha de

milho .22

26,94 8,7 32,6 13,96

89 142 11,5 11,59 14,3 2817 12,41 23,84 32,61 30,39 9.8

18,02 9.8

Farinha de
arroz

Farinha de

- 12,86
soja

7.2

2,15 6,01

Farinha de

mandioca 7.22

19,35 8,7 16,3 1543 9.7

1.5 64 7.19 16,0 13,72 2119 16,31 12,15 98 2553 98

Germe de

trigo .22

131 8

Fibra de

trigo 26.3

Fibra de

milho 26.3

Fibra de soja 7,22 217 6,5

Acgdcar

mascavo 7.12 8

7.19

Linhaga em

- 3.6
pé

Gergelim em

3.6
pé

1.3 22

1.43 0,49

Amendoim 3.6

Po6 de

2,16
sementes

0,59 1.3 514 0.6

o9 101 286 018 18 265 054 166 074 315 0,19

Pé de folhas

verdes 0.36

3.2 0,1 217 07 551

04 72

061 143 0,11 109 265 065 166 074 18 147

Pé de casca

de ovo 0.8

0.82 066 098 0,45

Leite em po

60,99

A determinacéo de atividade de agua foi feita em
aparelho Aqual_ab, digital, modelo CX-2 (marca Decagon).

Composi¢do mineral
Os macrominerais e micromineraisforam determinados
conforme métodos descritos por Tedesco et al.%°.

Macrominerais

Obteve-se um extrato a partir da digestédo completa da
amostra em &cido sulfarico e altatemperatura (350-375°C).

- Fésforo: foi determinado por espectrofotometrianuma
aliquotade extrato apds adi¢éo de molibdato de ambnio e &cido
aminonaftolsulfénico.

- Potéssio: foi determinado por fotometriade chamaapds
diluicdo do extrato, gjustando-se a sensibilidade do aparelho
com os padrdes adequados.

- Cécio e Magnésio: foram determinados por espec-
trofotometriade absorcéo atbmicacom chamaar/acetileno apds
diluicdo do extrato e adi¢do de solucdo &cida de estroncio.

Microminerais

Obtiveram-se extratos das amostras apartir de digestdes
acidas sob temperaturas control adas, primeiramente com acido
nitrico (120°C) e, posteriormente, com écido perclorico (180-
190°C).
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- Cobre, Zinco, Ferro e Manganés: foram determinados
por espectrofotometria de absorcéo atdmica com chama ar/
acetileno.

- Sadio: foi determinado por fotometriade chamaap6s
diluicao do extrato, ajustando-se a sensibilidade do aparelho
com os padrdes adequados.

Andlise estatistica

Osresultadosforam submetidos aandise multivariada
de agrupamento hierarquico, conforme o método de Ward e
indicado por Hair Jr. et a.®. O programa utilizado para as
andlisesfoi 0 SPSS 8.0 paraWindows. As médias dos grupos
foram submetidas a anélises de Tukey, estabel ecendo-se um
nivel de significancia de 5%.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A determinag&o da composi¢do quimicado alimento
apartir dosteores de nutrientes presentes € importante como
indicativo dos distintos efeitos que estas substancias podem
exercer no organismo humano. Destamaneira, avariagdo na
composi ¢&do quimicade determinado alimento, como no caso,
a multimistura, pode definir melhor ou descaracterizar seu
uso na nutri¢do humana.
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Embora os resultados da composi¢éo centesimal das
amostras de multimisturas tenham demonstrado amplas
variagdes (Tabelas 2 e 3), eles se assemel haram aresultados
relatados em outros trabalhos!?131415, Esta variagdo pode
ser atribuida a grande heterogeneidade das formulagdes
(Tabela 1), que se diferenciam tanto em identidades como
em quantidades dos ingredientes usados na obtencédo das
multimisturas.

Na data de recebimento e andlise das amostras de
multimisturas, estava em vigor a Resolu¢do RDC n°53, de
15 de junho de 2000 da ANVISA?, que estabelecia um
limite méximo de 6,0% de umidade e substancias volateis
e um limite minimo de 5,5% de residuo mineral fixo
(cinzas) para misturas a base de farelos de cereais, além
disso, estavam estabel ecidos limites para parametros como
fibra bruta, acidez em solugéo, acido cianidrico e acido
fitico. Atualmente vigora a Resolugdo n°263, de 22 de
setembro de 2005%, nesta Resolugao esta estabel ecido um
limite maximo apenas para a umidade e substancias
voléteis, que passou a ser de 15% para misturas a base de
farelos, enquanto que os demais pardmetros abordados na
Resolucéo anterior ndo aparecem mais.

Ambas Resolugdes!®!’, estabelecem que produtos
como a multimistura devem apresentar, obrigatoriamente,
a seguinte sentenca: “O Ministério da Salde adverte: ndo
existem evidéncias cientificas de que este produto previna,
trate ou cure doencas”; além de vetar a indicacdo do
produto para suprir deficiéncias nutricionais. Isto n&o foi
observado em nenhuma das amostras de multimisturas
estudadas.

A partir das andlises realizadas, constatou-se que
55% das amostras apresentaram teor de umidade e
substéancias volateis superiores ao fixado pela legislacéo
anterior, ou seja, a Resolugdo n°53%, enquanto que,
considerando a Resolucao vigente!” todas as amostras estéo
abaixo do limite méximo estabelecido (Tabela 2). Porém,
deve-se considerar que mesmo constituindo-se em val ores
elevados de umidade para a natureza das amostras em
questdo e independente dos limites de umidade e
substancias volateis estabelecidos na legislacdo, os
pardmetros de conservacdo devem ser estabelecidos
considerando primeiramente a atividade de dgua, que para
todas as amostras foram inferiores a 0,6 (Tabela 2);
indicando pequeno risco de deterioragéo por crescimento
fungico e bacteriano®.

Em relagdo as cinzas, apenas trés amostras, 15% das
amostras, apresentaram o limite minimo estipulado pela
legislac&@o anterior, de 5,59%, (multimisturas 4, 6 e 12);
resultado semel hante foi constatado no trabal ho realizado
por Vizeu et al®. Este fato poderia ser indicativo de amostras
de multimisturas menos eficazes na complementacédo
mineral de dietas acrescidas deste suplemento, porém como
aatual legislacao 17 ndo estabel ece mais um limite minimo
de cinzas, o potencial de suplementacdo mineral das

multimisturas pode ser melhor definido a partir de uma
andlise especifica de mineriais. De maneira geral, as
multimisturas com os maiores teores de cinzas, como por
exemplo, as amostras 1, 4, 6, 12, 19 e 20 (Tabela 2),
apresentam expressiva porcentagem de farelos na
composicao (Tabela 1).

As proteinas constituem uma parcelasignificativae
menos variavel, quando comparadas aos demais nutrientes
presentes nas multimisturas analisadas (Tabela 3). Mesmo
assim, dois grupos bem definidos quanto a esta medida
puderam ser obtidos com o0 agrupamento estatistico, sendo
gue as multimisturas pertencentes aos grupos 1 e 3
apresentaram teores aproximadamente 38% superiores de
PB em comparagao aquelas dos grupos 2 e 4. Sao diversos
os ingredientes que contribuem para o teor protéico das
multimisturas, porém algumas multimisturas com altos
teores protéicos, por exemplo as amostras 1, 7, 8, 12 e 19,
inseridas nos grupos com maior teor protéico, caracterizam-
se por apresentar farinha de soja ou germe de trigo na
composicao (Tabelas 1 e 3).

Tabela 2. Valores de substancias voléteis, atividade de &gua e cinzas das
multimisturas.

Substancias Cinzas g% na

Multimisturas ~ volateis (g% na Anw.dade amostra
. de dgua .
amostra integral) integral
1 459 0,30 5,30
2 7,08 0,44 3,87
3 5,19 029 3,60
4 9,27 0,60 6.41
5 6,83 0,50 4,00
6 3,84 0,35 6,01
7 5,74 044 443
8 5,71 040 3,89
9 6,71 0,38 3.97
10 9,28 059 3,86
" 446 0,32 2,76
12 3,38 025 5,63
13 5,45 0,38 3,36
14 8,30 045 442
15 4,61 023 3,40
16 9,25 052 3,85
17 9,31 049 2,81
18 9,70 0,54 3,59
19 7,35 0.46 514
20 7,75 042 4,74

Sabe-se, no entanto, que o teor protéico ndo estabel ece
uma avaliagdo da qualidade nutricional da proteina, que tem
seu perfil deaminoacidosvariavel conformeafonte deorigem?.
Como nas multimisturas as proteinas sdo de origem vegetal,
deduz-se que estas sgjam de menor valor bioldgico. No entanto,
deve-se considerar que mesmo uma peguena contribuicdo da
multimi stura quanto aeste nutriente pode ser muito importante,
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Tabela 3. Grupos de multimisturas formados quanto as diferengas de composig&o centesimal (% de massa seca).

Grupo Multimisturas  PB* Lipidios CNE* FAT* FAS® FAI* Proporgao
FAS:FAI
1 1,6,12¢19 15,92 + 8,54 + 3641+5,15¢% 29,76+3,06°  777+133* 21,99 +226° 1:2,83
3,38 2,972
2 2,3,4,511 e 1142 + 7,15 + 56,65+12,10° 14,66+7,160 1,91+ 1,44¢ 11,53 + 4,270 1:6,04
13 1,960 1,202b
3 7,.8,9e14 16,10 + 534 + 47 .84+4 16 20,20+£3,05 3,53+ 0,820 16,67 £3 542  1:472
2,552 1,04bc
4 10,15,16,17, 11,75 + 353 + 52,5649,93 19,8146,216 0,71 £ 0,49¢ 16,64 + 4,182  1:23.44
18e20 2,26" 0,87¢

* PB = proteina bruta, CNE = carboidratos cal culados por diferenca (100 — demais parametros), FAT = fibraalimentar total, FAS

= fibra alimentar sollvel, FAl = fibra alimentar insolGvel.
** Valores expressos como média + desvio padréo.

*** | etras distintas entre as médias indicam diferenca estatistica significativa ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

uma vez que deficiéncia protéica tem sido apontada como
principal problemadas dietas de popul agdes carentes. Tal fato
é ressaltado por alguns autores, que frisam a possibilidade do
aproveitamento de folhas verdes e outras matérias-primas,
atualmente pouco utilizadas ou desperdigadas, como fontes
protéicas®. Entre as novas formulagbes de multimisturas
propostas sugerem-seainclusdo deingredientesde altaqualidade
protéicaquanto ao perfil aminoacidico, sdo exemploso leiteem
p6, inclusive presente em grande quanti dade namultimistura11,
eafarinhade milho QPM BR 473, com teores significativos de
aminoécidos essenciais como lisina e triptofano'®.

Os lipidios (extrato etéreo) sao constituintes menos
expressivos nas amostras de multimisturas, no entanto, ndo
podem ser considerados irrelevantes, pois estes, quando
presentes nas condic¢des em que ocorrem as suplementagdes,
podem contribuir de forma decisiva para a adequada absorcéo
devitaminas lipossol Gveis e, conseqlientemente, na utilizagdo
metabdlica de proteinas e carboidratos'. Damesmaformaque
relatado paraproteina, o valor nutricional destafracdo alimentar
pode ser amplamentevariavel, de acordo com afonte utilizada.
Oleos presentes na linhaga, semente de girassol, castanha e
améndoas, entre outros, sdo fontes de acidos graxos
poliinsaturados (PUFAS), que reconhecidamente exercem
efeitos considerdveis ao bom funcionamento metabdlico e
manutenc¢ao da salide humana?*22. J4, fontes menos nobres ndo
causaréo estes mesmos ef eitos benéficos. Algunsingredientes,
tais como linhaga, semente de girassol, gergelim e amendoim,
com relativo baixo custo, sdo usados na formulagdo de
multimisturas (tabela 1). O uso destes ingredientes em maior
propor¢do nas multimisturas aumentaria os teores de &cidos
graxos poliinsaturados neste suplemento e, nhuma dieta
constantemente suplementada, poderia reverter-se em efeitos
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benéficos a salde, ao mesmo tempo, requereria cuidados
especiais paraevitar o desenvolvimento de processo oxidativo.

Nas Ultimas duas décadas, com 0 expressivo aumento
de consumo de alimentos refinados, a fibra aimentar vem
adquirindo um statusimportante do ponto devistanutricional.
O valor nutritivo agregado aosteores de fibraalimentar sedeve
aos seus respectivos efeitos fisioldgicos, diferentes para as
fragdes (insoltvel e sollivel) e diretamente relacionados com
suas propriedades fisico-quimicas (solubilidade, absorcéo/
retencdo de agua, absor¢cdo de compostos orgéanicos e
capacidade de ligagéo)=.

A proporcéo diferenciada entre os grupos quanto a
FAS:FAI, pode resultar em efeitos fisioldgicos distintos no
organismo humano. Dietas com maior propor¢do de fibras
alimentares insolGveis resultam em aumento da absor¢do e
retencdo de &gua, facilitando o movimento do bolo digestivo
no trato gastrintestinal, causando aumento no peso dasfezese
velocidade detransito das mesmas; destaformahaumareducéo
de quadros de constipacdo e efeitos positivos sobreagunsmales
tais como hemorrdidas, varizes e diverticulites. Ja, dietas com
maior propor¢do de fibras alimentares sol Gveis podem auxiliar
no controle e diminui¢do dos niveis de colesterol e glicose
sanguinea, bem como, servirem de fonte de fermentagéo para
bactérias benéficas dafloraintestinal com producdo de acidos
graxos de cadeia curta®®.

Em todos os grupos puderam-se congtatar teores de FAI
superioresaosde FAS, porém, variaveis de acordo com o respectivo
grupo, o que estarelacionado aosingredientes usados nas diferentes
formulacbes de multimisturas. Maiores teores de FAI nas
multimisturas, gerd mente, s8o causadospor proporgdesmaiselevadas
defard osdeceredsefolhasverdesnasformulagdes®®, comoverificado
nas amostras do grupo 1 (Tabelas 1 e 3). Enquanto que, maiores
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teores de FAS, geramente, s8o oriundos de ingredientes como
aveia, pés de sementes e derivados de soja, que apresentam teores
consideravels de FAS na sua composicao®, isto foi constatado
principal mente nas amostras dos grupos 1 e 3 (Tabelas 1 e 3).

De acordo com a Portaria n® 27 daANVISA de 13 de
janeiro de 1998%, que estabelece o Regulamento Técnico
Referente a Informag&o Nutricional Complementar, para um
alimento ser considerado com alto teor de fibras alimentares,
estas devem constituir no minimo 6g em 100g de produto.
Constata-se assim, que todas as amostras estudadas poderiam
ser consideradas de alto teor de fibras alimentares de acordo
com alegislacdo vigente, porém considerando aquantidade de
multimistura habitual mente utilizada na suplementacgo, cerca
de 5% no peso da refeicdo, a alimentacdo ndo estaria
caracterizada como de alto teor de fibras alimentares.

Um aspecto nutricional negativo associado ao consumo
defibras alimentares é a possibilidade de haver diminuicéo da
disponibilidade de minerais, como alguns estudos ja
demonstraram invitro®. Estudos clinicosexaminando osefeitos
de fibras alimentares no balangco mineral em humanos
confirmam este efeito antinutricional, principalmente com a
utilizagdo de fibras purificadas, como a celulose. Entretanto,
alguns estudos indicam que as fibras alimentares da dieta ndo
tém efeitos negativos sobre aabsor¢do de minerais em humanos,
atribuindo este efeito antinutricional aosfitatos que, geralmente,
acompanham os teores de fibras alimentares, pois ambos
provém de algumas fontes em comum®2,

O avanco do conhecimento sobre determinantes do
crescimento e ganho de peso em criangas tem destacado o papel
dos micronutrientes. Sabe-se que os minerais desempenham
diversas fungfes no organismo, atuando entre outros, como
cofatores enziméticos, sendo necessarios em quantidades que
dependem da fase de crescimento, das condigdes fisiologicas,
do estado nutricional e da salide do individuo®. Neste contexto,
foi possivel observar que em relagdo aos minerais, as amostras
demultimisturasforam agrupadas em trés grupos estatisticamente
distintos, de acordo com os teores determinados.

Como esperado, osteores de cinzas das amostrasforam
diretamente relacionados com os respectivos teores dos
mineraisindividuais (correlagdes superioresar=0,63, p<0,05)%,
com excegdo do Ca, que por sua vez tem seus teores
relacionados a constituintes particulares da formulagéo das
multimisturas, como casca de ovos.

Como ja enfatizado em outros trabalhos 3 612 14.15 " a5
multimisturas apresentam teores significativos de macro e
microminerais em comparacdo aos demais alimentos. No
entanto, quando simulado o seu uso como suplemento alimentar
nadieta (de 1 a5%), estas ndo alcangam os teores minimos da
legislagdo para serem consideradas fontes minerais. De acordo
com a legislagdo, Portaria n° 27 de 13 de janeiro de 1998%,
paraum alimento ser considerado fonte de mineral especifico,
devefornecer no minimo 15% da quantidade daingestdo diaria
recomendada (IDR) deste, enquanto que para ser considerado
de alto teor, esta percentagem deve ser de no minimo 30%.

Tabela 4. Grupos de multimisturas agrupados quanto as diferencas de
macrominerais (mg/100 g de massa seca).

Grupo  Multimisturas P K Ca Mg
1 13 4567.8, 57425 79912 5215 16197
10e 19 N + * -
BO46° 118,108 2249*  1764°
2.9.12.13, 39842 58770 15624 136,10
- + + + +
14e15 59,566  9557* 5991s 2557
11, 16, 17, 36759 46206 3780 112,60
+ + + +
18e20 57260  4560c 15100 7,34

*0s valores estéo expressos como média + desvio padréo
**|etras distintas entre as médias indicam diferenca estatistica significativa
ao nivel de 5% pelo Teste de Tukey

Tabela 5. Grupos de multimisturas agrupadas quanto as diferencas de
microminerais (mg/100 g de massa seca).

Grupo Multimisturas  Zn Cu Mn Fe Na
1,4,6,7,8,9, 698 085 742 6,05 6,90

1 10,14, 18 e + + + + +
20 0,71 0.097° 1200 130 1862
235, 13, 15, 53 053 5,08 4,90 6,49

2 1617 + + + + +
041 0,071¢ 099 064 2,322
849 1,25 9,96 8,15 5,80

3 12e19 + + + + +
0.05¢ 0,014a 168 0,23 334

*0s valores estdo expressos como média + desvio padréo
**|etras distintas entre as médias indicam diferenca estatistica significativa
ao nivel de 5% pelo Teste de Tukey

Considerando as 20 amostras de multimisturas
analisadas, pode-seinferir que apresentam altosteores minerais,
correspondendo amais de 30% da|DR paracriangcasde 1 a 10
anosparaP, Mg, Zn, Cu, Mn e Fe em 100g de amostraintegral
das multimisturas®. Porém, como amultimisturaé acrescidaa
alimentagdo, em torno de 5% do peso da refeicdo, a relacdo
entre | DRs e concentracdo destes mineraisdeve ser estabelecida
levando em consideracdo o acréscimo que é feito na
alimentagdo. Entdo, o Gnico mineral que atinge a concentragcdo
naalimentagdo paraque amultimistura sejaconsideradacomo
fonte, em 65% das amostras (multimisturas 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,
10, 14, 16, 18 e 20), €, como de alto teor, em 10% das amostras
(multimisturas 12 e 19), é 0 manganés.

Em outros trabalhos®*5, o nimero de multimisturas
analisadas para minerais € bem menor e com menor variagdo
entre as matérias-primas constituintes, quer dizer com
formulagdes muito parecidas, porém os resultados encontrados
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foram reproduzidos neste estudo, inclusive enfatizaram uma
maior contribui¢do do manganés damultimisturaparao alcance
da DR deste mineral.

Deve-seaindaressaltar que avariagéo significativanos
teores de minerais encontrada entre os grupos analisados ndo €
suficiente para inferir sobre o valor nutritivo das respectivas
multimisturas, pois existe uma grande variacdo de
disponibilidade bioldgica de minerais, que depende
principalmente da natureza quimica do composto, da
complexagdo com outras substancias contidas nos alimentos e
da competicao de dois ou mais elementos pelo mesmo sitio de
acdo ou mecanismo de absorcao®?. Por exemplo, em
multimisturas com altos teores de minerais e a0 mesmo tempo
com teores consideraveis de fibras e substancias
antinutricionais, € provavel que parte destes minerais ndo seja
aproveitada pelo organismo, portanto, paraque amultimistura
seja de maior valor nutritivo, guanto aos minerais, € mais
apropriado que estes minerais sejam provenientes de
ingredientes livres de substéncias com ag&o antinutricional.

Especificamente considerando os teores de célcio, foi
observado que os determinados no presente estudo foram
inferiores aos citados em outros trabalhos®51214, A explicacdo
para este fato pode estar nas matérias-primas utilizadas nas
multimisturas analisadas nas diversas pesquisas, pois nas
multimisturas com maior teor de calcio, o pé de casca de ovos
eraum ingrediente bastante rel evante nacomposi ¢do, enquanto
gue nas multimisturas analisadas neste trabal ho, o p6 de casca
de ovos esteve presente em apenas 25% das amostras e em
quantidades muito pequenas, que ndo chegaram a 1% da
formulaco total (Tabela 1).

A recomendacdo da Pastoral da Crianga a nivel
nacional®, é de adicionar uma pequena quantidade de pé de
cascas de ovos nas multimisturas, baseando-se em estudos que
descrevem que o do carbonato de célcio das cascas de ovos é
muito bem aproveitado e contribui de formasignificativa para
0 aporte diario de célcio nas popul agdes de baixa renda?’. Por
outro lado, algunscriticos do uso das cascas de ovos, baseiam-
seem argumentos acercadainteracdo Ca:Fe, naqua o aumento
naingestdo de Ca pode resultar nainstalagdo de um quadro de
anemia em individuos com uma ingestdo marginal de Fe, em
especial devido ainterferénciado carbonato de calcio, presente
em grande quantidade na casca do ovo®. Ao mesmo tempo, a
Pastoral da Crianca orienta sobre a preparacéo do p6 de casca
deovaos, poishaapreocupacdo de contaminagdo microbiol 6gica
por Salmonella spp. se néo for realizada uma sanitizacéo
adequada nas cascas de ovost®.

CONCLUSAO

De maneira geral, os resultados da composicéo
centesimal e mineral demonstraram amplavariabilidade, o que
pode ser atribuido a grande diferenca do tipo e proporgdo de
ingredientes usados nas formul agdes destas multimisturas.
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As andlises indicam que as fibras alimentares e os
minerais destacam-se nas multimisturas. Ingredientestais como
farelos de cereais e folhas verdes em geral contribuiram para
os teores de FAI, enguanto que ingredientes como aveia, pos
de sementes e derivados de soja contribuiram paraosteores de
FAS. Mesmo as amostras apresentando quantidades
significativas defibrasalimentarese minerais, asuplementacdo
em 5% dadieta, apenas permite caracterizar 65% das amostras
como fonte e 10% como de alto teor de manganés, considerando
a|DR deste mineral para criangas até 10 anos de idade.
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RESUMO

Em Morrinhos,GO, é uma prética comum os produtores rurais distribuirem o leite diretamente aos
consumidores. Dessaforma, o objetivo destetrabalhofoi avaliar aqualidade microbiol dgicaefisico-quimica
do leite in natura produzido no municipio e distribuido diretamente aos consumidores. Foram realizadas
andlises microbiol égicas e fisico-quimicas do leite cru comercializado clandestinamente no municipio de
Morrinhos - GO. No periodo de agosto adezembro de 2005. Foram coletadas e andisadas 21 amostras de
leite. Osresultados mostraram 15 (71,4%) amostras com contagens de bactérias mesofilas superioresa 10°
UFC/mL, paraSaphyl ococcus aureus os niveisforam superioresa10* UFC/mL em 6 amostras (28,5 %), 0s
indices parabactérias psicrotrdficas e coliformestotais ultrapassam 10* UFC/mL ; em doze e sete amostras
analisadas (58% e 35%), respectivamente. Cinco amostras (24%) estavam contaminadas com coliformes
fecais. As andlises fisico-quimicas realizadas foram: densidade, crioscopia, acidez, gordura, extrato seco
total, extrato seco desengordurado, alizaral, cloreto, amido, peréxido de hidrogénio, formol, hipoclorito e
inibidor (antibidtico). Destas, apenas duas (10%) das analises de crioscopia e quatro (19%) das andlises de
gordura, encontravam-se fora dos padrfes. Para o teste com alizarol sete (33%) do total analisado,
apresentaram instabilidade e em duas (10%) das amostras, o cloreto estava presente. Considerando as
andlises microbioldgicas e fisico-quimicas, ha a necessidade de se fazer um trabalho de conscientizagdo
junto aos produtores, visando melhorar as caracteristi cas higiénico-sanitarias.

Palavr as-chave. leite clandestino, salide publica, microbiologia de alimentos.

ABSTRACT

In Morrinhos, GO, it is acommon practice for rural producers to distribute milk directly to consumers.
Thus, this study aimed at assessing both microbiological and physical chemical quality of raw milk
produced in thismunicipality and distributed to consumers. Microbiological and physical chemical analyses
were conducted in clandestine raw milk commercialized in the municipality of Morrinhos, in Goias, from
August to December, in 2005. 21 samples of milk were collected and assessed. Outcomes have shown 15
(71.4%) samples with mesophile bacteria score higher than 10 UFC/mL, for Staphylococcus aureus
levels were higher than 10 UFC/mL in 6 samples (28.5%), rates for psychotrophic bacteria and total
coliforms overcome 10 UFC/mL; In 12 and 7 samples analysed, 58% and 35%, respectively. 5 samples
(24%) were contaminated with fecal coliforms. Physical chemical analyses performed were: density,
cryoscopy, acidity, fat, total dry extratum, fatless dry extratum, aizarol, cloretum, amido, hydrogen
peroxide, formol, hypoclorite, and inhibitor (antibiotics). From these ones, only 2 (10%) of cryoscopy
and 4 (19%) of fat analyses did not follow standards. For aizarol trials, 7 (33%) of total amount shown
unstability, and in 2 (10% of samples), choretum was present. Regarding microbiological and physical
chemical analyses, there is the need to work on making producers aware in order to improve hygienic
sanitary characteristics.

K ey wor ds. clandestine milk, public health, food microbiol ogy.
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INTRODUCAO

O leite é considerado um alimento quase completo paraa
espécie humana, sendo amplamente comercializado e consumido
pela popul agio, especial mente criangas e idosost. E um aimento
muito importante, principal mente nos paises subdesenvolvidos,
ondeasdeficiénciasdimentaressio maiores?, dedto va or nutritivo
para 0 homem?, recebendo por este motivo, grande atencéo por
parte dos pesquisadores e autoridades ligadas a érea de salide e
tecnologiadeaimentaos, principal mente pe osriscosde veiculagdo
de microrganismos patogénicos e deterioradores’.

Mediante a proibicéo legal imposta a comercializagéo
do leite cru no Brasil, (Instrugdo Normativa n° 51, de 18 de
setembro de 2002, do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento), todo o leite produzido, paraser comercializado
diretamente ao consumidor deve ser pasteurizado®. E importante
analisar um produto altamente perecivel que esta sendo
comercializado fora dos parémetros normativos vigentes, uma
vez que este produto sem pasteurizagdo pode transmitir indmeras
enfermidades ao homem, causadas por varios microrganismos
patogénicos. A este respeito a Organizagédo Mundial de Sadde
comprovou a existéncia de sete enfermidades virdticas bésicas
e de 16 bacterianas veiculadas por este produto®.

Considerando a importancia que o leite assume na
aimentacdo humana, realizou-se no presente trabaho, a partir de
parametros higiénicos sanitérios, uma avaliagdo da qualidade
microbiolégica e fisico-quimica do leite cru, produzido e
comercializado clandestinamente no municipio de Morrinhos- GO
edistribuido diretamente ao consumidor. Divulgando, dessaforma,
osresultados sobre aquaidade do leite comercidizado naregido e
avaliando os riscos inerentes deste produto aos consumidores.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas e analisadas 21 amostras de leite de
vaca, cru, comercializado clandestinamente no municipio de
Morrinhos - GO. Procedeu-se a coleta de 250 mL de leite nos
domicilios dos consumidores, em recipientes previamente
esterilizados. As amostras foram acondicionadas em caixas
térmicas com gelo até a manipulagdo das mesmas. As andlises
microbiol égicas e fisico-quimicas foram realizadas no periodo
de agosto a dezembro de 2005.

Analises Micraobiol 6gicas

As andlises microbiolégicas foram realizadas segundo o
método recomendado pelo Ministério daAgricultura Pecuaria e
Abastecimento’. Para a contagem de bactérias mesofilas e
psicrotroficas, utilizou-se o método de semeadura em
profundidade, em &gar padréo para contagem (PCA). As placas
foram incubadas a 35°C por 48 horas e a 10 °C por cinco dias,
respectivamente; na contagem de Saphylococcus aureus, as
amostrasforam semeadasem agar Baird Parker (ABP) easplacas
incubadas a 37°C por 48 horas. A contagem de coliformestotaise

fecaisfoi procedidaem placas petrifilm ™ EC. Para contagem de
coliformes totais com diferenciacdo de E. coli, utilizou-se um
sistemapronto de meio de culturacontendo &gar vermelhovioleta
bile(VRBA) comincubacdo de48 horasa37°C; gpdsesse periodo,
as coldnias foram contadas e multiplicadas pelo fator dadiluigéio
(osmeios de culturas utilizados foram damarca Merck).

Todos os resultados foram expressos em unidade
formadora de col6nias por mililitro (UFC/mL).

Analisesfisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas de acordo
com ainstrugdo normativa nimero 515. O indice crioscopico
corresponde amedicdo do ponto de congelamento; a acidez foi
determinada através do acidimetro de Dornic; a densidade a
15°C foi determinada pel o termol actodensimetro de Quevenne;
agordura, pelo butirémetro de Gerber. Com os resultados dos
teores de gordura e de densidade, determinou-se o extrato seco
total (EST) utilizando o Disco deAckermann. O valor do extrato
seco desengordurado (ESD) foi obtido pela subtragdo do teor
degordurado extrato seco total. Foram realizadas pesquisas de
amido, alizarol, peréxido de hidrogénio, cloreto, formol,
hipoclorito e inibidor (antibiético); os quais foram realizados
de acordo com normas estabel ecidas por LANARA/MAS,

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Tabela 1l mostraosresultados das andlisesde contagem
de bactérias mesdfilas, Saphylococcus aureus, psicrotroficos,
coliformestotais e coliformes fecais efetuadas em 21 amostras
deleite cru, comercializado clandestinamente no municipio de
Morrinhos - GO.

Tabela 1. Resultados das andlises de contagem de bactérias mesofilas,
Saphylococcus aureus, Psicrotréficos e Coliformes Totais e Fecais em 21
amostras de leite cru.

Amostras Contagem de Contagem de  Contagem  Contagem de Contagem de
Bactérias S. aurens  Psicrotréficos  Coliformes  Coliformes
Meséfilas  (UFC/mL)  (UFC/mL) Totais Fecais
(UFC/mL) ) (UFC/mL)  (UFC/mL)

01 1,3.10 13.10° 6,7.10° 34.10° <]
02 1,8.100 8.4.10' 1,5.100 1,0.10° 0,2.10
03 36100 73.10 4,0.10° 2210 8.10'
04 4,7.100 7.7.10' 5.0.107 4,0.10' <1
03 <1 L1¢° <1 L1067 <1
06 2,5.100 6.10' 1,2.10° 2,110 <1
07 2,110 <] 1,5.100 1,010 <1
08 4210 1,4.10° 2310 221 <1
09 8.6.100 8,6.10° 3.8.100 3.9.10 <1
10 1,2.10° L1 1,2.10° 5.10° 610"
1 23100 53.10° 2,110 4.10° <1
12 1,3.10° 4,7.10° 1,9.10° 3100 <1
13 55100 110" 2,0.104 2,0.10° <1
14 42110 1.10° 3.6.100 1,2.10 <1
15 6,5.10" 110° 1,00 1,810 <1
16 1Lo.1¢° LI0° 6,8.10° 03.10° <1
17 1,0.1¢° 110 6,8.10° 7,5.10' <1
18 1.5.1¢° 2100 4,210 2510 10
19 1,0.10° 6,7.10° 55.10 20100 0.6.10
20 7.5.100 3,0.10° 4710 9.010° <1
21 3,0.10 L.10¢ 3.6.10° 58100 <l

< 1 = Significa que n3o houve crescimento bacteriano.
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Observa-se na Tabela 1, que quinze (71,4%) amostras
apresentam valores de contagem de bactérias mesofilas
superiores a 10° UFC/mL. Esses resultados conferem com os
apresentados por Carvalho et al .° e Silvaet a .’ que encontraram
70% em 18 e 20 amostras analisadas, respectivamente. Badini
et a.* obtiveram 68,3% acima de 10° UFC/mL, resultados
semel hantes ao descritos anteriormente. Aindaqueum aimento
estgja isento de patégenos e que ndo tenha ocorrido alteragéo
em suas caracteristicas organol épticas, apresencade um ndmero
elevado de microorganismos mesofilos € indicativo de
insalubridade. Além disso, uma alta contagem pode indicar a
exposi¢do do alimento a condi¢Bes que possam ter permitido a
introdugéo e multiplicacdo de espécies patogénicas’.

Seis amostras (28,5%), analisadas neste estudo,
apresentam valoresde S aureus acimade 10* UFC/mL, valores
superiores a estes podem causar doengas nos consumidores.
Silva et a.'° encontraram valores similares ao analisar 20
amostras e detectaram 25% acima de 10* UFC/mL. Este
microrganismo, quando presente no leite cru, geralmente,
provém de vacas com mastite, dos manipul adores e de condi ¢des
higiénicasdeficientes™. O S aureuséum dos maiores causadores
da mastite bovina, com indice elevado de infecgdo no rebanho
bovino nacional. Sua presenca em alimentos pode representar
risco para a salide do consumidor?2.

Nas contagens de bactérias psicrotréficas, doze amostras
(58%), estéo acima de 10° UFC/mL. A grande quantidade de
bactérias psicrotréficas pode decompor maisrapidamenteoleite,
prejudicando o seu armazenamento, considerando que esteficara
sob refrigeragdo na casa dos consumidores®®. Embora esses
microrganismos sejam destruidos pelo processo de
pasteurizagdo, quando presentes no leite cru, podem produzir
enzimas extracel ularestermorresi stentes (proteinases e li pases)?.
Analisando coliformes totais e coliformes fecais, Carvalho et
al.°ePicinin* encontraram 35% das amostras com indicesacima
de 10* UFC/mL e duas amostras estavam contaminadas com
coliformes fecais. Neste trabalho foram encontrados valores
similares, 33% das amostras (sete) estavam acima do padréo
descrito e cinco amostras (23,8%) estavam contaminadas com
coliformesfecais.

Os resultados destas andlises sugerem falta de higiene
na ordenha do leite, uma vez que os coliformes totais séo
encontrados no meio ambiente e os coliformes fecais habitam
exclusivamente o trato intestinal de seres humanos e animais™.
Portanto, a presenca destes microrganismosem alimentosrevela
contaminagao fecal recente, indicando risco potencial a salde
do consumidor, poisvariaslinhagensdeE. coli sdo patogénicas
para o homem?®,

A Tabela 2 mostra os resultados das andlises fisico-
quimicas de densidade, crioscopia, acidez, EST e ESD, efetuadas
em 21 amostras de | eite cru, comercializadas clandestinamente
no municipio de Morrinhos - GO.

Os resultados da tabela 2 mostram que 100% das
amostras apresentam valores de densidade dentro dos valores
minimos da nova legislagdo — Instrugdo Normativa n° 51, ou
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sgjam, de 1,028°C a 1,034°C; os mesmos resultados também
foram obtidos por Nascimerio®®.

Tabela 2. Resultados quantitativos das andlises fisico-quimicas.

Porcentagem (%) de

Anlises fisicequimicas Média Valm: de' amostras dentro das

Referéncia
normas
Densidade (15 °C) 1032 10281034 100%
Crioscopia -0,541 Méximo- 90%
0,53(0°'H
AcideZ (°D) 158 14°-18°D 100%
Gordura (%) 35 Minimo de 3% 81%
Extrato Seco Total (%) 13,0 9.21-15,19 100%
Extrato Seco 9,0 8,12-9,80 100%
Desengordurado (%)

Acidez tituldvel em °D (graus Dornic)
Instrugdo Normativan® 51 do Ministério daAgricultura Pecuériae Abastecimento

Neste trabalho, os indices crioscopicos (diminui¢do do
ponto de congelamento) das amostras variaram de—0,496°H a
—0,587°H. Duas amostras (10%), estavam fora dos padrdes da
nova legislagdo (maximo de —0,530° H). Machado et a.’
encontraram 80% das amostras em desacordo com os padrdes
normativos.

Pela legislagéo vigente, 100% das amostras analisadas
em nosso estudo estao dentro dos parametros paraacidez (14° a
18° D). Nascimerio et al., encontraram 0 oposto do descrito
acima, ou sgja, 100% de suas amostras estavam em desacordo
com aNormativa51. Fernandes!” , em seu trabalho, justificaos
resultados de Nascimerio. Porém o bindmio tempo/temperatura
pode ndo ter atuado sob amostras obtidas neste trabalho, aponto
dealterar asandlisesfisico-quimicas, ndo havendo assim tempo
suficiente para alactose se desdobrar em &cidos, apresentando
resultados aceitavels.

O teor de gordura do leite analisado nas amostras deste
estudo foi 0 pardmetro que mais alterou, variando de 2,4% a
4,5%. Dezessete amostras (81%) apresentam valores dentro da
nova legislagdo (o minimo exigido pela normativa n° 51 do
Ministério daAgriculturaeAbastecimento é de 3%); Machado
et al.*® e Nascimerio®®, encontraram variagdes de 2,57% a 4,0%
e de 2,1% a 3,9%, (29% e 40% das amostras estavam dentro
das normas), respectivamente. A variagdo encontrada,
provavel mente, € decorrente das diferencas entre as linhagens
genéticas, da alimentacdo e o estégio de lactagdo dos animais,
desnate do mesmo para produ¢do de outros derivados'®.

Para o EST foram encontrados valores entre 11,3% a
13,8%, de acordo com anormativan°® 51 osresultados aceitavels
sdo de 9,12% a 15,19%; desta forma, 100% das amostras
encontram-se normais. O ESD variou entre 8,6 a9,4%, estando
dentro das normas para leite cru, tipo C, que estabelecem o
minimo de 8,4%.

A Tabela 3 mostra os resultados das andlises fisico-
quimicas paraadeterminacdo do teor dealizaral, cloreto, amido,
peréxido de hidrogénio, formol, cloro e antibiético, efetuadas
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em 21 amostras deleite cru, comerciaizadas clandestinamente
no municipio de Morrinhos - GO.

Tabela 3. Resultados qualitativos de andlises fisico-quimicas.

Porcentagem (%) dentro
das normas

Analises fisico-quimicas

Alizarol 67
Cloreto 90
Amido 100
Peroxido de Hidrogénio 100
Formol 100
Hipoclorito 100
Inibidor (Antibié6tio) 100

Instrugdo Normativa n° 51 do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento

O alizarol € um produto indicador de acidez, utilizado
em plataformas de indUstrias leiteiras, porém é uma andlise
abolida em paises desenvolvidos. Por meio dessa andlise
encontramos sete amostras (33%) em desacordo. Sendo que
neste estudo, 0 método da acidez tituldvel com solucdo dornic
apresenta 100% das amostras dentro dos padrfes. Sugerimos
gue esta diferenca esteja nas reages quimi cas existentes entre
o dlizarol e abactériafermentadora de lactose, podendo alterar
os resultados'.

Aspesquisas de cloreto também sofreram alteragbesem
duas amostras (10%). Foram realizadas pesquisas de amido,
peroxido de hidrogénio, formol, hipoclorito e inibidor
(Antibidtico) e os resultados foram negativos em todas as
amostras.

CONCLUSAO

Por meio das analises microbiol égicas realizadas,
podemos constatar que as bactérias mestfilasforam asquemais
ateraram o leite. Nas andlises fisico-quimicas, a pesquisa do
dizarol foi a que apresentou a maior quantidade de amostras
fora dos padrdes estabel ecidos pelo Ministério daAgricultura.
Treze amostras apresentam-se sem nenhum tipo de ateracdo
fisico-quimica.

Considerando as analises microbioldgicas e fisico-
quimicas, apenas uma amostra apresenta-se dentro dos padrdes
do Ministério daAgricultura. Contudo, essasituagdo ndo interfere,
substancia mente, naqualidade do | eite, havendo necessidade de
se fazer um trabalho de conscientizag@o junto aos produtores,
visando melhorar as caracteristicas higiénico-sanitérias.

Com base nos resultados, listamos as seguintes
recomendacdes, visando ao melhoramento daqualidadedo | eite:

- Exigénciade atestado sanitério do rebanho, paraentrega
do leite noslaticinios;

- Realizagao de cursos de capacitagdo paraos produtores
sobre higiene de ordenha, manejo do rebanho, administragéo e
gerénciarural;

- Promog8&o de treinamento e divulgag&o deinformagtes
sobre amelhoria da qualidade da matéria-prima;

- Maior rigidez nafiscalizagdo do comércio doleite, com
o0 intuito de proibir avendainformal.
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RESUMO

As culturas l&cteas desempenham funcdes fundamentais na maturago de queijos, tais como produgdo
de &cido latico e de compostos aromatizantes vol &eis. Neste trabal ho, o objetivo foi avaliar a agdo de
Sreptococcus ther mophilus como cultura adjunta, nos indices de protedlise e nas caracteristicas fisico-
guimicas e sensoriaisdo queijo Prato. Asamostras de queijo foram preparadas conforme doistratamentos:
(2) utilizag@o de cultura mesofilica - Lactococcus lactis ssp lactis e Lactococcus lactis ssp cremoris
(tratamento 1) e (2) culturamesofilicaacrescidade Sreptococcus thermophilus (tratamento 2). Durante
amaturacdo dos queijos, foram realizadas andlises fisico-quimicas (extrato seco total, gordura, gordura
no extrato seco - GES, cinzas, nitrogénio, proteinatotal, indice de extensdo damaturacéo - |EM, indice
de profundidade damaturacdo - IPM, tirosina, triptofano e atividade de &gua) e sensoriai s (odor, aroma,
doce, &cido, salgado, amargo, adstringente, picante, elasticidade, firmeza, friabilidade, adesividade,
solubilidade e umidade). O queijo fabricado conforme o tratamento 1 foi 0 mais proteolitico, resultando
em caracteristicas sensoriais mais acentuadas de acidez, amargor, sabor picante, elasticidade e
solubilidade, comparado ao produto preparado com adi¢ao de Sreptococcus thermophilus.
Palavras-chave. Sreptococcus thermophilus, protedlise, propriedades fisico-quimicas e sensoriais,
queijo Prato.

ABSTRACT

Lactic acid bacteria are responsible for performing fundamental functions for cheese manufacturing,
such as production of lactic acid and volatile flavoring compounds. The aim of thisinvestigation wasto
evaluate the Sreptococcus thermophilus activity, as an adjunct culture, on proteolysis during ripening
and, on the devel opment of physicochemical characteristics and sensory properties of Prato type cheese.
For this study, cheeseswere manufactured in a pil ot-scal e, according to two treatment processes: (1) use
of mesophilic culture - Lactococcus lactis ssp lactis and Lactococcus lactis ssp cremoris (treatment 1),
and (2) mesophilic culture added with Sreptococcus thermophilus (treatment 2). At 30 and 48 days of
ripening, the physicochemical characteristics (dry matter, titratable acidity, fat, fat in dry matter, ashes,
protein contents, ripening extension and depth indexes, tyrosine and tryptophan content, and water
activity) were analyzed. Sensory properties (smell, aroma, sweetness, sourness, saltiness, bitterness,
astringency, pungency, €l asticity, firmness, friability, adhesiveness, solubility and humidity) were evaluated
at 30 days of ripening. In cheeses under treatment 1, casein was most extensively hydrolyzed during
ripening, thusthey exhibited higher levels of acidity, bitterness, piquant taste, elasticity, and solubility
when compared to those prepared with the addition of S. thermophilus.

K ey words. Sreptococcus thermophilus, proteolysis, physicochemical and sensory properties, Prato
cheese.
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INTRODUCAO

O queijo Prato possui um sabor suave, proprio, decheiro
ndo &cido, nem picante e gosto tendendo ao adocicado!. E
classificado como gordo (45-59,9% de gordurano extrato seco)
e de médiaumidade (36-45,9%) e deve apresentar consisténcia
semi-dura ou eléstica, textura compacta, lisa, fechada, com
algumas olhaduras pequenas, bem distribuidas, ou sem
olhaduras, cor amarel ada ou amarel o-palha?. O seu rendimento
de fabricagdo situa-se por volta de 9-9,5 litros de leite/Kg de
queijod. E um queijo que possui perfil de maturagdo
predominantemente proteol itico*.

O queijo Prato deve ser consumido sempre apés a
maturacdo que é de aproximadamente 40 dias, um periodo de
tempo de maturagdo considerado médio devido acomplexidade
dos fenémenos quimicos e bioquimicos que ocorrem. No
entanto, este periodo de tempo € considerado longo paraquem
desegja uma répida rotacdo de capital de giro®.

Para diminuir custos com a matéria-prima e mao-de-
obra, algunsfabricantes de queijo Prato tém diminuido o tempo
de maturacdo sem o uso adicional de qualquer tipo de
tecnologia, prejudicando suas caracteristicas. Desta forma, o
produto vem perdendo seus padrdes de qualidade e identidade
e, conseqlientemente, seu valor comercial®.

Uma das alternativas para acelerar a maturagéo em
queijos consiste no uso de culturas adjuntas, que sdo linhagens
sel ecionadas de bactérias | acteas ou de outros microrganismos
relacionados com amaturacdo do queijo. Comumente acultura
adjunta é adicionada ao |eite de fabricagdo juntamente com a
culturalacteatradicional, com o objetivo principal de melhorar
aqualidade sensorial do produtc®.

O Sreptococcus thermophilus multiplica-se bem a44°C,
hidrolisaalactose via3-galactosidase, utiliza poucos substratos
de carbono (lactose, glicose, sacarose), requer aminoacidos
complexos e é pouco proteolitico. E capaz de hidrolisar
proteinas em peptideos e aminoacidos essenciais para sua
nutricdo através de proteinases associadas a parede celular e
de peptidases citoplasmaticas. Outros estudos identificaram a
presenca de peptidases intracelulares liberadas no queijo apos
alise celular durante a maturacéo’.

A formagdo de sabor do queijo é definida como sendo
um processo extremamente complexo e resultante de um
equilibrio entre todos os compostos originarios do metabolismo
da lactose, lipideos e proteinas®. A fragdo hidrossoltUvel de
gueijos maturados contém componentes que possuem
importante contribui¢do no sabor®. Durante o processo de
maturacao o queijo perde agua por evaporagdo em intensidade
variavel. As alteracOes das proteinas e das gorduras séo
conseqliéncias daagdo de bactérias efungos, das quaisresultam
em &cidos volateis e proteinas mais simples.

A gorduratem importante papel naobtencéo datextura
e sabor dos queijos. O desenvolvimento do sabor lipolitico
caracteristico do queijo pode ser obtido diretamente pela
presenca de acidos graxos, ou indiretamente, apds
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transformagdes bioquimi cas que resultam naformag&o de outros
compostos flavorizantes, como cetonas, metil-cetonas e
lactonas'.

A protedlise também possui papel importante no
processo, seja diretamente, pela formacdo de aminoéacidos e
peptideos pequenos, ou indiretamente, via catabolismo de
amino&cidos. Os compostos originados destas reacfes tanto
podem originar compostos desejaveis como indesegjaveis (off-
flavors) naformagdo do sabor do queijo.

O trabalho objetivou avaliar o efeito da adicdo de
Sreptococcus thermophilus como cultura adjuntanaevolugdo
da protedlise, caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
sensoriais do queijo Prato.

MATERIAISE METODOS

Os queijos Prato foram produzidos na Planta Piloto do
Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos da
UNESP a partir de 25 L de leite pasteurizado com 3,5% de
gordura, utilizando-se um tanque mecanizado defabricagio com
capacidade para 50L de leite. No tratamento 1 foram
adicionados 2% de cultura mesofilica composta por
Lactococcuslactis ssp lactis e Lactococcuslactis ssp cremoris,
e no tratamento 2, uma cultura mista com 2% desta cultura
mesofili ca adicionada de Sreptococcus thermophilus. Ao leite
também foram adicionados 0,03% de coal ho e 0,3% de cloreto
de célcio. A coagulacdo ocorreu entre 30-40 minutos, sendo o
corte realizado durante 10-15 minutos, seguido daretirada de
1/3 do soro e aguecimento até 40°C. O tempo de tratamento da
massa foi de 60 minutos a contar do corte. A massa foi
enformada e prensada por 30 minutos, invertida e prensada até
o dia seguinte. Os queijos foram desenformados e colocados
para salga em salmoura com densidade entre 18 e 20°Baumeé,
durante 5 horas. Os queijos foram retirados da salga e, ap6s
secagem, embalados a vacuo e estocados em camara para
maturacdo (13°C e 85% UR).

As andlises fisico-quimicas foram realizadas em
triplicata aos 30 e 48 dias de maturacdo dos queijos, sendo
determinados 0s seguintes parémetros: extrato seco total
(EST)™2, acidez titulavel®®, gordurat®, gordura no extrato seco
(GES= Gordura/ESTx100), cinzas'®, nitrogénio total-NT?,
nitrogénio soltvel em pH 4,6-NNC?®, nitrogénio soltvel em
TCA 12%-NNP®, tirosina e triptofano'® e atividade de agua®’.
O indice de extensdo da maturacdo (IEM) foi determinado por
NNC/NT x 100 e o indice de profundidade damaturagéo (IPM)
por NNP/NT x 100%,

Ap6s 30 dias de maturagdo, os queijosforam submetidos
aavaliagdo sensorial utilizando o model o Etana'®, considerando-
se 0s seguintes atributos; odor, aroma, doce, acido, salgado,
amargo, adstringente, picante, elasticidade, firmeza,
friabilidade, adesividade, solubilidade e umidade, por equipe
de 30 consumidores de queijos. Este modelo apresenta um
diagrama contendo os 14 descritores em escala de 5 pontos,
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conforme se observa no modelo Etana®, oferecendo a
possibilidade de evidenciar rapidamente os parémetros
sensoriai s que valorizam o produto. Antesdaavaliacdo sensorial
os provadores foram informados a respeito das definicBes
relativas a cada um dos atributos sensoriais utilizados na
avaliacdo dos queijos (Quadro 1).

A sessdo de avaliagdo sensorial foi realizadano periodo
datarde (entre 15 e 17 horas) em cabines individuais, com
iluminagdo branca artificial. As amostras de queijo Prato
foram cortadas em cubos de aproximadamente 1,5 cm de
aresta, colocadas em um copinho plastico descartavel e
codificadas usando-se nimeros de 3 digitos, tomados ao acaso,
de acordo com as instru¢es de Moraes®. Os provadores
receberam uma bandeja contendo as amostras, uma ficha de
avaliacdo e agua para agjudar a limpar o paladar entre uma
amostra e outra.

A andlise de variancia (ANOVA) dos resultados foi
realizadaapartir de um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), realizando-se teste de média de Tukey ao nivel de 5 %
designificancia(p<0,05), utilizando o programacomputacional
Estat, desenvolvido por Banzatto e Kronka?.

Quadro 1. Definigdes de termos descritores empregados na avaliagéo
sensorial do queijo Prato.

Adtributos
sensoriais

Definicoes

propriedade sensorial perceptivel no
queijo por meio do orgéo olfativo,
cheirando as substincias volateis
propriedade sensorial perceptivel por
meio do retro-olfato antes da degluticédo.
Este estimulo ¢ levado pela nuvem
aromatica liberada pela mastigacido e
guiado através do nariz, pela respiracio
gosto elementar provocado pelas solugoes
aquosas de substincias como a sacarose
ou firutose

quantifica o gosto elementar provocado
pelas substancias acidas diluidas como
acido citrico ou tartarico

quantifica o gosto elementar provocado
pelas solugdes aquosas diluidas de
diferentes substincias como o cloreto de
sodio

quantifica o gosto elementar provocado
pelas solugdes aquosas diluidas de
substincias tais como quinino e cafeina
quantifica a sensagdo complexa referente
a contragao da mucosa que se¢ produz, por
exemplo, com os taninos ou banana verde
sensacio de aquecimento da cavidade
bucal como aquela provocada por
pimenta

habilidade de uma substincia recuperar
sua forma inicial e dimensodes apods ter
sido submetido a pressio

resisténcia a uma dada deformacio

Odor

Aroma

Doce

Acido

Salgado

Amargo

Adstringente

Picante

Elasticidade

Firmeza

caracteristica da substéincia ser facilmente
reduzida em pedagos

esfor¢o necessario para prevalecer sobre
for¢as que mantém duas superficies em
contato

Friabilidade

Adesividade

sensacio que se desenvolve quando a
amostra se derrete rapidamente na saliva
percepgdo da presenca de agua sentida na
boca

Solubilidade

Umidade

RESULTADOSE DISCUSSOES

A Tabela 1 apresenta os resultados médios daavaliagéo
fisico-quimica dos queijos Prato fabricados com dois tipos de
culturas lacteas aos 30 e 48 dias de maturagéo.

Tabela 1. Caracterizagdo fisico-quimicamédia* dos queijos Prato durante a
maturacéo.

Andlises Tratamento | Tratamento 2
30 dias 48 dias 30 dias 48 dias

Acidez (%) 1204003 L17°£0,01  064°£000 0,78°£0,00
Extrato seco total (%) 5985041 60,86°£0,11 62,54'+035 61,51°£042
Gorduta (%) 0400 280°£00  282'+03 280100
GES (%) 468403 460"01  450°407 455103
Cinzas (%) 415%40,05 42274004 4297002 4,10°40,04
Nitrogénio (%) 3985001 38154009 4661004 42371013
Proteina total (%) 24874005 238554058 29,12°4025 26,88°+0,34
NNC (%) 04572000  0,65°£0,00  037°£0,01  0,58°+0,00
NNP (%) 033°4001  045°£0,00  0,19°£0,00 029°+0,00
IEM (%) 11,33540,11 17,08°£045 79384020 13,72°£045
IPM (%) 818°1027 11,69°£029 416°+0,14  690°£0,18

Tirosina (mg/100g queijo)  153,14°+0,52 160,85°+2,70
Triptofano (mg/100g queijo) 54,08°+0,18 52,33"+0,80
A, 0,97°£0,00 098"+ 0,00
* andlise em triplicata (média = desvio padr&o).
ab.cd) efrasiguais namesmalinhanéo diferem entre si a5% de probabilidade
(Teste de Tukey). GES — gordura no extrato seco; NNC — nitrogénio sol ivel
em pH 4,6; NNP: nitrogénio soltvel em TCA 12%; Aw: atividade de &gua;
IEM — indice de extensdo da maturagdo; IPM: indice de profundidade da
maturagéo.
Tratamento 1 - Fermentag&@o com L. lactis ssp lactise L. lactis ssp cremoris.
Tratamento 2 - Fermentac&o com L. lactis ssp lactis e L. lactis ssp cremoris
e S thermophilus.

135,844 1,05 142,09°+2.28
49524036 4791°40,79
097°+0,00  0,97°+0,00

Osqueijos do tratamento 2 apresentaram menor teor de
acidez do que os queijos do tratamento 1, sendo que neste
tratamento ndo houve diferenca significativa de acidez no
decorrer da maturagdo. Apesar dos queijos do tratamento 2
apresentarem menor acidez, estateve aumento significativo no
decorrer do processo de estocagem. Esta diferenca entre os
tratamentos esta relacionada com a microbiota presente.
Segundo Moreno et al.! os queijos processados com espécies
gue utilizam lentamente a lactose apresentam uma elevagéo
mais rapida do pH. Assim, podemos observar que no queijo 2
houve um consumo rapido de lactose.

Aos 30 dias de fabricacdo os queijos do tratamento 2
apresentaram maiores valores de solidos totais do que os do
tratamento 1, sendo que aos 48 dias a diferenca néo foi
significativa. Pode-se considerar que os queijos do tratamento
1 sdo levemente mais Umidos do que os do tratamento 2.

Os teores de gordura observados ndo apresentaram
diferenca significativa, uma vez que ambos os queijos foram
fabricados com |eite que apresentaram a mesma porcentagem
de gordura. A porcentagem de gordura no extrato seco (GES)
variou de 45,04 a46,79%. Estes val ores encontram-se de acordo
com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Queijos?, o qual preconiza que queijos gordos devem conter
entre 45 e 59,9% de GES.
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O contelido de cinzas variou de 4,10 a 4,29%. A cinza
de um alimento é o residuo inorganico que permanece apos a
queima da matéria organica, que étransformadaem CO,, H,O
e NO,. A cinza € constituida principalmente de grandes
quantidades de K, Na, Ca e Mg, pequenas quantidades de Al,
Fe, Cu, MneZn etragosdeAr, |, F e outros €l ementos®.

Pode ser observado que as porcentagens de proteinatotal
foram significativamente diferentes nos queijos dostratamentos
1 e 2, variando, respectivamente, de 23,85% a 29,12% no
tratamento 2. Estas variagtes sdo decorrentes dacomposi¢do do
|eite e do processo de fabricagdo que influenciam acomposi¢éo
final do queijo e, conseqlientemente, o perfil de maturacao.

Nosdoistratamentos houve um aumento dos indicesde
maturacdo (IEM e IPM) no periodo avaliado. Os queijos do
tratamento 1 apresentaram indices maiores, comparados ao do
tratamento 2, evidenciando uma maior protedlise nos queijos
no primeiro tratamento. O indice de extensdo da maturacdo
mede o desdobramento do nitrogénio total em nitrogénio
soltvel, devido a degradacdo das caseinas pela quimosina,
plasmina e proteinases de bactérias lacteas, e é um fator
importante nacomposi¢do final e nas caracteristicas sensoriais
do produto. O indice de profundidade mede a formagdo de
peptideos pequenos e aminoaci dos que se acumulam durante a
maturacgéo, devido principalmente a agdo proteolitica de
proteinases e peptidases bacterianas sobre os compostos
nitrogenados proveni entes da degradacdo das caseinas!. Assim,
apesar do uso do Sreptococcus thermophilus no queijo 2, a
protedlisefoi menosintensaneste queijo, provavel mente devido
a0 menor contetido de umidade.

Observou-se que o teor detirosinateve um aumento ao
longo da maturac&o nos dois queijos, enquanto que o teor de
triptofano diminuiu. Além disso, o queijo 1 apresentou val ores
maiores nos dois parémetros. O desdobramento da proteina
em aminoacidos aumenta a qualidade do queijo, devido a
alteracdo da textura da massa e a liberagdo de compostos
relacionados ao aroma e sabor. A s oscil agBes dos aminoacidos,
observadas durante a maturac&o, baseiam-se na ocorrénciade
reacOes de desaminagdo, transaminacdo e descarboxilacdo onde
os aminoacidos livres sdo hidrolisados e posteriormente
resultam em &cidos graxos, aminas, aldeidos e dlcoois, osquais
possuem propriedades flavorizantes responsaveis pelo
desenvolvimento de sabor de origem proteolitica?.

Osvaloresde atividade de dguavariaram entre 0,97% e
0,98%, atendendo as necessi dades minimas de atividade de agua
parao desenvolvimento de bactérias | acteas, de 0,93% a0,96%,
dependendo da espécie®.

A Tabela?2 apresenta osresultados daavaliagdo sensorial
dos queijos Prato para os tratamentos 1 e 2, ap6s 30 dias de
maturagdo. Os atributos sensoriais de acidez, amargor, sabor
picante, elasticidade, solubilidade e umidade se apresentaram
mais acentuados nos queijos do tratamento 1, quando
comparado aos do tratamento 2, além disso foi observado uma
menor firmezanos queijos do tratamento 1. Osoutros atributos
sensoriai s se apresentaram semel hantes nos dois queijos.
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Tabela 2. Caracterizagéo sensorial média* de queijos Prato fabricados
com diferentes culturas |acteas.

Atributos sensoriais

Tratamento 1

Tratamento 2

Aroma 3.8+ 1,17 3.64°+ 1,30
Doce 1L62°+ 1,13 1,75°+ 1,09
Acido 240°+ 1,02 1,56°+ 1,01
Salgado 3,048+ 1,01 25474071
Amargo 1,72°+ 1,06 1,03°+0,67
Adstringente 1,56"+ 1,130 1,07"+ 0,65
Picante 1.88°+122  0,96"+0,77
Elasticidade 288+ 1,14  2.16°+1.22
Firmeza 321+ 1,07 3,92°+0,76
Friabilidade 327°+ 1,12 3,26"+0.96
Adesividade 2,52+ 1,02 1,98'+0.85
Solubilidade 3,08°+ 1,05  2.40°+0.83
Umidade 3,08°+0,89 1,69"+ 0,83

* n=30 consumidores de queijo (média + desvio padréo).

ab | etras iguais na mesma linha ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade (Teste de Tukey)

Tratamento 1 - Fermentagc@o com L. lactis ssp lactis e L. lactis ssp
cremoris.

Tratamento 2 - Fermentag@o com L. lactis ssp lactis e L. lactis ssp
cremoris e S. thermophilus.

Asdiferencas observadas nos atributos sensoriai s podem
ser relacionadas ao fato dos queijos do tratamento 1 terem
apresentado uma maior protedlise (menor firmeza, maior
elasticidade, solubilidade e adesividade), como mostra sua
caracterizago fisico-quimica, quando comparado ao queijo 2.
As caracteristicas de textura de um queijo maturado estdo
relacionadas principalmente com a degradacéo das proteinas
do queijo, influenciadas por outrosfatores, tais como: umidade,
relacdo umidade/caseina, sal e atividade proteolitica e
peptidolitica das culturas | acteas™.

Os peptideos gerados pela renina servem de
substrato para protei nases microbianas, gerando pequenos
peptideos e aminoécidos que contribuem para o fundo do
sabor e algumas vezes para 0 amargor, se a atividade das
enzimas é excessiva. A protedlise excessiva (renina muito
proteolitica, muita umidade ou pouco sal) também pode
levar ao amargor’. Geralmente este sabor esta associado a
presenca de polipeptideos com um alto conteddo de
residuos hidrofdbicos?. No presente trabalho a percepgéo
do amargor foi maior nos queijos do tratamento 1, mais
proteolisado.

O efeito imediato da protedlise na textura dos queijos
duros e semi-duros € o amaciamento devido a quebra darede
de caseina, como mostram os resultados sensoriais, mas este
efeito € muito dependente do pH. O alto valor de pH permite
as proteinas permanecer em umamatriz que se amaciaconforme
aumenta a protedlise?.
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CONCLUSOES

O uso de Sreptococcus thermophilus como culturaadjunta

nafabricacgo do queijo Prato ndo resultou em maior protedlisscomo
indicam osindicesde profundidade e extenséo damaturacao, sendo
mais intensa nos queijos do tratamento 1, os quais apresentaram
maior teor de umidade. A variagdo na intensidade da protedlise
resultou em alteragbes nas caracteristicas sensoriaisdosqueijos. Os
queijos mais proteolisados, sem a adi¢do da cultura adjunta,
apresentaram menor firmeza, maior acidez e gosto amargo, maior
sensacdo picante, €l adticidade, ades vidade, solubilidadeeumidade.
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RESUMO

A pesquisa de sujidades leves presentes nos alimentos é de fundamental importancia para manutengéo
daqualidadefisica, sanitériae nutricional do produto. O objetivo deste estudo foi verificar as condicdes
higi éni co-sanitérias de amostras de cominho e pimenta do reino em pd comercializados em cidades do
Estado de Sao Paulo. Foram analisadas 69 amostras de pimenta do reino em pé e 47 amostras de
cominho em pg, adquiridas no comércio de Sdo Paulo, Campinas, Ribeirdo Preto, Santo André, Sao
José do Rio Preto e Sorocabano periodo de abril de 1999 amaio de 2000. As amostras dos condimentos
em estudo foram analisadas nos L aboratorios de MicroscopiaAlimentar do IAL Central e Regional de
S.J.R.P. Foram utilizados os métodos de flutuacdo descritos pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) International, 172 ed., 2000. De acordo com os resultados obtidos observou-se que
das 47 amostras de cominho analisadas, 44 continham fragmentos de insetos, 3 continham écaros e 11
pélos deroedor. Em relagéo as amostras de pimentado reino, das 69 analisadas, 68 continham fragmentos
deinsetos, 17 acaros, 16 pélos de roedor, além de outras sujidades. De acordo com a Resolucéo RDC ne
175 de 8 dejulho de 2003, 11 (23,4%) amostras de cominho e 16 (23,2%) amostras de pimentado reino
sdo0 consideradas improprias ao consumo por conter pélos de roedor.

Palavr as-chave. sujidades leves, condimentos, fragmentos de insetos, pélos de roedor, acaros.

ABSTRACT

Investigation on the presence of light filth in foodsisrelevant topic for maintaining the physical, sanitary
and nutritional quality of the product. The objective of this study was to verify the sanitary-hygienic
conditions of ground cumin and black pepper marketed in cities of the state of S&o Paulo. Sixty-nine
samples of ground black pepper and forty-seven samples of ground cumin were analyzed. These samples
were purchased from markets|ocated in S8o Paulo, Campinas, Riberdo Preto, Santo André, Sdo José do
Rio Preto and Sorocaba, during the period between April, 1999 and May, 2000. The samples were
analyzed at Instituto Adolfo Lutz in Sdo Paulo and in S&o José do Rio Preto. The flotation methods
described by the Association of Official Analytical Chemists (AOAC) International, 17", 2000 were
employed, performing the assaysin duplicates; and the resultswere expressed as an arithmetic average.
According to the obtained results, of 47 ground cumin samples 44 contained insect fragments, 3 were
contaminated with mites, and 11 with rodent hair. Of 69 analyzed ground black pepper samples, 68 were
contaminated with insect fragments, 17 contained mites, and 16 samples presented rodent hairs, in
addition to other impurities. According to the RDC Resolution n? 175, July 8, 2003, 11 (23.4%) cumin
samples and 16 (23.2%) black pepper samples were considered inadequate for human consumption as
they contained rodent hairs.

Key words. light filth, spices, insect fragments, rodent hairs and mites.
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INTRODUCAO

A pesquisade sujidades|eves presentes nos alimentos
édefundamental importancia para manutencao da qualidade
fisica, sanitaria e nutricional do produto. Dentre as matérias
estranhas, estdo as sujidades leves que sao definidas como
materiais mais|eves que apresentam propriedades oleofilicas
e sdo separadas do produto por flutuacdo em uma mistura
06leo-&gua, como por exemplo: fragmentos de insetos, &caros,
pélos animais e barbulas de aves'.

Dentre as sujidades leves existem aquelas que séo
evitaveis durante o processamento do alimento através das
Boas Préticas de Fabricagdo e do plano Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) em vigor naindustria
produtora.

Os condimentos séo substancias sapidas de origem
natural com ou sem valor nutritivo empregados nos alimentos
com o fim de modificar ou exaltar o seu sabor. Essas
substancias deverdo ser puras, sas e limpas, além de
corresponderem as suas caracteristicas botanicas normais.
As especiarias estudadas nesse trabal ho foram Piper nigrum
L. e o Cuminum cyminym L. que segundo a RDC n° 276, de
22 de setembro de 2005, as partes vegetais utilizadas sdo os
frutos. Ainda segundo estalegislacéo, os condimentos devem
ser obtidos, processados, enlatados, transportados e
conservados em condic¢des que ndo produzam, desenvolvam
e/ou agreguem substancias fisicas, quimicas ou biol 6gicas
gue cologque em risco a saide do consumidor?.

O uso dos condimentos estimulou a suaimportacdo e
estes podem chegar ao consumidor com baixa qualidade,
causada pela perda de seus 6leos essenciais volateis, pela
contaminacgéo por microrganismos ou pela infestacéo por
insetos. Como sao oriundos de diversos 6rgdos vegetais,
colhidos em regides tropicais e subtropicais, submetidos a
variagdes climéticas e secos de modo artesanal, estéo sujeitos
afermentacdo e/ou a proliferagéo de microrganismos®.

As condic¢8es sanitarias das plantagdes influem nos
niveis de contaminagédo, assim como os cuidados com a
colheita. Por outro lado, o armazenamento em gal pdes vel hos,
Umidos, mal ventilados, com paredes cobertas de bolor,
propiciam a multiplicagéo das espécies contaminantes e/ou
ainvasdo por novas espécies a partir do ambiente. A perda
de qualidade das especiarias traduz-se por diminui¢do das
propriedades sensoriais: cor, odor e sabor?.

Os condimentos e seus derivados tém sido usados no
preparo de alimentos ha milhares de anos, conferindo-lhes
sabor e aroma diferenciados. O Brasil € o segundo maior
produtor de pimenta do reino no mundo, sendo que um dos
componentes que contribuem paraaumentar o seu valor como
condimento € o seu 6leo essencial. A acdo inibitéria das
especiarias e de seus extratos, nos diferentes microrgani smos,
jafoi relatada’.

Em relagdo aos riscos oferecidos pelos condimentos
asaude, no que concerne aculinariafamiliar, onde o consumo

déa-selogo ap0s o preparo, ha pouco perigo. O problemamaior
diz respeito aindustria de alimentos, onde a utilizag8o € em
larga escala e os produtos seréo consumidos, apos um prazo
varidvel de estocagem. Assim, as conservasinsuficientemente
esterilizadas, pratos cozidos, embutidos, queijos e massas
constituem substrato favoravel para os microrganismos
contidos nas especiarias. Outro risco que pode ser apontado
relaciona-se a utilizagdo das especiarias como guarni¢do de
alimentos, quando colocadas na superficie dos mesmos,
podendo propiciar o desenvolvimento de bolores®.

O Cddigo de Defesa do Consumidor, que entrou em
vigor em 11 de marco de 1991, provocou mudancas
significativas nas relages entre consumidores de alimentos
eindustrias processadoras do Brasil® e aatual legislacéo para
0 cumprimento dos parametros microscopicos, Resolucéo
RDC ne 175 de 8 de julho de 2003, estabel ece disposi¢cbes
gerais paraavaliacdo de matérias estranhas macroscopicas e
microscopicas prejudiciais a salde humana em alimentos
embal ados, inclusive bebidas e dguas envasadas, rel acionadas
aos riscos a satde humana®.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
presenca de sujidades leves, em amostras de cominho e
pimenta do reino em pé comercializadas em cidades do
Estado de S&o Paulo.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 69 amostras de pimenta do reino
em po e 47 amostras de cominho em pé de 22 e 14 marcas
respectivamente, com lote e prazo de validade distintos,
adquiridas no comércio de Sao Paulo, Campinas, Ribeirdo
Preto, Santo André, Sao José do Rio Preto e Sorocaba no
periodo de abril de 1999 a maio de 2000. As amostras dos
condimentos em estudo foram analisadas nos L aboratorios
deMicroscopiaAlimentar do IAL Central e Regional de Sdo
José do Rio Preto.

Para andlise de matérias estranhas em cominho em pé
foi utilizado o método de flutuagéo n° 975.49A (a) eB (b)" e
para pimenta do reino moida foi utilizado o método de
flutuagéo ne 972.40 A8, descritos pelaAssociation of Official
Analytical Chemists (AOAC) International, 172 ed., 2000.

As andlises foram realizadas em duplicata e os
resultados expressos como a média aritmética.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados obtidos para as amostras de cominho em
po estéo apresentados na Tabela 1.

Estes produtos podem ser infestados e avariados por
insetos que se desenvolvem na area de producéo e colheita. Os
insetos comuns no campo incluem os das Ordens L epidoptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera e Hemiptera e no
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armazenamento princi palmente Col eopterae L epidopterapodem
atacar o produto. Outros artropodes podem promover infestacéo
tais como acaros, “trips’ e aranhas’.

Tabela 1. Numero e porcentagem de amostras com presenca de sujidades
leves em 47 amostras de cominho em pé e 69 de pimenta do reino moida.
S&o Paulo, 2000.

Presenca Auséncia

n Yo n %o
COMINHO
Fragmentos de insetos 44 93.6 3 6.4
Acaros 3 6,4 44 93,6
Pélos de roedor 11 23.4 36 76,6
PIMENTA DO REINO
Fragmentos de insetos 68 98,5 1 1.5
Acaros 17 24.6 52 75,4
Pélos de roedor 16 232 53 T6.4
Pé&los ndo identificados 4 5.8 65 T76.8
Larvas vivas 4 5.8 65 Q4 2
Fragmento. de larvas 7 10,1 62 89,9
Outras sujidades 2 2.9 67 97.1

n=ndmero de amostras.

De acordo com a Tabela 1, observou-se que a maioria
das amostras de cominho (93,6%) continha algum tipo de
fragmento de inseto ou de campo ou de armazenamento,
indicando uma alta incidéncia deste tipo de sujidade leve no
cominho. Embora estes tipos de insetos ndo causem nenhum
dano asalide do consumidor, asindustrias devem produzir seus
produtos em locais adequados segundo a legislacgo de Boas
Préticas de Fabricacado, considerando ainda o Padrdo de
| dentidade e Qualidade do Produto.

Esse tipo de contaminagédo emboraindcua a salide, ndo
€ perceptivel pelo consumidor que adquire o produto e néo
consegue reconhecer sua qualidade. Geralmente, existem dois
problemas principais na associagdo entre o consumo dos
artrépodos versus doenca. O primeiro € a diversidade do
alimento e dos insetos e 0 segundo ¢é a falta de pesquisas e
dados disponiveis na area® 1,

Observa-se também que 11 (23,4%) amostras estavam
contaminadas com pél os de roedor. Estes podem estar presentes
nos alimentos e sua identificagdo € importante, pois sdo
indicadores de contaminagdo acidental ou fecal. Os ratos e
camundongos tém o héabito de lamber-se, ocasido na qual,
engolem os pélos que resistem adigestéo e sdo eliminados nos
excrementos, portanto o achado de pélos nos alimentos, pode
indicar a presenca de bactérias fecais'? 22,

Os roedores constituem sérios problemas em todas as
fases de processamento, producdo e armazenamento de géneros
alimenticios. Além das perdas de alimento devidas ao consumo
por estes animai's, ocorre acontaminagdo pelapresencade seus
pélos, fezes e/ou urina. Os roedores s0 transmissores em
potencial, de uma série de doencas, entre elas a leptospirose,
causada por diversos sorotipos de Leptospira interogans, que
se alojam nos rins desses animais e sdo continuamente
eliminadas pela urina. Quando depositadas na &gua, ou em
superficies parao preparo de alimentos que estejam Umidas, as
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leptospiras tem chance de sobreviver durante um tempo
suficientemente longo para serem infectantes. Existem outras
doencas transmitidas por roedores e/ou através de seus
excrementos e urina como, salmoneloses, peste (bubdnica,
pneumaonica, septicémica) e viroses, entre outras',

Das 47 amostras de cominho analisadas, 3 continham
acaros, sendo que em 1 amostraforam encontrados 27 acaros, 4
pélos de roedor e 196 fragmentos de insetos evidenciando a
falta de adogéo de boas praticas de producao deste produto.

Os &carostém importanciamédico-sanitariaelevadaem
virtude de poderem veicular bactérias, leveduras e fungos. As
particulas fecais dos acaros possuem substancias toxicas
capazes de causar sensibilizacdo nos homens ou animais,
resultando em enterites agudas, podendo provocar lesbes
macroti cas na mucosa i ntestinal *°.

Os acaros encontrados nas amostras de cominho em po
eram acarosterciérios nasuamaioria (Cryptostigmata-Oribatida)
gue vivem nas camadas superficiaisdo solo, onde se aimentam
de algas, fungos, liquens, folhas deterioradas e podres'®.

A contaminagdo acarina pode ser devida a falta de
limpeza no processamento, mau armazenamento, alto nivel de
umidade dos produtos, deficiénciade circulacdo de ar, faltade
boas préticas durante transporte, ensacamento, aciimulo de
residuos e a presencade fungos e bactérias tornando o alimento
impréprio ao consumo humanoY7,

A Tabela 1 resume os dados obtidos ha pimentado reino
e observa-se que 98,5% das amostras continham fragmentos de
insetos, 24,6% continham &caros e 23,2% continham pélos de
roedor evidenciando a falta de adocdo de Boas Préaticas de
Fabricacdo e a presenca de matérias estranhas prgjudiciais a
salde, representada por pel os deroedor, umavez que osroedores
podem veicular patdgenos aos alimentos.

A pimenta do reino em especial podera ser adicionada
a0 alimento nahoradadegustacdo, sem nenhumaetapa posterior
queelimineum possivel patégeno vei culado, aumentando o risco
de infeccao®.

Assim como nas amostras de cominho, os fragmentos
deinsetos encontrados em pimentado reino ndo eram nocivosa
salide, por ndo pertencerem as Ordens Blattodea e Diptera, que
sdo considerados vetores mecanicos’.

Gecan €t al. realizaram um estudo com varios tipos de
condimentos adquiridos no varejo, para determinacdo da
qualidade sanitariados mesmos. No que concerne apimentado
reino, osautoresverificaram que das 1523 amostras analisadas,
1499 (98,4%) continham fragmentos de insetos, o que vem de
encontro com os dados obtidos neste estudo onde encontramos
98,5% das amostras com fragmentos de insetos'®.

Correa et al. analisaram outros tipos de condimentos
moidos (canela e paprica) e também encontraram como maior
contaminante os fragmentos de insetos™.

Em relagéo aospél os deroedor, Gecan et al. encontraram
20% das amostras contaminadas, e ho presente estudo, 23,2%
continham este contaminante!®. De acordo com a Resolugéo
RDC ne 1755, 23,4% das amostras de cominho e 23,2% das
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amostras de pimenta do reino sdo consideradas improprias ao
consumo humano por apresentar pélos de roedor.

Tabela 2. Estatisticas descritivas das sujidades leves isoladas em amostras
de 50g cada de cominho e pimenta do reino em p6. S&o Paulo, 2000.

COMINHO var média mediana dp min max Q1 Q3

FI 23,0 9.0 41,2 0.0 1960 4,0 200
AC 06 0,0 40 00 27,0 00 00
PR 03 0,0 0,7 00 40 00 00
PIMENTA FI 1150 30,0 232,0 0,0 13230 14,8 81,0
AC 08 0,0 26 00 180 00 03

PR 0.7 0,0 26 00 200 00 05
FI: fragmento de inseto, AC: &caro, PR: pélo de roedor.
var: variavel estudada, dp: desvio padrdo, min: contagem minima, max:
contagem maxima, Q1: primeiro quartil, Q3: terceiro quartilo.

Emborahajaum alto indice de amostras de cominho em
po (93,6%) com fragmentos de insetos, a média se manteve em
23 fragmentos de insetos por 10g, sendo que em uma amostra
foi encontrado o nimero maximo de 196 por 10g. Esta dlta
variabilidade pode ser explicada pela falta de homogenei dade
gue o contami nante apresentano produto. Podemosent&o utilizar
amediana como referéncia que foi de 9 fragmentos de insetos
por 10g, demonstrando que € possivel produzir este tipo de
condimento com baixo nimero de fragmentos de insetos, sem
pélos de roedor e &caros.

Comparando-se com a pimenta do reino, verificou-se
gue a mesma apresentou diferencas significativas em relagdo
ao cominho quanto amédiade fragmentos deinsetos. Verificou-
se em uma amostra o ndmero maximo de 1323 fragmentos de
insetos em 50g e em outra amostra 700 fragmentos de insetos,
20 pélos de roedor e 18 acaros em 50g. Os dados obtidos
indicam a ndo adogéo das Boas Préticas de Fabricacdo nestas
inddstrias, uma vez que a mediana foi de 30 fragmentos de
insetos e auséncia de pel os de roedor e &caros em 50g.

As amostras muito contaminadas sdo pontuais, hdo
representam a realidade e dependem das medidas sanitérias
adotadas pelas indlstrias que deveriam ser freglientemente
monitoradas pela Vigilancia Sanitaria visando um produto
inGcuo ao consumo.

De acordo com aTabela 2 apimentado reino apresenta
maior contaminacdo por fragmentos de insetos do que o
cominho, apresentando 75% das amostras com 81 fragmentos
de insetos em 50g do produto.

CONCLUSOES

Pel os resultados obtidos no presente estudo podemos
concluir que:

A maioriadas amostras de cominho e pimenta do reino
apresentou presenca de fragmentos de insetos oriundos do
campo e/ou armazenamento, estando de acordo com a atual
legislagdo RDC n° 175 por ndo serem consideradosprejudiciais
asaide.

Devido a variabilidade do nimero de fragmentos de
insetos encontrados por amostra, conclui-se que certos
fabricantes podem obter produtos em condicBes higiénico-
sanitarias satisfatorias.

De acordo com a Resolugdo RDC n? 175, 23,4% das
amostras de cominho e 23,2% das amostras de pimentado reino
foram consideradas impr@prias ao consumo por conter pelos
de roedor, evidenciando o contato do alimento com roedores
gue sdo nocivos a salde humana.
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RESUMO

A prépolis é uma substancia resinosa de diferentes origens, com propriedades anti-inflamatérias e
antimicrobianas, aqual tem sido estudada sob varios aspectos. Neste estudo, nove preparagGes de propolis
comercializadas em farmécias da cidade S&o Paulo, foram avaliadas quanto a atividade contra
Saphylococcus aureus, Saphylococcus epidermidis, Candida albicans, Enterococcus faecalis e
Sreptococcus mutans. Utilizou-se 0 método de difusdio em agar, avaliando-se cada produto em condicao
nao diluida, na diluicdo indicada e em um décimo da diluicdo recomendada. Os resultados indicaram
gue as diluicBes recomendadas nos rétul os dos produtos ndo evidenciaram atividade antimicrobiana.
Palavras-chave. propolis, atividade antimicrobiana

ABSTRACT

Propolisisaresinous substance from diverse origins with antinflammatory and antimicrobial properties,
which has been studied on some aspects. In this study, nine propolis products, sold in pharmacies and
drugstores of Sao Paulo city, were evaluated for their claimed antimicrobial properties displayed in
flask labels and/or product use instruction brochures. Antimicrobial activity was evaluated against
Saphylococcus aureus, Saphylococcus epidermidis, Candida albicans, Enterococcus faecalis , and
Sreptococcus mutans. The method of diffusionin agar was used for evaluating every product in undiluted
solutions, in a recommended dilution, and diluted one to tenth of recommended dilution. The results
indicated that the recommended dilutions of products showed no antimicrobial activity.

Key words. propolis, antimicrobial activity

INTRODUCAO desde a antiguidade, tendo sido utilizada pelos
sacerdotes egipcios em unglientos e cremes para
A proépolis é uma substanciaresinosae  embal samar, pelos gregos e por outras civilizagdes
balsdmica, de origem botanica variada. Sua  estudadas'?. Apesar de suautilizagdo ao longo dos
coloragéo variado verde amarelado ao marrom,  séculos, foi nas décadas recentes que se iniciaram
tem sabor fortemente acre, freqlientemente  as investigacdes cientificas sobre a composi¢éo e
amargo de odor agradavel, que as abelhas emprego da prépolis.
extraem dos brotos de arbustos e &rvores com a A composi ¢ao depende dadisponibilidade das
finalidade de calafetar pequenas aberturas na  fontesvegetaisdas quaisas abelhasretiram o material
colméia, bem como, purificar e descontaminar  para sua elaboragéo e, também da fun¢do desejada
o0 ar internamente aesta. Suaspropriedadesanti-  na colméia, sendo que a prépolis usada para reparo
sépticas e anti-inflamatérias sdo conhecidas  dacolméiatem propor¢cdo maior de cera, resultando
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em material mais duro, enquanto que aquela usada paravedar 0s
favostem poucaou nenhumacera, sendo por isso maismacia. As
outras substancias sempre encontradas na préopolis séo os
flavondides, grupo de substancias universal mentedistribuidos nas
plantas, e que indicam a origem da propolis. A composicéo da
propolisno Brasil e suas variagdes em relagdo ahidrocarbonetos,
ésteres, acoois de ésteres e terpenos tem sido estudadas™.

A atividade antimicrobianaparaalgunstiposde propolis
também tem sido avaliada e se constituido em objeto de
revisdest>1°,

Neste estudo, preparacfes liquidas de propolis,
comercializadas em farméacias da cidade Sao Paulo, foram
avaliadas quanto a atividade antimicrobianaalegadaem rétulos
e/ou folhetos que acompanham o produto. As amostras foram
submetidas ao teste paraverificagdo daatividade antimicrobiana
frente aos microrganismos frequentemente relacionados a
infecgBes da cavidade bucal.

MATERIAL E METODOS

Amostra

Foram avaliadas nove diferentes preparacdes de
propolis, comercializadas em farméaci as da cidade de S&o Paulo:
(2) propolis em solugdo aquosa (27 mg/mL); (2) propolis em
solucdo alcodlica a 12%; (3) extrato alcodlico de prépolis a
30%; (4) extrato alcodlico de propolis a 11%; (5) solucéo
alcodlicade propolis a 20%; (6) extrato alcodlico de propolis
a 20%; (7) extrato alcodlico de propolis a 15%; (8) propolis
em spray e (9) propolis e ervas em spray.

Das nove preparacOes avaliadas, sete apresentaram-se
na forma de solucdo para serem ingeridas apés diluicdo em
agua, leite ou suco, de acordo com as indicagdes do rétulo e
embalagem, e duas apresentaram-se como “ spray” para serem
aspergidas diretamente na cavidade bucal.

Preparacéo da suspensio microbiana

Culturas de Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Saphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Candida albicans
ATCC 10321 foram cultivadas em caldo Caseina de soja
(DIFCO®), incubadas a 36 + 1°C por 48 horas, em aerobiose.
As culturas de Enterococcus faecalis ATCC 19433 e
Sreptococcus mutansATCC 25175 foram redlizadas em caldo
Caseinade soja(DIFCO®), incubadas a 36 + 1°C por 48 horas,
em condic¢des de anaerobiose.

Apos cultivo, as suspensdes microbianas foram
preparadas em solugdo fisiolégica para conterem
aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC/mL, baseando-se na
escala 0,5 de McFarland”.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Cada produto foi submetido a avaliagéo da atividade
antimicrobiana utilizando atécnicade Difusdo em Agar, de
acordo com CLSI* (antigo NCCLS).
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Preparacdo das amostras de propolis

Os produtos 1 a 6 foram analisados em trés condigoes:
a) sem diluicdo, b) diluidos em solugéo fisiol 6gica de acordo
com recomendactes do fabricante (dose recomendada) e c) em
dose 10 vezes superior a dose recomendada. Os produtos 7 a9
foram analisados sem dilui¢do, de acordo com recomendagdes
do fabricante.

Solugdes de eritromicina (naconcentragdo de 1pug/mL)
ede nistatina (nas concentragdes de 50 e 30 UI/mL), preparadas
conforme indicado em compéndios farmacopéicos'®, foram
utilizadas como control e da atividade antimicrobiana.

Avaliacéo da atividade antimicr obiana

Aliquotas de 200uL de cada suspensdo microbiana
preparada foi adicionada a 25uL de agar Caseina de soja
(Merck®), fundido eresfriado, contido em placas de Petri, 90
x 100 mm. Apdsasolidificagdo, foram efetuados seis orificios
com diametro aproximado de 10 mm. Aliquotas de 100uL de
amostraou solugdo antibiéticaforam adicionadas nos orificios
e as placas foram incubadas a 36 £ 1°C por 24 horas, nas
mesmas condic¢des descritas para o preparo das suspensbes
microbianas.

Apbs o periodo deincubaggo, mediu-se o didmetro dos
halos de inibicdo. A presenca de halo com diémetro igual ou
superior a 11 mm foi indicativa de atividade antimicrobiana
satisfatéria

RESULTADOSE DISCUSSAO

Todas as avaliagdes foram realizadas em quadruplicata
e astabelas 1 e 2 apresentam os diametros médios dos halos
de inibicdo.

Entre os produtos avaliados sem diluigdo, verificou-
se que o produto 1 ndo apresentou atividade antimicrobiana,
estando de acordo com outros estudos que evidenciaram que
0s componentes antibacterianos da propolis sdo insolUveis
em éguas,ls,lg_

A atividade antimicrobiana do extrato de propolis se
deve apresencadeflavondides, que sdo solubilizadosem meio
alcodlico, além de outros principios ativos que sinergicamente
contribuem para a atividade antimicrobiana'®. Endler e col.?
demonstraram que a concentragdo do acooal etilico, utilizado
napreparacao de extrato de propolis, ndo apresentou atividade
inibitdria contra Pseudomonas spp e Saphyl ococcus aureus.

A maioria dos relatos menciona que a propolis tem
acentuadaacdo inibitoriain vitro sobre bactérias gram-positivas™
912141520 A diferenca de sensibilidade entre bactérias gram-
positivas e gram-negativas frente a prépolis pode ser devida as
caracteristicas da composicao da parede celular entre os dois
gruposdebactérias™. No presente estudo, foram utilizadas apenas
bactérias gram-positivas, sendo que em relacdo a atividade
antibacteriana, os produtos 2 a 9 exibiram atividade inibitoria,
guando testados puros, frente aos microrganismos
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana de preparacdes contendo prépolis avaliadas sem dilui¢ao: halos de inibi¢do de crescimento (mm).

Produto iy L idis " fuccalis e Candida albicans
1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

2 16,0 + 1,7 15,0+ 2,4 10,8+ 1,7 147+ 1,5 0,0

3 13,5+ 1,3 15,5+ 3,0 143+1,5 17,0+ 1,0 13,0+ 1.2
4 16,0 + 2,8 16,5 + 2,4 0,0 19,7+ 1,5 12,7+ 1,5
5 14,5429 16,8+ 1,6 10,5+ 1,6 16,5+0.7 11,5+ 1.3
6 16,5+ 1,7 17,3+ 1,0 0.0 17,7 + 0.6 12,0 + 0.8
7 16,8+ 1,5 16,4+ 1,5 0.0 15,7+1,2 123+ 1.0
8 14,5429 13,0+ 1,9 0.0 153 +2,1 10,8 + 0.5
9 12,5+ 1,9 11,5+ 0,8 0,0 15,5+ 0,7 10,5 + 0,1
Eritromicina® 19,1+ 1,2 18,6+ 1,0 15,1 +09 19,8 + 0.8
Nistatina” - 12,0 + 0,8
Nistatina® - - —— -—- 17.0 + 0.6

alpg/mL ° 30 UI/mL 50 Ul/mL — néo realizado

Saphylococcus aureus, Saphylococcus epidermidis e
Sreptococcus mutans, enquanto que frente a Enterococcus
faecalis, apenas o produto 3 apresentou atividade inibitéria

Em relag8o a atividade antifungicainibitdria, verificou-
seque osprodutos 3 a9 apresentaram halos deinibi¢do menores
em relagdo as bactérias gram-positivas, confirmando os achados
de Koo e colaboradores?.

A Tabela2 apresentaosresultados dos produtos naforma
diluida, tendo sido utilizadas dilui¢Bes para a obtencéo de
solucgbes com as doses recomendadas pelos fabricantes dos
produtos (D) e com dose dez vezes superior a recomendada
(D,). Os produtos 2 a 5, quando avaliados na condicéo D,

apresentam atividade inibitéria somente para Saphylococcus
aureus e Saphyl ococcus epidermidis; nacondigéo D, nenhum
dos produtos apresentou atividade inibitéria, evidenciando que
0s mesmos sdo utilizados em condi¢desineficazes para a agdo
antimicrobiana aludida narotulagem.

De acordo com aANVISA, parao registro de produtos
com indicagdo terapéutica que contenham prépolis como
ingrediente ativo, devem ser atendidos os requisitos da
Resolugdo RDC 132/20032%, dentre os quais estdo a
comprovagdo de eficicia e de seguranca de uso, bem como
apresentar e atender requisitos minimos de identidade e
qualidade validados para possibilitar seu controle de qualidade.

Tabela 2. Atividade antimicrobiana de preparagdes contendo propolis avaliadas com diluig8o: halos de inibig&o de crescimento (mm).

Staphylococcus Staphylococcus Enterococcus  Streptococcus Candida

Produto aureus epidermidis Saecalis mutans albicans
D, Dg D, Dg D, Dy D, Dg D, Dy
1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 11,5+0,6 0,0 123+06 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 113+06 0,0 13,0+20 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 11,0 + 0,2 0,0 130+1,7 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 11,0+04 00 123+ 1,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

D,, = dose recomendada
D,=10x D,
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Os resultados obtidos neste estudo decorrem da falta
de padronizacdo geral das preparacdes a base de produtos
naturais;, a adicdo de excipientes, incluindo os solventes
empregados na preparacao do extrato de propolis, pode
interferir na eficacia antimicrobiana originalmente verificada
para a matéria-prima vegeta ativa e comprometer a eficécia
do produto final.

A concentracdo de extrato de prépolis, nas sete amostras,
variou entre 11 e 30%, enquanto em outras duas, aconcentracéo
ndo foi mencionada.

CONCLUSAO

Os resultados mostram que as informagdes no rétulo
dos produtos séo incompativeis com a atividade antimicrobiana
proposta.
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RESUMO

Além daintoxicacdo aguda, os organofosforados podem ser responsévei s por outras situagdes morbidas
amédio e longo prazo. Nao foram descritos até o momento os efeitos alongo prazo no sistema cardio-
circulatorio decorrentes da exposi¢do prolongada aos organofosforados. Foi nosso objetivo estudar
alguns desses possiveis efeitos por métodos histol 6gicos e morfométricos no coracdo de ratos tratados
semanal mente por 12 semanas com doses sub-letais (menos do que 1/3- grupo G5- ou 1/6- grupo G2,5-
daDL50) do organofosforado metamidofés. Foi observado o aumento no peso do coragéo e hipertrofia
defibras muscul ares cardiacas nos animaistratados; amédiado menor didmetro dos miécitos cardiacos
dos animais controle foi de 64,93 + 5,82 micra e nos tratados foi respectivamente de 82,24 + 12,39
(G2,5) 88,88 + 10,19 (G5), havendo diferenca estati sticamente significativa entre os grupos controle
e cada um dos grupos tratados. Sabe-se que a hipertrofia muscular esquerda é um dos principaisfatores
associados a disfuncéo cardiovascular. Embora ndo tenha sido estudado a funcéo cardiovascular, é
possivel que aexposi¢do experimental mais prolongada a organofosforados possa causar insuficiéncia
cardiaca. Estefato tem umaimportanciamaior no contexto de que aexposi¢éo inadvertida e prolongada
a esses compostos seja comum em alguns paises, incluindo o Brasil.

Palavr as-chave. musculo cardiaco, organofosforado, inibidores dacolinesterase, insuficiénciacardiaca,
morfologia, morfometria.

ABSTRACT

Organophosphate can be responsiblefor causing acuteintoxications, and ininducing delayed effects. Effects
onthecardio-vascular system after long-term exposition to organophosphate have not been described, sofar.
The objective of the present study was to study whether these effects on heart could be caused by these
compounds contact. Adult male Wistar albino rats, divided into groups, received weekly an enteral sub-lethal
dose of organophosphate methamidophos for 12 consecutive weeks. Then, their hearts were examined by
meansof histological and morphometric methods. Hipertrophy of cardiac musclecdllsintreated animalswas
observed, and this finding was confirmed by means of morphometric methods, that is, the measurement of
smallest diameter of cardiac muscular cells. The mean value of the smallest diameter of cardiac myocytes
from controls was 64.93 + 5.82um, and from two treated animals groups was 82.24+12.39um and
88.88 + 10.19 um, respectively. Although the functional consequences of cardiac hypertrophy were not the
object of the present study, the 3 month-treated animals did not show any sign of heart failure. However, it
could not be disregarded that long term exposition to organophosphate might cause any functional cardiac
disorder, including heart failure. These heart histology dterationsarerelevant, asBrazilian peoplearefrequently
undergo to long-term exposure to these compound with deleterious results.

Key words. muscle cardiac, organophosphate, cholinesterase inhibitors, heart fatilure, morphology,
morphometry.

Rev Inst Adolfo Lutz, 65(3): 213-216, 2006



Calore EE e Narciso E. Alteragdes histoldgicas no coragéo de ratos expostos a compostos organofosforados por tempo prolongado. Rev I nst

Adolfo Lutz, 65(3): 213 - 216, 2006

INTRODUCAO

Em nosso ambiente somos freglientemente expostos a
substéncias nocivas como compostos organofosforados. Estas
substancias sdo anticolinesterasicos amplamente utilizados
como pesticidas na lavoura e em domicilios, ambientes nos
quais o ser humano pode permanecer exposto aestes compostos.
A intoxicac8o ocorre pelaexposi ¢do acidental ou em tentativas
de suicidio. A intoxicag@o aguda desencadeia uma sindrome
clinica por hiperestimulagdo do sistema nervoso autbnomo,
predominando sintomas relacionados a atividade
parassimpatica e deformamenosintensaasintomas do sistema
nervoso autbnomo simpdatico incluindo taquicardia e
hipertensdo arteria sistémica'. Além daintoxicagéo aguda, os
organofosforados podem ser responsaveis por outras situaces
morbidas incluindo a chamada sindrome intermediéria e a
sindrome de neurotoxicidade retardada. Ja os sintomas
decorrentes da sindrome intermediéria e a sindrome de
neurotoxicidade retardada estéo relacionados ao comprome-
timento do sistema nervoso central e periférico?®.

Os sintomas decorrentes da intoxicagdo ou exposi¢ao
crbnica aos organofosforados incluem depresséo,
comprometimento cognitivo e aumento do risco de suicidio’81%12,
Em ratosfoi descrito comportamento anormal aps exposi ¢80 ao
organofosforado clorfenvifos, com diminui¢cdo da atividade
exploratdria e locomotore’.

Os efeitos alongo prazo no sistema cardio-circulatério
decorrentes daexposi¢&o prol ongada aos organof osforados séo
pouco conhecidos. O presentetrabal ho investigou as alteractes
morfoldgicas no coracdo de ratos apds a exposicao ao
organofosforado metamidofos por tempo prolongado.

MATERAISE METODOS

Trés grupos de ratos abinos adultos (com seis-animais em
cada) pesando aproximadamente 300 g foram utilizados para o
experimento. Os animais foram pesados no inicio e ao fina do
experimento e tratados com 12 doses consecutivas, semanais do
organofosforado metamidofos (O S-dimetyl phosphoramidotiozate).
A DL50ora dessasubsténciapararatosfoi previamentecaculada
em 18mg/kg de peso corporal. Os animais permaneceram em
jejum 12h antes de cada administragéo e foram tratados
respectivamente com 2,5 (grupo G2,5) ou 5mg grupo (G5) de
metamidofos, em cada dose. Essa substéncia foi previamente
diluida em gliceroformol na proporgéo de 3,125mg/ml para o
grupo G2,5 ou 6,25 mg/ml para o grupo G5,0. Concomi-
tantemente, grupoA de seisanimaisrecebeu apenasgliceroformol
pelamesmavia, tendo sido mantidos nas mesmas condi¢des que
os ratos tratados.

Apds cada administragdo os animais foram
observados por 12 horas para a deteccdo de sintomas de
intoxicagBes como fasciculagBes, tremores e convulsdes,
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caracteristicos das intoxicacbes agudas por
organofosforados. Apds 24 h os animais foram submetidos
a leve sedacdo com cloridrato de ketamina e coletado o
sangue do plexo peri-orbitario com pipeta Pasteur. A
atividade da colinesterase plasmatica foi medida nos trés
grupos de animais empregando o método colorimétrico de
Ellman?3, modificado por Wilheim?!*, usando a acetiltiocolina
como substrato nos trés grupos de animais. Essa atividade
foi expressa em AE/ml/min a um comprimento de onda de
430 nm. Os dados foram submetidos a analise estatisticado
teste de Kruskal-Wallis e de Turkey Kramer.

Os animais foram eutanasiados por exposi¢cdo a atas
doses de cloridrato de ketamina, 8 dias apos a Ultima
administracdo do organofosforado (numero do protocolo da
comissdo debioética: 15/05). Os coragdes foram imediatamente
dissecados, pesados e um corte transversal foi feito na porcdo
média dos ventriculos. O segmento inferior foi fixado em
paraformaldeido e incluido em parafinarealizando-se aseguir
cortes histol 6gi cos de quatro micrade espessura, em micrétomo.
Os cortes histol 6gicos foram colhidos em 1&minas de vidro e
corados pelo método da hematoxilina-eosina.

O segmento superior foi imediatamente congelado em
isopentano previamente resfriado em nitrogénio liquido. Cortes
transversais destes materiais foram realizados em micr6tomo
criostato (espessura de seis micra) também corados pela
hematoxilina-eosina

Morfometria

Estudos morfométricos foram realizados no material
congelado, neste a retragdo de tecido, que € normalmente
observada em material fixado em formol, € evitada. Imagens
tomadas ao acaso das sec¢des obtidas em criostato foram
captadas por um microscépio 6ptico acoplado a uma camera
digital e a um computador com um sistema de andlise de
imagens. As imagens foram salvas e foi medido o didmetro
real (menor didmetro) de 100 fibras musculares cardiacas
tomadas ao acaso (100 fibras musculares cardiacas do
ventriculo esquerdo de cada animal). Os dados obtidos foram
submetidos a andlise estatistica pel o teste de Kruskal -Wallis e
teste de comparagdo mdltipla de Dunn.

RESULTADOS

N&o foi observada diferenca no ganho de peso entre os
trés grupos (p>0,05 teste de Kruskal Wallis) de animais
submetidos ao tratamento.

Observou-se diminuicdo na atividade da
colinesterase plasmética nos animais tratados em relagao
aos controles. A atividade da colinesterase plasmética nos
animais controlefoi de 0,079 + 0,009 e nos grupos tratados
foi de 0,047 + 0,011 (G2,5) e 0,044 + 0,003 (G5). Houve
diferenca estatistica entre o grupo controle e 0os grupos
tratados (p<0,001-teste de Kruskal-Wallis). No entanto ndo
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foi observada diferenca estatistica entre os grupos tratados
(G-2,5 e G-5,0, p<0,05- teste de Turkey Kramer).

Quanto aos sintomas da intoxicacéo foram observados
tremores e fasciculacfes exclusivamente no grupo G-5,0 no
periodo que se seguiu apenas a 12 admnistracao do
organofosforado.

A média de peso dos coragfes controle foi de 0,96
+ 0,017, sendo maior nos animais tratados: no grupo G2,5
foi de 1,13 + 0,103 e no grupo G-5,0 foi de 1,15 + 0,112.
Observamos diferenca estatistica entre o grupo controle e
cada um dos grupos tratados (p<0,05- teste de Kruskal-
Wallis).

Histologia e M orfometria

N&o se observou necrose ou inflamag&o no coracdo
dosratos controles ou tratados(Figural). Havia, no entanto,
pela andlise qualitativa, aparente hipertrofia de miocitos
cardiacos nos grupos tratados, nas sec¢des de criostatos
corados pela Hematoxilina-eosina. Esta hipertrofia foi
confirmada por estudos morfométricos. A média do menor
didmetro dos midcitos cardiacos dos animais controle foi
de 64,93 + 5,82 micra, o do grupo G-2,5foi 82,24 + 12,39,
e a do grupo G-5,0 foi de 88,88 + 10,19. Observamos
diferenca estatistica entre os grupos controle e cada um
dos grupos tratados (teste de comparagdo multipla Dunn -
p<0,001 paraambos os grupos tratados). Nao houve, porém
diferenca entre os grupos tratados pelo teste de Dunn
(p>0,05). (Tabelas)

Tabela 1. Atividade de colinesterase plasmética apés 24 horas da
primeira administragdo, expressada como AE/mL/min, 430 nm
comprimento de onda (AE= variag&o de absorbéancia). Havia diferencas
estatisticas entre o grupo controle e o grupo G2,5 (p<0,001), e entre o
controle e o grupo G5,0 (p<0,001). N&o houve diferenca estatisticaentre
o grupo G2,5 e G5,0 (p>0,05) (ANOVA e teste de comparagdo multipla
Turkey-Kramer).

Tabela 3. Essa tabela compara a media do menor diametro (micrometros)
dos midcitos cardiacos de ratos tratados com o organof osforado metamidofés
durante trés meses, assim como os controles. Diferenca estatistica foi
observada entre o grupo G2,5 e o controle (teste de comparacdo multiplade
Dunn, p<0,001), entre o grupo G5 e o controle (teste de comparagéo multipla
de Dunn, p<0,001), mas ndo entre os grupos tratados, entretanto o diametro
meédio dos midcitos cardiacos do grupo G5 eram maiores do que os do grupo
G2,5. (Teste estatistico de Kruskal-Wallis KW=27.293, p<0,001).

Controle G2,5 G5,0
Atividade de
colinesterase 0,079 0,047 0,044
(Média + + +
+ 0,009 0,011 0,003
desvio padrio)

Tabela 2. A tabela mostra o peso dos coragdes (miligramas) de animais
tratados e dos animais controles. Houve diferencga estatistica entre os
pesos dos coragdes do controle e do grupo G2,5 e entre o controle e o
grupo G5 (p<0,05). N&o houve diferenca estatistica entre o grupo G2,5
e G5 (p>0.05). (teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis ANOVA).

Grupo controle - .
(Meédia + desvio padrio) G2,5 G5
0,96 1,13 1,15
T T x
0,017 0,103 0,112

Controle | G2,5 G35
64,93 82,24 | 88,88
(Média + desvio padrio) + + +
5,82 12,39 | 10,19
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Figura 1. Representagdo histolégica do coragdo de ratos do grupo controle
(A) eratos tratados com o organofosforado metamidofds durante 12 semanas
consecutivascom 5 mg/kg do peso corporal (B). Coloragéo pelaHematoxilina-
eosina x280- fragmento de coloragdo congelado em isopentano, previamente
resfriado em nitrogénio liquido.

DISCUSSAO
Embora existam numerosos trabal hos referentes as

sindromes agudasinduzi das por organofosforados 0 mesmo ndo
€ verdadeiro quanto a exposi ¢&o prol ongada a esses compostos.
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No entanto, atualmentejaexistem evidéncias de que esses efeitos
tenham importancia para saide humana, animal ou ambiental.

No presentetraba ho por estudos morfométricos, observou-
se que a exposicdo ao organofosforado metamidofos provoca
hipertrofiadefibrasmusculares cardiacasderatos. Estahipertrofia
cardiaca, no entanto, ndo pode ser facilmente explicada. Embora
tenha sido documentada hipertensdo arterial sistémica nas
intoxicagdes agudas por anti-colinesterésicos' decorrente da
hiperatividade simpética que ocorre em menor relevancia nas
intoxicagdes por organofosforados, ndo se observaram sequer
sintomas persistentes de hiperatividade colinérgica, que
sabidamente preponderam sobre as atividades simpéti cas. Portanto,
estahipdtese esté praticamente descartadaque ahipertrofiacardiaca
sgja decorrente da acdo direta dos organofosforados, induzindo
talvez, aproducao defatores de crescimento que atuem nascélulas
musculares cardiacas devendo ser objetivo de estudos ulteriores.

A hipertrofia cardiaca € um fendmeno complexo que
envolve muitas vias bioguimicas incluindo a acdo de moléculas
como acalcineurinat®, aumento daexpressdo domRNA do NAT 1%,
aumento de cardiotrofina®. Visto que ha necessidade de
esclarecimento dos mecanismos de hipertrofia cardiaca na
intoxicagdo por organofosforados, esses aspectos deverdo ser
abordados também nesta situac&o.

Sabe-se que a hipertrofia muscular esquerda € um dos
principais fatores associados a disfuncdo cardiovascular. Embora
ndo tenha sido observado nos animais indicios de disfuncéo
cardiaca, ndo podemosdescartar que aexposi ¢ao experimental mais
prolongada a organofosforados possa resultar em insuficiéncia
cardiaca, sendo bastante provavel que o mesmo sga verdadeiro
para outros mamiferos como o homem. Este fato tem uma
importancia maior ainda dentro do contexto de que a exposicéo
inadvertida e prolongada a estes compostos € comum em alguns
paises, incluindo o Brasil.
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RESUMO

As meningites infecciosas continuam a ocorrer no pais com alta incidéncia e elevados indices de
mortalidade, apesar da existéncia de programas de prevencdo da doenca e dos avancos na tecnologia
empregada na detecgdo dos microrganismos envolvidos. O exame laboratorial do liquido
céfalorraquidiano (LCR) é a base para efetuar o diagnostico e para introducdo de tratamento eficaz ao
paciente. Narotinalaboratorial, sdo utilizados para o diagndsti co: exame microscopi co, culturae pesguisa
deantigeno. Visando conhecer a€ficiénciae acapacidade de resposta, bem como paraefetuar acorrelagdo
dasreferidastécnicaslaboratoriais com os dados clinicos, este trabalho investigou 510 fichas deregistros
de pacientes com suspeita de meningite, atendidos pelo Servico Unico de Salide, que deram entrada no
periodo de 1997 a 2003, no Laboratério Central de Salude Pablica no estado de Sergipe, no Instituto
Parreiras Horta. Foi realizada aandlise de freqiéncias absol utas dos testes utilizados no diagndstico das
meningites infecciosas. Os dados mostram uma diminuicdo, nos Ultimos anos, da porcentagem de
confirmagdo de diagndstico de meningite por meio de cultura, fato que pode ser observado em pesquisas
realizadas em outros laboratérios do Brasil. Em contrapartida, verifica-se um aumento expressivo no
ndmero de paciente com meningites confirmado por meio de bacterioscopia, utilizando-se a coloragdo
de Gram. Os resultados apresentados confirmam a importancia do diagndstico répido e preciso que
ofereca vantagens clinicas significativas para 0 emprego da terapia antimicrobiana adequada e
acompanhamento da evolugdo da doenca.

Palavr as-chave. diagndstico microbiol 6gico, meningite infecciosa, Sergipe.

ABSTRACT

High incidences of infectious meningitis with high mortality index remains occurring in Brazil, despite
of the prevention programs and significant advancesin the microorganism identification technologies.
The laboratorial examination of the cerebrospinal fluid (CSF) is fundamental for accomplishing an
accurate diagnosisand for introducing adequate treatment. Microscopi ¢ examination, culture, and antigen
detection have been used in laboratory routine. This study aimed to assess the techniques used in Sergipe
in the period from 1997 to 2003 for infectious meningitis diagnosis. The 510 record sheets of patients
with suspicion of meningitis, who had given entrace during that period in the Central Laboratory of
Health Public - Instituto Parreiras Horta in the State of Sergipe, were analyzed. Analyzes on absolute
frequencies of the tests used for infectious meningitis diagnosis was carried out. In the last years, a
reduction in frequency of cases confirmed by culture has perceived. This fact has also been noticed in
other Brazilian |aboratories. On the other hand, a substantial increase in the number of cases confirmed
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by bacterioscopy (Gram stain) has been observed. Efficient meningitis diagnosis provides significant
clinical benefitsfor monitoring patients, introducing the antimicrobial therapy, and for disease evolution

following-up.

Key words. Microbial diagnosis, infectious meningitis, laboratorial diagnosis.

INTRODUCAO

As meningites infecciosas continuam ocorrendo em
nosso meio com alta incidéncia e elevados indices de
mortalidade, apesar de existirem programas de prevencéo da
doenca e das técnicas avancadas de deteccdo dos
microrganismos. A utilizagdo do liquido cefalorraquidiano
(LCR), dentre os varios materiais biol 6gicos, tem se mostrado
mais adequado para a realizacdo de exames laboratoriais por
favorecer diagndstico preciso e confiavel. O Ministério da
Saude! preconiza que para o diagnostico das meningites sgjam
realizados, na rotina laboratorial, o exame microscopico, a
cultura microbiana e a pesquisa de antigeno no LCR.

O exame microscopico do LCR (bacterioscopia ou
examedireto) évalorizado por possibilitar avisualizagdo rapida
do agente etioldgico, que é importante para a identificagéo
presuntiva do microrganismo e para a confirmagdo do
diagnostico clinico!. O conhecimento precoce do agente é
importante para a correta administraggo do antimicrobiano,
como também, para fazer o diagnéstico diferencial entre
meningite bacterianaefingica, crucial parao prognéstico. Erros
nainterpretacdo dos resultados namicroscopia podem ocorrer,
principalmente, se os microrganismos sofrerem alteragfes
fisico-quimicas, decorrentes da administragdo prévia de
antibidticos, capazes de alterar a estrutura da parede celular
bacterianaefal sear osresultados dacoloragéo de Gram2 Além
disso, falhas operacionai s podem possibilitar o desenvolvimento
de bactérias contaminantes, oriundas, por exemplo, dapeledo
paci ente, das maos do operador ou mesmo dos tubos de col etat.

Em relagdo ao cultivo de microrganismos, método
considerado padréo ouro € importante se ter cuidado com o
transporte e conservagdo do L CR, assim como na escolha dos
meios de cultura, principalmente, porque os microrganismos
causadores das meningitesinfecciosas sdo bastante sensiveisa
alteragdes de umidade, calor e temperatura®. O Ministério da
Salde' salientaaimportanciado registro, nafichado paciente,
do volume de L CR semeado e se 0 mesmo fazia ou ndo uso de
antimicrobianos antes da punc&o, fato que pode inibir o
desenvolvimento microbiano in vitrol. E possivel que a
importancia do volume esteja ligada a sensibilidade do teste,
0ou sgja, as probabilidades de crescimento microbiano.

Recomendam-se os exames imunobiolégicos (Latex e
Contra-imunoeletroforese — CIE) como complemento ao
diagnéstico das meningites infecciosas, na pesquisa de antigenos
presentesno L CR %, aqualidade deste exame depende daqualidade
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dosreagentes e dos anti-soros empregados nareagdo imunol égica,
principalmente para a detec¢do de Neisseria meningitidis,
Sreptococcus pneumoniae e Haemophillus influenzae,

Relatos de resultados fal so-positivos devido a reaces
cruzadas entre géneros e espécies bacterianas*® justificam a
importancia do cuidado com a qualidade dos reagentes, bem
como da correta interpretacdo dos resultados, durante a
realizacdo de técnicas imunol ogicas.

Ap6s consultar todos os parametros recomendados pelo
Ministério da Salde para o diagnéstico das meningites
infecciosas, o presentetrabal ho visou realizar um levantamento
sobre autilizag8o das técnicas preconizadas para o diagnéstico
das meningites infecciosas no Estado de Sergipe, no periodo
de outubro de 1997 a junho de 2003, e correlacionar com 0
diagnostico clinico obtido.

MATERIAL E METODO

No periodo de outubro de 1997 ajunho de 2003, foram
analisadas 516 fichas de pacientes com suspeita de meningite,
atendidos pelo Servigo Unico de Salde (SUS) que deram
entradano Laborat6rio Central de Salide Publicano Estado de
Sergipe localizado no Instituto Parreiras Horta (LACEN/SE-
IPH). A investigag8o foi realizada buscando levantar os dados
acerca da realizaco e dos resultados disponibilizados pelos
exames recomendados pelo Centro de ReferénciaNacional para
Meningite no Instituto Adolfo Lutz — Ministério da Salde', a
saber: imunobiol gico, microscopia e cultura.

RESULTADOSE DISCUSSAO

No diagnéstico das meningites infecciosas tornam-se
importantes, os procedimentos de coleta, transporte, e 0
processamento adequado daamostrade L CR, umavez que este
€ um sitio caracteristicamente estéril, cuja colonizacdo por
qualgquer microrganismo significa infecgdo grave. Portanto,
puncdo lombar feita de modo asséptico seguido de rapido
transporte dessa amostra clinica, agilidade no processamento
damicroscopiadireta (coloraco de Gram e Tintada China) e
cultivo microbiano, contribuem paraum preciso diagnéstico e
identificagdo correta do agente etioldgico. Esses dados
fornecem informacBes que podem ser utilizadas em estudos
epi demi ol 6gicos das meningites i nfecciosas.
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O diagndstico baseado na bacterioscopia, ou exame
direto depende do nimero de bactérias por mL de LCR néo
centrifugado, umavez que a bacterioscopiaso € sensivel apartir
de 10° bactériassmL°®. Dados da literatura revelam que, nesse
método, o indice de erros de leitura é elevado?, e que quando
comparados com os resultados obtidos pelo cultivo do
microrganismo chegam a representar 15%°.

Quando héa necessidade de um processamento
diferenciado do material bioldgico (como a técnica utilizada
para o cultivo de Mycobacterium tuberculosis), além dos
critérios acima citados torna-se fundamental a proximidade
entre o local dacoleta e o laboratorio de processamento, pois,
por se tratar de um microrganismo altamente contagioso, de
desenvolvimento lento cujo cultivo sé é realizado nos
|aboratérios de referéncia em micobactérias, quanto mais
imediatafor asemeadura, menor aexposi¢éo do corpo técnico,
emenores 0s riscos de contaminacdo e perdade viabilidade do
microrganismo. Além disso, de maneirageral, quanto menor o
tempo e adistanciaentre apuncado e asemeadurado liquor nos
meios de cultura, maior o indice de deteccdo exata do
microrganismo causador. Por isso, atualmente, os laboratérios
de meningites estéo sendo montados anexos ao Hospital Central
de cada municipio que atendem todos ou quase todos o0s
pacientes com suspeita clinica de meningite.

Vale destacar também a importancia da qualificacdo e
capacitacdo daequipe técnicae dapadronizagéo dos protocol os
para garantir a deteccéo répida presuntiva e diferencial do

agente etiol 6gico pelas técnicas de coloragéo, jaque o cultivo
desses agentes leva de 24 a 72 horas (excecdo do
Mycaobacteriumtubercul osis que necessita de aproximadamente
45 dias para o seu crescimento). Outro ponto critico é a
ocorrénciageneralizadade terapiaantibacterianaou antifingica
instituida nos pacientes antes da realizacdo da puncdo o que
dificultaeatéinviabilizao cultivo microbiano comprometendo,
conseglientemente, a preciséo e acuidade do diagnostico
definitivo como preconiza o Ministério da Salde.

Devido aessesfatorescitados, o |evantamento realizado
sobre os resultados disponibilizados pelo LACEN-SE entre
1999 e 2003, referentes ao diagndstico dos agentes etiol 6gi cos
causadores da meningite infecciosa, apresentaram diferencas
nos trés métodos investigados: cultura, exame direto e
imunobiol bgi co.

A Tabela 1 apresenta os dados obtidos. Pode-se observar
gue dos 510 casos clinicos registrados no LACEN-SE com
suspeita clinica de meningite, todos foram confirmados pelo
exame direto (100%), 467 por cultura, o que representa 91,5%
€496 pelo exame imunobiol 6gico (97,2%). Os dados revelam
que, no periodo, houve um aumento de 10% na confirmacéo
de casos pelabacterioscopia, utilizando-se acoloragéo de Gram,
e quetodos os casos confirmados pel o exame direto foram, em
ultima andlise, confirmados pela cultura ou pelo teste
imunaobiol 6gi co. Foi registrado também, no periodo, umaqueda
(de 118 em 1997 a 16 em 2003) naconfirmacéo do diagnostico
por cultura.

Tabela 1. Frequéncia de agentes etiol 6gicos diagnosticados pelo exame direto, cultura e exame imunobiol 6gico em pacientes com meningite infecciosa, no
Estado de Sergipe, no periodo de outubro de 1997 a junho de 2003, no LACEN/SE — IPH.

¢ 1967 1508 1095 2000 2001 2002 2003
Agenle Efioldgico Sgﬁgﬁ%ﬂ’
ED C B ED C B ED C IB ED C IB ED C IB EDC IB ED C IB
52 &6 22 39 n o4 3z K 216 A 117 2 2 4
A 1 1 2 z z z z
N. meningiticis B 40 26 28 28 21 14 4
c 4 1 1 3 0 0
5. preumanize - 4 10 13 28 14 25 B 22N 36 18 26 16 10 1 14 7 14 4 7
H. influenzae B 46 33 26 2818 A 42 42 28 1% 14 N 4 2 1 2z 2 -
BGN ndo
fermentadar - oz 1z Iz oz Iz 1z Iz oz F R ] 21 z z 4 ¢
5. aureus - : 2z 2 z 1 2 2 1 z 2z 12 2 4 2z z z ¢
Enterobaciérias - Iz 1z 21 =z 2 6 2 1 3 z 6 12 z Y oz 34
M. tubercutosis = : 2 12 1 1 1 27 2 1 1 z 2z 1 2z 1 z %t
. meoformans - 3 3 3 1 z i1 z 21 z E B z T2z 21z
Candida sp. - 7 12 Iz oz Iz 2 Iz oz Iz 1 @1z z 2z ¢
Outros agentes
etiolégicos - : 4z 1 1 =z Iz 1z 81 1 3 oz Iz 1 ¥ %t
Total 115 118 &7 B0 T8 Th 116 113 125 97 &5 100 B 49 44 T 29 50 10 15 158

ED: exame direto; C: cultura; IB: exame imunobiol 6gico; BGN: bacilo gram negativo; z: dados ausentes
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Este fato que pode ser observado em pesquisas
realizadas em outros laboratérios do Brasilt. E possivel que
esses resultados estejam relacionados com a melhora da
qualidade do servico, no que diz respeito a otimizacdo da
comunicagdo entre o atendimento, ambul atorial ou de urgéncia
e o laboratorio, diminuindo os casos de administragdo de
antimicrobianos previamente apuncéo, melhor assepsiadurante
apuncdo lombar e aimplantacdo de cuidados como semeadura
imediata, qualidade dos meios de cultura dentre outros, fruto
da qualificagdo do corpo técnico do Laboratorio Central de
Saude Publicade Sergiperealizado em 1999. Outro fato com o
qual se pode relacionar amelhor disponibilizagdo dos dados a
partir de 1999 é aimplantacdo da ficha de exame do LCR. Os
dados foram, desde ent&o, organizados e padronizados, o que
nos permite tabul &los e comparé-los. A melhor performance
do exame direto, obtida nesse levantamento, no entanto,
discorda da literatura, que ndo so o cita como menos sensivel
como revelaqueo indice de erros deleituraé elevado, devendo-
se esperar melhores resultados da cultura?®.

E possivel ainda que a menor sensibilidade da cultura
estgja atrelada a administragéo de antimicrobianos antes da
puncéo liquérica do paciente, pois apesar da melhor
comunicagdo entre os diferentes servigos, isto ainda acontece
em funcdo da precariedade de algumas unidades bésicas de
salide instaladas em cidades pequenas, longe dos laboratérios
de referéncia ou sem disponibilidade de neurocirurgides de
plant8o para realizar a puncdo liqudrica. No caso especifico
dos portadoresdo virusHIV, os antimicrobianos estéo inseridos
nos coquetéis administrados quando o ndmero de linfécitos
TCD4 atinge niveis muito baixos, independente da presenca
desintomas. Tal condutaclinicapodelevar abaixapositividade
da cultura (padr@o ouro) por inviabilizar o crescimento
microbiano’®,

Pode-se verificar também que de 2001 a 2003 ndo houve
confirmac8o de casos de meningite por H. influenzae em
Sergipe, 0 que pode ser atribuido & vacinagdo em massa
realizada em 1999. Paralelamente, ocorreu um aumento na
deteccdo de outros agentes etiol 6gi cas, principalmente S aureus
e C. neoformans. Das 467 culturas positivas do periodo, 200
(43,2%) foram identificadas como N. meningitidis, 110 (21%)
como H. influenzae, 85 (18%), S. pneumoniae, 29 (6,2%)
Enterobactériase 14 (3,2%) C. neoformans. Somente dois casos
de meningite tubercul osaforam registrados, sendo confirmado
pela culturado bacilo dlcool acido resistente.

Tais resultados apresentam-se em concordancia com
dados mundiais em relagéo a prevaléncia de N. meningitidis
(43,2%). Isolados de N. meningitidis dos sorogruposA, B e C,
sd0 responsaveis por mais de 90% dos casos de meningites
bacterianas associados a surtos, endemias e epidemias’. O
sorogrupo A predominanaAfrica, sendo responsavel por ondas
epidémicas, enquanto B e C prevalecem em paises
desenvolvidos ou em desenvolvimento, estando assim,
associ ados, principal mente, asurtos esporadicos e epidemias®.
Alguns autores relatam a predominancia do sorogrupo A%,
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Outro aspecto relevante foi a prevaléncia de Bacilos
Gram Negativos (BGN). Apesar do bom nivel de deteccéo
apresentado pelo servico do Laboratério Central de Sergipe,
esse dado reforca a necessidade de melhora na qualidade e
rapidez das informacdes, cruciais para a qualidade do
diagnostico clinico elaboratorial, principal mente, paradoengas
de notificag8o compulsoria.

A Tabela 1 apresentatambém os resultados dos exames
realizados através de testes imunoldgicos. Das 510 fichas
analisadas no periodo, 496 informaram os dados da pesquisa
de sorogrupos e sorotipos. Foi observada a prevaléncia do
sorogrupo B de N. meningitidis e sorotipo B de H. influenzae,
nesse caso 0 Unico sorotipo registrado. Nos Gltimos anos tais
pesquisas continuam sendo realizadas nos casos onde ha
suspeita de N. meningitidis, S. pneumoniae e H. influenzae.
Para C. neoformans deixou-se derealizar devido ao alto custo
dosreagentes. Mesmo assim, 0 LACEN-SE rotineiramentefaz
apenas o teste do Latex para N. meningitidis. Os demais sdo
encaminhados para o Laboratério Central de Referéncia em
meningites de Recife, PE.

Vale ressaltar a importancia da alianca entre a
capacitacdo e aatualizagdo dos profissionais envolvidos (tanto
do ponto devistaclinico como laboratorial), nabusca constante
damelhoranaacuidade e rapi dez dos exames microbiol 6gicos.
Nesse particular, astécnicas que utilizam abiol ogiamolecular
disponibilizam mais rapida e especificamente os dados
utilizados para o diagnostico, como também informagdes
epidemiol gicas fundamentai s sobre os agentes etiol 6gicos que
causam a meningite infecciosa, o que em Ultima andlise leva
ao conhecimento da dinémica da doenca.

Dentre as técnicas moleculares disponiveis, as mais
difundidas sdo as que fazem uso da amplificagdo dos genes
alvo através da reagdo em cadeia da DNA polimerase — PCR.
Desenvolvida em 1987 por Mullins e Faloona®! a PCR vem
sendo otimizada por vérios pesquisadores de modo que
atual mente tem-se uma variedade e propostas que vao desde
reagBes multiplex com capacidade de amplificar, em umadnica
reacdo genes-alvo presentes nos principai s agentesdameningite
bacterianal?1®1, até as reagcdes que podem ser acompanhadas
através de gréaficos que disponibilizam, em tempo rea a
amplificagdo dos genesalvo sem anecessidade da el etroforese,
em equi pamentos e técni cas conhecidas como real time PCR526,
No entanto, apesar dos resultados promissores no campo da
pesquisa, e da realidade de outros paises, ainda ndo se tem
umatécnicamolecular padronizadano Brasil paraser utilizada
como rotina laboratorial pelo programa nacional de controle
das meningites.

Neste sentido, reitera-se aimportanciada padronizacéo
dastécnicas, treinamento do pessoal e centralizagéo do controle,
assim como se acredita na validade do investimento na
implantag8o de técnicas moleculares como complementacao
ao diagnostico tradicional .

Finalizando, um diagnéstico preciso of erece vantagens
clinicas significativas para o direcionamento da terapia
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antimicrobiana e para a evolugdo da doenca, como também
pode ser 0 primeiro passo na elucidac8o da sua dindmica em
determinada regido, informac&o esta que, por sua vez, pode
ser utilizada como base para as discussdes que envolvem
propostas de programas de controle.

CONCLUSAO

Este trabalho mostrou que o servico realizado no
L ACEN-SE apresentou resultados compativeis com aquel es
disponibilizados pelos demais laboratérios de referéncia
do pais e que, no periodo elocalidade investigados o exame
direto por bacterioscopia foi o recurso laboratorial que
apresentou maior correspondéncia com o diagnéstico
clinico (100%/510), seguido de perto pelo exame
imunoloégico (97,2%/496) e pela cultura (91,5%/467),
padrdo-ouro do diagnéstico laboratorial. Pode-se assim
concluir ressaltando a importancia da associacdo de
métodos, do controle no transporte e recebimento do
material clinico e do processamento imediato, bem como
da necessidade de se buscar aumentar a acuréciada cultura
e apadronizagdo de técnicas mais precisas e rapidas como
as moleculares, para assim, melhorar a precisdo e arapidez
do diagnoéstico das meningites infecciosas,
disponibilizando assim, informacg8es seguras para as
investigacdes epidemiol bgicas.
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RESUMO

A cabine de segurancgabiol dgica (CSB) é o principal equipamento paraefetuar acontencdo de aerossois
produzidos nos procedimentos laboratoriais e a descontaminagdo com l[&mpada UV, 15 minutos antes
doinicio das atividades e 15 minutos apés utilizagdo da cabine é parte das boas préticas de laboratorio.
O objetivo deste estudo foi avaliar aagdo dalampadaUV daCSB classe || B2, em diversas espécies de
micobactérias e correlacionar com o tempo de exposicao. Cepas de referéncia foram subcultivadas,
semeadas e incubadas a 37°C até produzir turvacao compativel com o tubo 1 da escala de MacFarland.
Foram semeados 100uL de suspensdo bacteriana em placas com meio 7H11; as placas foram cobertas
parcialmente com papel aluminio e expostas aradiacéo UV durante 5 e 10 minutos. A pds exposicao, 0s
papéis foram retirados e as placas incubadas a 37°C por 30 dias. Todas as placas apresentaram inibicdo
de crescimento de bactérias na porgao da placa em que houve exposi¢éo direta a radiagdo UV.Os
resultados obtidos mostraram que a prética de utilizagdo da radiagdo UV por 15 minutos apds o uso da
cabineeantesdeiniciar outraatividade técnica, garante descontaminacdo adequadada CSB. Estaprética
de biosseguranca é recomendavel paradescontaminar apropria CSB e os materiais que s3o retirados da
cabine.

Palavr as-chaves. cabine de seguranca bioldgica, luz ultravioleta, micobactérias.

ABSTRACT

Biological safety cabinet (BSC) isthe major equipment which isthe primary means of containment of
infectious microorganisms aerosols generated from laboratory procedures, and the decontamination
using ultraviolet radiation ; constitute a stage of Good L aboratory Practices. The objective of this study
was to evaluate the effect of UV lamp of class II B2 cabinet on varied mycobacteria species and to
correlate them with UV exposition time. Reference strains were subcultivated and incubated at 37°C
until getting a turbidity equivalent to that of MacFarland 1 standard. From this bacterial suspension,
100uL were plated into 7H11 medium; the plates were partially covered with aluminium paper and
exposed to UV radiation for 5 and 10 minutes. After UV exposition, the paper was removed and the
plates were incubated at 37°C for 30 days. All plates showed no bacterial growth at the side exposed to
the UV radiation, while aregular and abundant bacteria growth was observed at the other half part that
was covered with paper. Switching on the UV lamp for 15 minutes after using the cabinet and for 15
minutes before starting any activity inside the cabinet guarantees proper decontamination. This biosafety
practiceis recommended to decontaminate the BSC and al so material s that need to be withdrawn from
the cabinet.

Key words. biological safety cabinet, UV radiation, mycobacteria.
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INTRODUCAO

Em biosseguranga, acontencao diz respeito aos métodos
de seguranca utilizados namanipul agdo de materiaisinfecciosos
dentro de um laboratério, com o objetivo de eliminar ou reduzir
a exposicdo dos trabalhadores e do ambiente aos agentes
potencialmente perigosos. Trés elementos de contencdo sdo
importantes: as boas préaticas de laboratério, a escolha do
equipamento de seguranca adequado e o projeto deinstal acdo.
A combinag&o dessestrés elementosvai depender daavaliaco
de risco do trabalho a ser desenvolvido. O elemento de
contengdo maisimportante séo as boas préticas de laboratorio,
com aconsci entizac8o sobre osriscos potenciais que o material
oferece ao manipulador. Quanto aos equipamentos, a cabine
de seguranca biolégica (CSB) € o principal, capaz de
proporcionar a contencdo de aerossois e borrifos gerados nos
procedimentos|aboratoriais. As CSB sdo classificadasem |, |1
(tipos A, B1, B2 e B3) e Ill. A escolha dependera dos
procedimentos necessérios a classe de risco dos agentes
biol 6gicos a serem mani pul ados'2.

Asinstal agBes|aboratoriais devem estar de acordo com
as normas de biosseguranca vigentes, contemplando aescolha
dacorretalocalizacdo easinalizagdo dadreafisicadestinadaa
tais atividades'.

Por isso, o plangjamento, a correta construcdo das
instalagcBes e o conhecimento do risco de transmissdo do
agente a ser manipulado, contribuem para a protecéo da
amostraem relagdo a contaminantes, da equipe do laboratério
e do meio ambiente.

Mycobacteriumtubercul osis e outras espécies do género
Mycobacterium sdo os principais agentes infecciosos
manipulados no laboratério de micobactérias. Estes bacilos
podem ser encontrados em amostras de escarro, lavado géstrico,
secregado bronquica, liquido cefalorraquidiano, urina, tecidos,
sangue, medula 6ssea e outros. As micobactérias sao
classificadas como agentes biol6gicos de classes derisco 2 e
3, conforme a espécie. O M. tuberculosis e 0 M. bovis (exceto
BCG vacinal) pertencem a classe 3 e as outras micobactérias
ndo tuberculosas a classe 2. A exposi¢do no laboratério aos
aerossois contendo estes bacilos € o risco de maior graut=.

As boas préticas, os equipamentos de contencdo e as
instalac6es do nivel de biosseguranca 2 e 3 sdo indicados para
amanipul agdo desses agentes e todas as atividades que formem
aerossois devem ser conduzidas em CSB classe |1. As cabines
de classe Il (fluxo laminar vertical) possuem caracteristicas
especiaisdefluxo de ar que proporcionam niveis de contengéo
que protegem o material sob andlise, os funcionérios do
laboratério e o meio ambiente. A classe ||| oferece umaprotecédo
méxima para os trabalhadores do laboratério, para a
comunidade e parao meio. Atualmente, as cabines de classel,
estao sendo substituidas pela classe 114,

A maioriadas CSB, adém dosfiltrosHEPA e um sistema
dedirecionamento dear, possuem umal&mpadaultravioleta(UV)
germicida. A constituicao das |ampadas germicidas € ssimples.

Sdo ldmpadas fluorescentes comuns, sem a deposi¢éo
de p6 de vidro como cobertura interna, que seria responsavel
por transformar a radiac@o ultravioleta gerada pela lampada
em luz visivel. Sem essa cobertura a lampada emite apenas a
radiac8o ultravioleta, capaz de matar microrganismos a ela
expostos. Estaemite raios no comprimento de ondade 253,7nm,
gue é o comprimento com efeito bactericida’.

Os microrgani smos atingidos pelaradiacdo UV sofrem
modificagdo no DNA ou RNA, pela formagéo de dimeros de
pirimidina, que formados entre moléculas adjacentes, podem
interromper areplicagdo ou a transcri¢do levando a morte da
bactéria. Porém, a eficiéncia do uso da UV como um meio de
descontaminagéo ainda é motivo de controvérsiajaque a UV
além de ndo penetrar em particulas, esta limitada a distancia
entrealuz e o material exposto aela, e ao tempo de exposi¢do.
Além disso, aexposicao aUV écarcinogénicacausando cerato-
conjuntivite quando inadequadamente utilizada. Desta forma,
aUV éfrequentementeinstaladaem ambientesfechados, como
por exemplo, dentro de CSB.

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaiar a
acdo germicida da l&mpada de luz UV da CSB classe 1| B2
utilizada no Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz,
sobre culturas de oito espécies de micobactérias expostas aluz
por 5 e 10 minutos.

MATERIAL E METODOS

Foram testadas cepas de referéncia de micobactérias
patogénicas e aguel as potencial mente ou raramente patogéni cas,
identificadas narotinalaboratorial por métodos molecularese
fenotipicos: MycobacteriumtuberculosisH37Rv ATCC 25618,
Mycobacterium chelonae ATCC 35752, Mycobacterium
kansasii ATCC 12478, Mycobacteriumgordonae ATCC 14470,
Mycobacterium abscessus ATCC 19977, Mycobacterium
flavescens ATCC 14474, Mycobacterium fortuitum e
Mycobacterium avium.

As cepas de micobactérias foram subcultivadas em 5ml
de meio Middlebrook 7H9 e incubadas durante 7 a 10 dias a
37°C. Havendo crescimento apés este tempo, cada suspensdo
foi diluidacom éguadestiladaestéril eaturvacdo comparadaa
escala de MacFarland 1. Foram semeados, 100ul da diluicdo
104, em placas de Petri com meio Middlebrook 7H11. A
suspensdo foi espalhada homogeneamente sobre o meio, com
uma al¢a descartavel de 10pl. As placas foram cobertas
parcialmente (1/2) com papel de aluminio estéril e colocadas
nos 4 cantos e no centro da area de trabalho da CSB e expostas
aluz UV Asplacasforam semeadas em duplicata e expostas na
luz UV, sendo que uma série ficou durante 5 minutos e aoutra
série, durante 10 minutos. Concomitantemente, foram
preparadas mais trés placas da mesma cepa, sendo uma
totalmente fechada com a prépria tampa e duas abertas sendo
estas também expostas a luz UV durante 5 e 10 minutos e
colocadas no centro da érea de trabalho da CSB. Foram
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realizados esfregacos de todas as cepas e corados pela técnica
de Ziehl-Neelsen para confirmar micobactérias ou
contaminacao.

ApOsaexposicdo aluz UV, os papéisde aluminio foram
retirados das placas parcialmente cobertas e todas (exceto a
gue estava coberta com a propria tampa) foram tampadas e
incubadas a 37°C. O crescimento das col6nias nas placas foi
observado durante 5 a 20 dias de incubagdo. Umanovaleitura
foi realizada apés 30 dias.

L dmpada germicida utilizadana CSB classe || B2:
|ampada de ultraviol eta de baixa pressdo de vapor de mercurio
com poténcia nominal de 30W (marca Phillips) de
aproximadamente 2000 horas/uso e col ocada na parte posterior
da CSB numa altura de + 50 cm das placas.

RESULTADOS

Todas as cepas semeadas nas placas com meio de
Middlebrook 7H11 e expostas por 5 e 10 minutos, independente
dalocalizagdo em que foram col ocadas dentro da CSB, tiveram
o0 crescimento de micobactérias inibido pela luz UV (Figura
1). Ficou nitidamente visivel o crescimento das col6nias nas
placas no lado em que as mesmas foram protegidas pelo papel
de auminio eainibicéo total do crescimento no lado em quea
mesma ficou expostaaluz UV. As placas total mente expostas
ndo apresentaram nenhum crescimento e as cobertas com a
prépria tampa apresentaram crescimento confluente em toda
superficie do meio em que foram semeadas.

Figura 1. Efeito da exposi¢do a luz ultravioleta sobre a semeadura de
micobactérias. Placas tampadas (A e C) e semi-cobertas (B e D) expostas
por 10 minutos. A e B: M. chelonae; C e D: M. kansasii.

Todas as placas foram observadas a partir de 5 dias de
incubacdo e mantidas até 30 dias, para garantir auséncia de
crescimento tardio das coldnias de micobactérias de
crescimento lento
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CONCLUSAO E DISCUSSAO

Pel os resultados obtidos nas condi¢des do experimento,
concluimos que aagdo germicidadaluz UV daCSB utilizada
no Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz sobre as
micobactérias foi efetiva mesmo quando a exposi¢éo foi no
minimo de 5 minutos. A préticalaboratorial do Setor éligar a
lampada UV por 15 minutos apos utilizacdo da cabine e 15
minutos antes de iniciar outra atividade, 0 que garante uma
descontaminagéo adequada da area de trabalho da CSB, desde
gue se realize uma manutengdo periodica e a vida média da
l&mpada seja bem controlada

Embora essa prética seja rotineira nos laboratorios
gue trabalham em condi¢es de risco bioldgico devido a
aerossois foi desaprovada pela Portaria n° 930/92 do
Ministério da Saude®. Entretanto, os resultados sugerem
gue o uso da lampada UV deveria ser um requisito
importante, juntamente com as boas praticas e
descontaminagdo quimicanas atividades |aboratoriais, pois
seu custo é baixo e de facil manutencéo.

Portanto, os resultados obtidos neste estudo mostraram
gue ap6s uma descontaminacéo quimica da CSB, com
hipoclorito de sddio ou dcool etilico, paraevitar contaminacdo
cruzada ao manipular amostras contendo BAAR e cepas de
diversas espécies de micobactérias, a utilizacdo da lampada
UV é uma préticarecomendavel visando:

- descontaminar aCSB noinicio efinal das atividades
laboratoriais.

- descontaminar a superficie dos materiais utilizados
nestas atividades e que precisam ser retiradosda CSB.
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Frequéncia de anticor pos de Leishmania sp em Rattus norvegicus no
municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais

NeivaHM. Frequency of Leishmania sp antibodiesin Rattus norvegicusin Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brazil. Belo Horizonte, MG 2005 [Dissertacéo de Mestrado - Universidade Federal de Minas
Gerais, Escolade Veterinaria- UFMG]. Orientador: Jenner Karlisson Pimentados Reis

A leishmaniose visceral americana (LVA) € uma doenca parasitéria transmitida por um protozoario
denominado Leishmania chagas através da picada da fémea do mosquito hemat6fago dos géneros
Phlebotomus e Lutzomyia, tendo como principais reservatérios o cao e a raposa. Com objetivo de
verificar a frequiéncia de anticorpos de Leishmania sp em Rattus norvegicus, nos Distritos Sanitarios
(DS) da Pampulha, Venda Nova e Norte no Municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, utilizando
técni cas sorol 6gicas; foram coletadas amostras de sangue de 98 animais. Verificou-se umareatividade
de 27,6 % naquel as analisadas nos testes ELISA e RIFI e identificou-se o protozoario Leishmania em
uma amostra analisada pela técnica Reacdo Cadeia de Polimerase (PCR). Os resultados obtidos,
considerando os Distritos Sanitérios, separadamente, foram de 29,3% paraamostrasreferentes ao Distrito
Sanitario Pampulha nos testes ELISA e RIFI, 21,0% no DS Venda Nova e 25,0 % na regional Norte.
Estesresultados sugerem que os R. norvegicus podem ser um importante reservatorio daLVA naMunicipio
de Belo Horizonte, Minas Gerais.

Dissertacdo disponivel na Escola de Veterindriada UFMG
referéncia e localizagdo T636.089 69 N417f 2005

Escola de Veterinaria 619 N417f 2005BU- Memdria
E-mail: jenner @coltec.ufmg.br
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Deter minacao de isoflavonas em for mulagdes far macéuticas

Yano HM. Deter mination of isoflavonesin phar maceutical for mulations Sdo Paulo, SP2006. [Tese
de Doutorado - Area de Produgao e Controle Farmacéutico Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S8o Paulo —“USP]. Orientadora: Erika Rosa Maria K edor-Hackmann

Phytoestrogens are natural compounds of plants with estrogenic activity. They are being widely
investigated in the prevention of chronic coronary diseases, in prostate and breast cancer, in the reduction
of osteoporosisrisk and relief of menopause symptoms. Among phytoestrogensalready in usearedaidzein,
genistein and glycitein and they are present in complex matrix such as phytopharmaceuticals, plant
extracts, capsules and tablets. These preparations require devel opment and validation of methodologies
for quantitative determination of isoflavones. The proposed methodol ogies include high performance
thinlayer chromatography (HPTL C) and high performance liquid chromatography (HPLC). TheHPTLC
coupled with densitometry can be used for quantitative analysis. The mobile phase constituted of ethyl
acetate:hexane (8:2 v/v) was used to determine chromatographic profiles of isoflavone aglycones,
daidzein, glycitein and genistein. The mobile phase constituted of ethyl acetate:toluene:formic acid
(8:1:1 v/viv) was used for determination of isoflavones glycosides and non-glycosides. For the quantitative
determination of isoflavone glycosides with HPLC, an acid hydrolysis with 3M HCI and heating in
water-bath for an hour was proposed as sample pretreatment step. The analytic determination of
isoflavones daidzein, genistein, formononetin and biochanin A using HPLC was accomplished. The
chromatography was carried out in isocratic mode with Chromolith®, a monolithic RP-18 column,
(100x4.6mm) with mobile phase constituted of water:acetonitrile (6:4 v/v) operated at a flow rate of
0.6mL/min and detection was made at 260nm. The results showed method linearity with correlation
coefficient of 0.9995 to daidzein, 0.9996 for genistein, 0.9997 for formononetin and 0.9999 for biochanin
A. The precision and accuracy data presented satisfactory results. Good resolution and faster separation
of compoundsin pharmaceutical formulationswere also obtained. The proposed method can beused in
the routine analyses of phytopharmaceuticalsin quality control laboratories.

Tese disponivel naBibliotecado
Instituto Adolfo Lutz e
na Biblioteca do Conjunto das Quimicas

E-mail heleyano@ial.sp.gov.br
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

I nter action between poly (ethyleneglycol) and
dioctadecyldimethyilammonium and
diododecyldimethylammonium bromide in aqueous solution

Santos CCM. Interacéo de poli(etileno glicol) com brometo de dioctadecildimetilaménio e
didodecildimetilaménio em disper sdes aquosas. Sao José do Rio Preto — SP.2006. [ Tese de Doutorado
— Area: BiofisicaMolecular — Instituto de Biociéncias, L etras e Ciéncias Exatas— Universidade Estadual
Paulista] Orientador: Dr. Eloi da Silva Feitosa

Poly (ethyleneglycol) (PEG) is a water soluble neutral polymer, and dioctadecyldimethylammonium
(DODAB) and diododecy!dimethylammonium (DDAB) bromide are double chain cationic surfactants
derived from the quaternary ammonium that have been widely investigated dueto their high application
potential in different areas of the science and technology. The physical properties of PEG DODAB and
DDAB in aqueous solution are well-known. However, the properties of mixtures of the polymer with
those surfactants are not. We investigated the interaction of PEG with DODAB and DDAB in aqueous
solution, within arange of total concentration of the components of 0-1 wt%, and the phase diagrams
built up, with special interest for the vesicular phases. We used PEG with molecular mass between
200Daand 2 M Daand the phase diagrams were built up at 25°C, that is, above the melting temperature
(T,) of DDAB (T = 16°C) and below T_of DODAB (T _= 45°C). DODAB and DDAB have the
common characteristic of forming unilamellar vesiclesat |ow surfactant concentrationsand umultilamellar
vesiclesat higher concentrations; at intermediate concentrations, uni- and multilamellar vesicles coexist
in solution. The borders of these different vesicle phases are not well defined. We observed in this
Thesis that the effect of PEG on the structures of DODAB and DDAB aggregates in water depends on
themolecular mass of the polymer. Besides, PEG stabilizesthe unilamellar vesiclesat high concentrations
of DODAB, wherethemultilamellar vesicles are the dominant structures present in solution, thusallowing
theformation of mixed DODAB/PEG and DDAB/PEG vesiclesin water at relatively high concentrations
of these surfactants. The experimental methods used in thisinvestigation include turbidimetry, steady-
state fluorescence, differential scanning calorimetry (DSC), isothermal titration calorimetry (ITC), and
visual analysis by crossed polaroids. It was also performed bactericidal activity tests for reference
microorganismsof 1 mM DODAB in sonicated and non-soni cated aqueous dispersions, in the presence
and absence of PEG,, . and PEG,,, ... The effect was made using the method of the cart road cylinders.
It revealed no bactericidal activity in the pure form within 10 minutes (or longer time) of contact,
meaning that DODAB or DODAB/PEG is not efficient as bactericidal agent for hospitable use.

Tese disponivel na Biblioteca do

Instituto de Biaciéncias, Letras e Ciéncias Exatas, UNESP(S&o José do Rio Preto)
Biblioteca do Instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo - SP)

E-mail: ccmsantos@ial .sp.gov.br
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Performanceof quality control strategiesin cytopathological diagnoss
in areference laboratory

UtagawaML. Desempenho dasEstratégiasde Controlede Qualidade em Diagnéstico Citopatol 6gico
em Labor atério de Refer éncia. Sao Paulo — SP 2006 [ Dissertacio de Mestrado — Areade Concentragio:
Pesquisas L aboratoriais em Salide Publica— Programa de Pés-graduacéo em Ciéncias da Coordenadoria
de Controle de Doencas da Secretaria de Estado de Sao Paulo]. Orientador: Adhemar Longatto Filho

Cervical cancer isthe third most common cancer among women in Brazil, after breast and skin cancer.
The exam of Papanicolaou iswell-recognized method to safety and efficiently option to recognize pre-
malignant alterations of the uterine cervix. This study focused the comparison of three methodol ogies of
internal quality control (QC) of cytologic diagnoses: 1) morphological guide-list to berevised (MGLR);
2) the rapid-rescreening (RR); 3) the revision of 10%. The objective was to evaluate the performance
and the viability of theinternal QC strategies in a Health Public Laboratory of the State of S&o Paulo.
The uterine-cervix samples were examined at the Adolfo Lutz Institute during the period from 2002 to
2004. Of the 4184 samples, 1117 were submitted to MGLR revision, and with the lasting ones, were
held revised by 10% method and RR. The RR was made by two trained professional's, who had adopted
the turret method to the rescreening, for 60 seconds. The histopathology was used as gold standard. The
final diagnosis of the cases without biopsy, were evaluated by diagnostic consensus of two pathol ogists.
MGLR samples, 20.7% of cases showed alterations; the revision of 10% found 6.0% and RR, 2.5%.
The kappa index between both observes in the RR was kw= 0.98. Cases prepared with liquid based
cytology method presented better performance than conventional smear. The diagnosis concordance
between initial diagnosiswith the biopsy was of 57.4%; the fal se-negative (FN) rate of LSIL was 34.9%
and HSIL 12.2%; and the diagnosis concordance of the final diagnosis was 97.2%. We conclude that to
optimize the internal QC of cytolology diagnosisit isimportant to judge a system which contemplates
the association of morethan oneinternal QC methodol ogy, in order to identify the non-conformities and
consider possible corrective actions. The RR seems to contribute to the reduce the rates of the false-
negative resultsand al so, allowsto evaluate theindividual performance of the professional, therevision
of 10% seems to be important to increase the attention level of the group and the revision of samples
selected by MGLR permits usto eval uate the pointsto be discussed in rel ation to the cytomorphol ogical
criteria

Dissertacdo disponivel na Biblioteca do Instituto Adolfo Lutz
E-mail: mutagawa@ial .sp.gov.br
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