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RESUMO
As células-tronco são capazes de dar origem a diferentes tecidos e órgãos. Muitos artigos e experimentos
científicos têm sido realizados com o intuito de conhecer melhor os mecanismos pelos quais essas
células agem para regenerar os tecidos danificados e na atividade terapêutica de doenças incuráveis. O
fígado possui uma notável capacidade de auto-reparo. As células hepáticas envolvidas na regeneração
do fígado expressam os muitos dos marcadores presentes nas células-tronco hematopoéticas. Além
disso, já foi demonstrado que as células da medula óssea podem originar células do epitélio hepático.
Neste contexto, pode-se sugerir que as células-tronco desempenham um papel de suma importância no
reparo das  células hepáticas lesadas.
Palavras-chave. células-tronco, hepatócitos, fígado.

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 a remarkable
ability for self-restoration. Hepatic cells involved in liver regeneration express many of the markers as
hematopoietic stem cells. Moreover, it has been shown that bone marrow cells can originate cells from
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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INTRODUÇÃO

O estudo das células-tronco é uma das áreas mais
fascinantes da biologia, atualmente1. Essas células potentes são
o foco das últimas pesquisas na esperança de cura de doenças
degenerativas e uma das chaves do misterioso desenvolvimento
humano2. Os estudos nesta área estão constantemente trazendo
novas descobertas sobre as fantásticas habilidades dessas
células quando transplantadas em camundongos ou ratos, na
capacidade dessas células de regenerar órgãos, formar vasos
sangüíneas, ossos e repararem danos espinhais e cerebrais3.

Até pouco tempo atrás, pensava-se que a formação e a
regeneração de órgãos nos adultos só ocorressem através da
ação células-tronco órgãos especificas. Desse modo, células-
tronco hematopoéticas, por exemplo, produziriam apenas
células sanguíneas e células-tronco neurais produziriam
apenas células do sistema nervoso central. Entretanto existem
trabalhos recentes que amplificam esta idéia e, atualmente,
têm sido mostrado que as células-tronco de um sistema, por
exemplo o sistema hematopoético, podem se desenvolver em
células diferenciadas dentro de outro sistema, tal como o
fígado, cérebro ou rim. Essa plasticidade, a capacidade da
célula-tronco de originar diferentes tipos celulares1, não é
observada apenas em ensaios laboratorias, mas também tem
sido mostrada em humanos após transplantes de órgãos e
medula óssea4.

As células-tronco têm algumas características
importantes que as distinguem dos outros tipos de células: a
primeira refere-se ao fato de que são células não-especializadas,
ou diferenciadas, que se renovam por longos períodos através
de divisão celular; a segunda é que, sob certas circunstâncias
fisiológicas e experimentais, elas podem ser induzidas à
diferenciação em células com funções especiais, como células
produtoras de insulina do pâncreas1. Em outras palavras, a
célula-tronco possui a capacidade de ser clonogênica5.

Os cientistas trabalham com dois tipos de células-tronco
de animais e de humanos: células-tronco embrionárias e células-
tronco adultas. As células-tronco embrionárias humanas foram
isoladas pela primeira vez em 19946.

As células-tronco podem ser classificadas em totipotenes,
pluripotentes e multipotentes. Totipotentes são as células com
capacidade de originar todos os tipos células do organismo, inclusive
os anexos embrionários7. Essas células correspondem às células do
embrião ou blastocisto até o terceiro dia após a fecundação.

As células-tronco chamadas pluripotentes, são células
capazes de formar todos os tipos celulares do organismo das
três camadas germinativas, ectoderma, mesoderma e
endoderma7, mas não as células dos anexos embrionários. Essas

células são aquelas presentes na parte interna do blastocisto, o
qual corresponde às células entre o quarto e quinto dias após a
fecundação, mas antes ainda da implantação no útero, que
ocorre a partir do sexto dia8,9 . O blastocisto, cujo estágio
precede a fase denominada gástrula, é formado por
aproximadamente 150 células-tronco embrionárias, as quais são
células indiferenciadas9 e especializadas. Devido ao fato do
blatocisto, quando implantado no útero, ser capaz de formar o
organismo humano, as células-tronco neste estágio têm a
capacidade de originar os mais de 200 tipos celulares diferentes
que compreende o corpo humano. Entre esses, neurônios,
células musculares (miócitos), células epiteliais, células
sangüíneas, células ósseas (osteócitos), cartilagem
(condrócitos), células â pancreáticas e outras2,7.

As células-tronco multipotentes, por sua vez, são as células
com a capacidade de plasticidade mais limitada. Ou seja, células
capazes de originar diferentes tipos celulares, porém, geralmente,
mais limitado ao tipo de tecido nos quais residem.

A célula-tronco adulta é a célula encontrada junto a
outras células diferenciadas em um tecido ou órgão e que pode
se regenerar e se diferenciar em células especializadas desses
tecidos. As células-tronco adultas, normalmente regeneram o
tecido onde estão localizadas1.

Por isso, até pouco tempo atrás, acreditava-se que as
células-tronco adultas eram células-tronco multipotentes ou
unipotentes, essas últimas, que originam apenas uma
linhagem celular7.  Entretanto, vários experimentos
mostraram a maior plasticidade de alguns tipos de células-
tronco adultas1. Entre essas estão as chamadas células-tronco
mesenquimais e as MAPCs (Multipotent Adult Progenitor
Cells - Células Multipotentes Progenitoras Adultas). Essas
células podem ser encontradas na medula óssea, cordão
umbilical entre outros tecidos.

As células-tronco embrionárias são as células
encontradas no blastocisto, e são chamadas de células
pluripotentes. As células-tronco adultas podem ser isoladas do
fígado, pâncreas, rins, sistema nervoso, entre outros órgãos,
cada uma com um potencial regenerativo variado2. Através de
transplantes, foi demonstrado que as células-tronco da medula
óssea são capazes de regenerar o fígado e de se diferenciarem
em hepatócitos maduros10,11. Embora existam células-tronco
adultas em inúmeros órgãos e tecidos, as células-tronco adultas
mais comumente utilizadas na pesquisa e na terapia celular são
as células da medula óssea, do sangue periférico e do sangue
de cordão umbilical, devido a maior facilidade na obtenção
desse material biológico.

Em relação ao fígado, a regeneração deste órgão, depois
de perder tecido hepático, é um parâmetro fundamental da
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resposta do fígado a uma lesão. Os gregos ancestrais já se
referiam à capacidade de regeneração do fígado com o mito de
Prometheus. Segundo a mitologia grega, Prometheus pertencia
à raça de Titans que habitava a Terra antes da criação da raça
humana.  Por ter roubado o fogo secreto de Zeus, o Deus do
Olimpos, como punição foi preso a uma rocha no Monte
Caucasus e condenado a ter uma porção do seu fígado comida
diariamente por um abutre. Seu fígado se regenerava durante a
noite, deste modo abastecendo o abutre com comida eterna e
Prometheus com tortura eterna12-14.

As pesquisas com células-tronco no fígado introduziram
uma nova era de controvérsias, otimismo e grandes
expectativas15. Assim, esse trabalho teve como objetivo elucidar
as recentes descobertas sobre células-tronco na terapêutica de
doenças hepáticas.

Células-tronco: fatos e promessas
Muito do interesse em torno das células-tronco se deve

à habilidade do desenvolvimento celular, presente em embriões,
tecido fetal e vários tecidos adultos e à capacidade dessas células
trocarem o seu curso normal e se diferenciarem em tipos células
diversos, como células musculares, células da medula óssea,
hepáticas, entre outras.

Uma célula-tronco embrionária humana desenvolvida
em laboratório pode produzir um suprimento essencial ilimitado
de células terapêuticas. Esse fenômeno já era conhecido em
células-tronco embrionárias de ratos, mas não tinha sido
demonstrado em humanos até a década passada3.

Entre os mecanismos que têm sido sugeridos como
mecanismos de ação biológica das células-tronco estão a
transdiferenciação e a fusão celular. Quando ocorre um dano
grave em um órgão, a transdiferenciação ocorre mais
prontamente. Dessa forma, as células-tronco atuam como
um sistema de recuperação quando a própria capacidade
regenerativa de um órgão está suprimida. A
transdiferenciação é a aquisição de um novo fenótipo4. Ou
seja, células de um determinado órgão originando células
de um outro órgão. A fusão, por sua vez, consiste na união
de duas células diferentes, mantendo as características
fisiológicas e funcionais de uma delas.

As células-tronco são identificadas como células
indiferenciadas capazes de proliferação, manutenção própria,
produção de um grande número de progenitores funcionais
diferentes e de capacidade de regeneração do tecido depois de
lesão16. As células que preenchem todos esses critérios são,
atualmente, chamadas de as verdadeiras células-tronco. O
melhor exemplo de célula-tronco é a célula-tronco
embrionária15.

As células-tronco mais flexíveis vêm do interior da
massa celular do blastocisto. Essas células são essencialmente
pluripotentes, ou seja, são capazes de originar todas as células
as três camadas germinativas4. O potencial terapêutico de
diferenciação celular pode controlar os sintomas das doenças
degenerativas neurológicas em modelos animais2.

Enquanto as células-tronco embrionárias estão
crescendo em cultura, sob certas condições, elas podem
permanecer indiferenciadas. Mas se permitirem que as células
se agrupem para formar um corpo embriônico, estas podem
começar a se diferenciarem espontaneamente. Elas podem
formar células musculares, células nervosas e vários outros tipos
de células. Embora a diferenciação espontânea seja um bom
indicador de que a cultura de células-tronco embrionárias é
saudável, não é um método eficiente de produção de cultura de
tipos celulares específicos. Então, para gerar cultura de tipos
celulares específicos, cientistas precisam controlar a
diferenciação de células-tronco embrionárias. Com isso, as
células-tronco poderão ser usadas para tratar várias doenças
no futuro1.

Nos transplantes alogênicos (onde o doador e receptor
são indivíduos geneticamente diferentes) usando-se células-
tronco embrionárias cultivadas e diferenciadas continuam com
o problema da incompatibilidade imunológica entre o doador
das células-tronco e o receptor. Drogas imunossupressoras
podem ser previamente administradas ao transplante, mas seus
efeitos colaterais não são facilmente minimizados. A
manipulação genética do doador de células antes do transplante
é uma alternativa, mas pesquisas neste assunto ainda são vagas2.

Uma vez que, para se obter células-tronco embrionárias
necessita-se de embrião humano, os estudos com as células-
tronco embrionárias têm encontrado vários obstáculos em
relação às questões éticas. Nos diferentes países ao redor do
mundo os quais permitem o uso destas células, os critérios
normalmente são: 1) as células-tronco devem ser provenientes
de um embrião criado para propósitos reprodutivos, 2) o
embrião criado não precisou ser usado para esse propósito
estando, portanto, excedente, 3) um consentimento informado
da doação do embrião deve ser obtido. Nenhuma ajuda
financeira pode ser dada para doação de embriões. E,
obviamente, a clonagem humana tem sido condenada e deve
ser banida da humanidade.

Por outro lado, sem envolver grandes discussões éticas,
paralelamente as células-tronco adultas hematopoéticas já são
usadas na clínica com sucesso há mais de 30 anos, através do
antigo procedimento chamado transplante de medula óssea.
Atualmente, esse procedimento é denominado transplante de
células-tronco2, uma vez que, além da medula óssea, o sangue
periférico e o sangue de cordão umbilical também são usados
como fontes de células-tronco adultas.

Uma célula-tronco adulta é uma célula não diferenciada,
encontrada entre células de um tecido ou órgão especializados.
O primeiro papel das células-tronco adultas em um organismo
vivo é manter e reparar o tecido no qual estão. As pesquisas
com células-tronco adultas começaram há 40 anos atrás. Nos
anos 60, cientistas descobriram que a medula óssea continha
dois tipos de células-tronco. Uma população chamada célula-
tronco hematopoética, que forma todo tipo de células
sangüíneas. A segunda população, chamada células do estroma
da medula óssea, foi descoberta alguns anos depois. As células
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estromais são uma população de células que podem gerar ossos,
cartilagem, gorduras e tecido fibroso. Atualmente, as células
estromais são identificadas como sendo as chamadas células-
tronco mesenquimais1.

 Vários tecidos contém células-tronco adultas como
sistema nervoso central, medula óssea, sangue periférico,
vasos sangüíneas, músculo esquelético, pele, fígado, entre
outros. Cientistas de vários laboratórios estão tentando
encontrar maneiras de fazer crescer células-tronco adultas em
cultura e manipulá-las para gerar tipos específicos de células,
para que elas possam ser usadas para tratamento de doenças
e lesões. Um exemplo de tratamento inclui o restabelecimento
da produção de dopamina no cérebro de pacientes com
Parkinson1.

O uso terapêutico das células-tronco adultas e
embrionárias apresentam vantagens e desvantagens. Essas
células diferem no número e no tipo de células em que podem
se diferenciar. Embora cada vez mais têm sido identificados
tipos de células-tronco adultas com plasticidade semelhante
às embrionárias, as células-tronco embrionárias podem
crescer em cultura facilmente, enquanto que células-tronco
adultas são raras em tecidos maduros e seus métodos de
cultura ainda não funcionaram bem. Essa é uma distinção
muito importante, pois é necessário um grande número de
células para a terapia com células-tronco. Uma grande
vantagem no uso de células-tronco adultas é que as próprias
células do paciente podem ser expandidas em cultura e re-
introduzidas no paciente, o que significa que não serão
rejeitadas pelo sistema imune. Porém, esse uso autólogo, ou
seja, uso das células do próprio paciente, não pode ser
realizado para doenças genéticas. As células-tronco
embrionárias de um doador introduzidas em um paciente
podem causar rejeição. Por outro lado, se forem utilizadas
tanto células-tronco adultas como embrionárias de um
doador imunologicamente compatível, o problema de
rejeição estaria resolvido. Em alguns casos, as células-tronco
podem atravessar as camadas germinativas e contribuir para
a regeneração de tecidos de outra camanda germinativa. Por
exemplo, as células-tronco da medula óssea, que se originam
da camada mesodérmica, podem contribuir para a
regeneração do fígado que se origina da camada
endodérmica. O cruzamento de camadas germinativas mostra
outra dimensão da plasticidade das células-tronco adultas1.

Uma vez que as células-tronco multipotentes persistem
até a idade adulta e são responsáveis pela propriedade de
regeneração de diversos órgãos2, vários autores acreditam que
as células-tronco provenientes da medula óssea podem fazer
crescer hepatócitos e células do ducto biliar. A importância deste
fato está em que as células hepáticas geradas pelo próprio
paciente não provocam rejeição pelo sistema imune e, portanto,
não há necessidade de administrar drogas imunossupressoras
ao paciente12. Esse fato, se cientificamente comprovado, irá
revolucionar o estudo das células-tronco e da terapia celular
para as lesões hepáticas.

O fígado e sua regeneração
Ao final da primeira semana, o blastocisto, se presente

no organismo materno, será implantado superficialmente no
endométrio uterino. As três camadas germinativas começam a
aparecer na terceira semana de gestação, durante a gastrulação.
O ectoderma dá origem à epiderme, ao sistema nervoso central
e periférico, à retina do olho e a várias outras estruturas. O
endoderma é a fonte dos revestimentos epiteliais das vias
respiratórias, do trato gastrointestinal, incluindo as glândulas
que nele desembocam, assim como as células glandulares dos
órgãos associados, tais como fígado e o pâncreas. O mesoderma
dá origem às capas do músculo liso, tecido conjuntivo e vasos
associados aos tecidos e órgãos. O mesoderma também forma a
maior parte do sistema cardiovascular e é a fonte das células do
sangue e da medula óssea, do esqueleto, músculos estriados e
órgãos reprodutores e de excreção9.

O fígado, a vesícula biliar e o sistema de ductos biliares
surgem de uma invaginação central da parte caudal do intestino
anterior no início da quarta semana. O fígado cresce rapidamente
e, da quinta a décima semana, preenche grande parte da cavidade
abdominal. A quantidade de sangue oxigenado que flui da veia
umbilical para o fígado determina o desenvolvimento e a
segmentação funcional do fígado. Inicialmente, os lobos direito e
esquerdo são aproximadamente do mesmo tamanho, mas o lobo
direito logo se torna maior. A hematopoese, no fígado, começa
durante a sexta semana, conferindo ao fígado seu aspecto vermelho
brilhante. Essa atividade hematopoético é a principal responsável
pelo tamanho relativamente grande do fígado entre a sétima e a
nona semanas do desenvolvimento e na nona semana, o fígado
perfaz cerca e 10% do peso total do feto9.

O fígado é bem conhecido por sua capacidade de
regeneração. O órgão inteiro pode regenerar-se novamente a partir
de um pequeno pedaço, como um terço do tecido original. Essa
resposta restaurativa é atribuída à grande habilidade dos hepatócitos
em se dividirem, que é mais de 12 a 16 divisões por célula. Além
disso, estudos recentes em modelos animais demonstraram a
existência de células-tronco hepáticas endógenas e exógenas
capazes de formar hepatócitos e ductos biliares2.

Já há muitas décadas, foi mostrada a capacidade
regenerativa do fígado. O modelo experimental de Higgins e
Anderson17 para o estudo da regeneração desse órgão consistia
em, através de um procedimento cirúrgico, remover dois terços
do fígado de rato. Lobos específicos do fígado eram removidos
intactos, sem danos aos lobos que ficaram. Os lobos residuais
ampliaram-se refazendo a massa dos lobos removidos, ainda
que os lobos retirados nunca mais cresceram. A resposta
regenerativa do fígado é proporcional à quantidade de células
que foram removidas.

Ao contrário da regeneração de outros tecidos como a
medula óssea ou a pele, a regeneração do fígado não depende
de um pequeno grupo de progenitores ou de células-tronco.
Entretanto, células com propriedades de células-tronco podem
aparecer em grande número quando a proliferação de
hepatócitos maduros é inibida13.
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 Os animais, inclusive a espécie humana, podem
sobreviver a uma remoção cirúrgica de mais de 75% da
massa hepática. Dependendo do organismo, o número
original de células é restabelecido 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 contrário dos outros órgãos
parenquimais como rins e pâncreas18.

Células-tronco e o fígado
Uma das primeiras demonstrações de plasticidade de

células-tronco foi observada no fígado12. Em uma simples
perda de hepatócitos, como a causada por uma hepatectomia
parcial sem complicações de infeção viral ou inflamação,
ocorre uma resposta regenerativa rápida para restaurar a
massa do fígado19.

O Transplante de Medula Óssea tem sido usado por
décadas, com sucesso, experimentalmente e na medicina clínica
para reconstituir o sistema hematopoético, incluindo o sistema
imune do receptor com células derivadas do doador. Recentemente,
foi sugerido que as células-tronco hematopoéticas humanas,
particularmente as do sangue de cordão umbilical, também podem
fazer crescer células hepáticas em xenotransplantes18.

De acordo com Mitaka20, a questão da existência de
células-tronco no fígado de animais adultos tem sido
debatida por cerca de meio século. Embora muitos
pesquisadores em todo mundo tentaram identificar e
caracterizar essas células no fígado, resultados convincentes
ainda não foram notificados. A partir de estudos sobre o
desenvolvimento hepático, parece que a maioria dos
hepatócitos e células do ducto biliar do fígado adulto derivem
originalmente de hepatoblastos residentes no fígado fetal.
Dessa maneira, hepatoblastos são considerados as células-
tronco progenitoras de células epiteliais hepáticas.
Entretanto, não é possível encontrar células morfológica e
fenotipicamente similares aos hepatoblastos no fígado adulto
normal, até mesmo no fígado em regeneração. Assim,
persiste a dúvida se há ou não células-tronco no fígado dos
animais adultos20. Por outro lado, embora células-tronco
hepáticas adultas não tenham sido isoladas ainda, tem sido
demostrada uma enorme capacidade de repopulação de
hepatócitos maduros transplantados sob condições de dano
contínuo hepático15.

Theise et al.21 mostraram que uma única célula-tronco
hematopoética não só reconstitui o sistema hematopoético de
rato mas também contribui para multiplicar outros tecidos,
inclusive o epitélio do fígado. Foi observado, também, que
existem hepatócitos derivados da medula óssea, mas os
resultados ainda são considerados controversos quanto a sua
importância funcional no dano hepático. Em um modelo animal,
o restabelecimento das células do fígado derivadas da medula
óssea mostrou resposta ao dano hepático, particularmente na
regeneração dependente de progenitor.

Os hepatócitos podem ser originados por diferenciação
direta das células-tronco hematopoéticas ou por via indireta,
com uma célula hepática oval intermediária. Células ovais
são as células que surgem da resposta ao dano hepático e são
derivadas do ducto biliar. Essas células ovais são células-
tronco hepáticas que existem no canal de Hering. O modelo
oposto a esse, sugere que os precursores de células ovais
hepáticas residem somente no fígado e que a medula óssea
contribui muito pouco com as células epiteliais hepáticas,
mesmo durante o dano18.

Vários modelos de transplantes celulares têm mostrado
que hepatócitos podem passar por uma expansão clonal
significante. Algumas observações indicam que hepatócitos
são uma população de células-tronco funcionais do fígado.
Um dano hepático mais grave ativa o compartimento de uma
segunda população de células-tronco facultativas (as células
ovais) localizado na árvore biliar intra-hepática, dando
crescimento ao epitélio biliar inclusive os lóbulos antes que
estas células se diferenciem em hepatócitos. Uma terceira
população de células-tronco com potencial hepático reside
na medula óssea. Essas seriam as células-tronco
hematopoéticas que, segundo alguns estudos, fazem a
contribuição mais significativa para a regeneração hepática19,
contradizendo outros achados18. Como essas três populações
de células-tronco se integram para manter a homeostasia ainda
não foi claramente entendido19.

Hepatócitos
Thiese et al.21 e Alisson et al.22 também demonstraram

que os hepatócitos podem ser gerados de uma população
celular da medula óssea em humanos4. O transplante de
hepatócitos tem sido sugerido como uma alternativa para
pacientes esperando um transplante de fígado2. Até pouco
tempo atrás, acreditava-se que hepatócitos só podiam ser
derivados de células de origem endodérmicas e seus
progenitores. Entretanto estudos recentes sugerem que células
não endodérmicas também podem formar hepatócitos in vivo
e in vitro23.

O transplante de hepatócitos pode ser realizado nos casos
em que há doador de fígado para o transplante do órgão inteiro,
tem demonstrado que células hepáticas transplantadas são capazes
de expansão clonal significante. Apesar de não se conhecer um
tráfego de células entre o pâncreas e o fígado, está claro que as
células pancreáticas podem se diferenciar em hepatócito, que é o
seu tipo celular embrionicamente relacionada19.

Células ovais hepáticas
As células ovais hepáticas, células pequenas com

citoplasma escasso e núcleo ovóide20, são uma população celular
que deve constituir o compartimento de células-tronco no
fígado2,23. Essas células-tronco hepáticas existem em pequenas
unidades da árvore biliar, nos canais de Hering2, de onde essas
células migram para o parênquima hepático23.
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Pelo fato das células ovais só se proliferarem quando
a replicação dos hepatócitos é prejudicada, elas são
consideradas progenitoras das células-tronco hepáticas
similares que podem se diferenciar em linhagens hepática,
biliar, intestinal e pancreática em vários modelos de
roedores24. Vários estudos têm demonstrado a capacidade
das células ovais em se diferenciar em hepatócitos1. Exames
detalhados revelaram que, primeiramente, as células ovais
se transformam em pequenos hepatócitos basofílicos para,
então, se transformarem em hepatócitos maduros20.

As células ovais hepáticas expressam diversos
marcadores hematopoéticos, como Thy 1.1, CD34, receptor
de Flt3 e c-Kit4,18,23,25,26. Esses achados corroboram com os
diversos estudos que têm mostrado que as células da medula
óssea podem originar diversos tipos de células epiteliais
hepáticas, incluindo células ovais, hepatócitos e epitélio
do ducto18. No entanto, a origem dessas células-tronco não
é completamente conhecida4. Porém, quando um grande
dano ocorre sobre o fígado ou a sua regeneração depois de
uma lesão está comprometida, ocorre a ativação das células
ovais e o número dessas células aumenta proporcionalmente
à gravidade da doença do fígado humano19.

Mesmo que a localização anatômica da proliferação das
células ovais sugere a existência de um progenitor de
hepatócitos no canal de Hering, as propriedades precisas e a
origem das células ovais permanecem incertas. Porém, estudos
recentes em ratos e humanos sugerem que as células ovais sejam
derivadas da medula óssea18.

Células da medula óssea
Estudos recentes mostram que a pesquisa de células-

tronco no fígado, é uma área de importante investigação
científica. Um dos mais importantes achados, é que as
células-tronco do fígado podem ser derivadas da medula
óssea. Têm-se sugerido que as células da medula óssea
seriam a terceira fonte de células durante o processo de
regeneração hepática ao lado dos hepatócitos e das células-
tronco endógenas do fígado25.

A medula óssea apresenta vários tipos de células-tronco,
como as células-tronco hematopoéticas, as células-tronco
mesenquimais, as MAPCs, entre outras. As células-tronco da
medula óssea podem escapar para a corrente circulatória
podendo, portanto, serem encontradas também (embora em
pequena quantidade) no sangue periférico do indivíduo. Essas
células-tronco também podem ser encontradas no sangue do
cordão umbilical do recém-nascido.

Shu et al.26 e Petersen et al.27 demonstraram que as células
da medula óssea de ratos têm o potencial de se desenvolver em
células ovais e em hepatócitos in vivo, mostrando a potente
função das células da medula óssea na regeneração do fígado11,28.
Essas observações aumentam a possibilidade de que essas células
possam ser usadas, além da terapia celular, para a terapia
genética no fígado.

Alison et al.22 mostraram que algumas células da
medula óssea humana se tornaram células hepáticas em
pacientes que receberam transplante de medula óssea. Nesse
estudo, mulheres que receberam transplante de medula óssea
de doadores masculinos apresentaram células hepáticas que
continham o cromossomo Y, provavelmente derivadas do
transplante de medula óssea ocorrido anteriormente. Se por
um lado, esse fato sugere o possível uso das células de medula
óssea no tratamento de doenças hepáticas3, por outro lado,
outros estudos sugerem que hepatócitos derivados da medula
óssea existem, mas são extremamente raros, pois esses
hepatócitos seriam gerados por fusão celular e não por
diferenciação de células-tronco. Entretanto as células
derivadas da medula óssea podem ter um importante papel
indireto na regeneração do fígado.

Apesar das observações de que as células hepáticas
epiteliais possam ser derivadas da medula óssea, duas questões
importantes permanecem. Primeiro, não está claro qual o tipo
de célula na medula óssea é o precursor de células hepáticas.
Segundo, a capacidade funcional dessas células ainda não está
comprovada18.

O atual interesse no papel das células-tronco da medula
óssea na regeneração do fígado começou com o descobrimento
de que as células ovais de rato induzidas por um clássico regime
carcinogênico expressavam genes tipicamente associados a
células-tronco hematopoéticas. No entanto, a expressão de
marcadores de células-tronco hematopoéticas não ocorre
unicamente em ratos. Células ovais humanas, isoladas de
pacientes com doenças biliares crônicas, expressam CD34 como
também marcadores do ducto biliar (CK19). A molécula CD34
é o marcador de superfície clássico de células-tronco
hematopoéticas. Trabalhos recentes têm mostrado que somente
células que apresentam os marcadores c-Kit, Lin-, Sca-1+ e
Thy-1 promovem o crescimento de hepatócitos. Esse achado
sugere, embora não comprove, que as células-tronco
hematopoéticas possam ser precursoras de hepatócitos18.

Corroborando essa hipótese, está o fato de que a
hematopoese e o ambiente hepático são conhecidos por ter um
íntimo relacionamento no momento do desenvolvimento
hepático e em doenças sistemáticas. Na vida intra-uterina, o
fígado fetal é o órgão responsável pela formação das células
sanguíneas, durante alguns meses. Recentemente, o transplante
de células isoladas da medula óssea de roedores e de humanos,
tem se diferenciado em células ovais, as quais são consideradas
as células-tronco hepáticas e em hepatócitos no fígado20.

Petersen et al.27 mostraram que no transplante de células da
medula óssea, em rato letalmente irradiados, as células migravam para
o fígado e então se diferenciavam em células ovais e hepatócitos. Lagasse
et al.29 mostraram que células-tronco hematopoéticas purificadas podem
se diferenciar em hepatócitos e recompor partes do fígado em
camundongo com tirosemia hereditária com novos hepatócitos maduros
originados da medula óssea20. Estudos mais recentes mostraram que
células-tronco do sangue periférico, mobilizadas por fatores de
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crescimento hematopoéticos, também apresentaram um campo
promissor na capacidade de regeneração hepática, através da
formação de hepatócitos30.

Apesar das células-tronco hematopoéticas serem
considerada uma fonte de células para a diferenciação em
hepatócitos, alguns estudos mostram que subgrupos de células
não- hematopoéticas também exercem este papel. Essas
células seriam, portanto, células CD45 negativas25, uma vez
que esta molécula de superfície celular é considerada um
marcador leucocitário.

Assim, a medula óssea contém, além das células-tronco
hematopoéticas, células-tronco mesenquimais25 entre outras.

Células multipotentes progenitoras adultas e células-
tronco mesenquimais

As células multipotentes progenitoras adultas (MAPCs)
são uma população de células-tronco adultas que podem ser
isoladas da medula óssea de varias espécies de mamíferos. Essas
células têm propriedades similares às células-tronco
embrionárias que podem se diferenciar em diferentes linhagens
in vitro em condições apropriadas. Esses tipos celulares incluem
a linhagem mesenquimal, como músculo, cartilagem e ossos,
linhagem neuroectodérmica como as diferentes classes de
neurônios e linhagem endodérmica como os hepatócitos18,23.
As células multipotentes progenitoras adultas também foram
transplantadas in vivo e células derivadas dessas também foram
encontradas no fígado e pareciam ser hepatócitos25,31.

Alguns autores, no entanto, consideram que as MAPCs
seriam um subtipo das células-tronco mesenquimais (CTM).
As CTM são células originadas da camada do mesoderma da
fase embrionária31. As CTM são células indiferenciadas,
altamente capazes de fazer auto-renovação, proliferação e
diferenciação celular32.  As CTM exercem um importante papel
na regulação da hematopoese, bem como no sucesso do
transplante de células hematopoéticas, uma vez que  são o
principal componente na formação do microambiente medular33.
As CTM são candidatas promissoras para o desenvolvimento
de futuras estratégias terapêuticas na terapia com células-
tronco34 por serem capazes de se diferenciar em diversos tipos
celulares como fibroblastos, osteoblastos, condroblastos,
miócitos, células nervosas, adipócitos33 e, inclusive,
hepatócitos25,31,35.

Além da medula óssea, em vários outros órgãos já foram
descritos a presença de CTM, entre eles, o tecido adiposo, o
pâncreas, o fígado36,37 e, também, o sangue cordão umbilical38-40.

O sangue de cordão umbilical como fonte de células para
doenças hepáticas

O sangue de cordão umbilical tem sido utilizado, nos
últimos anos, como uma importante fonte de células-tronco para
reconstituir a medula óssea nos transplantes. No entanto, mais
recentemente, foi identificado que as CTM presentes no sangue
do cordão umbilical podem se diferenciar em hepatócitos. Esse
material tem sido visto como uma nova e importante fonte de

células na terapia e transplante de células contra doenças
hepáticas incuráveis35,39.

Em 2004, foi identificado um novo tipo de células-
tronco no sangue de cordão umbilical, denominado células-
tronco somáticas irrestritas (unrestricted somatic stem cells),
chamadas de USSCs. Essa é uma população rara de células
não-hematopoéticas (CD45-negativas) pluripotentes
presentes no sangue de cordão umbilical e que apresenta
grande capacidade de proliferação e diferenciação celular41.
Para verificar a capacidade de diferenciação in vivo das
USSCs humanas em células hepáticas,  em estudo
experimental com modelo animal, as células transplantadas
conseguiram, com grande eficiência, diferenciar-se em
hepatócitos no fígado do receptor.

Embora o número de estudos sobre a utilização
terapêutica de células-tronco a partir do sangue de cordão
umbilical em doenças hepáticas seja ainda muito restrito, uma
das razões de se acreditar que esta será uma importante fonte
de células no futuro no tratamento das doenças hepáticas, é
devido às vantagens que este material oferece em relação à
medula óssea. Entre essas vantagens estão o menor risco de
transmissão de vírus, a menor rejeição de células quando doadas
por outro indivíduo mesmo se não totalmente compatível com
o receptor, a facilitada da obtenção do material, devido ser um
processo não invasivo, além da oferta praticamente ilimitada
de células-tronco38.

Mecanismos de regeneração hepáticas através das
células-tronco

As células-tronco hepáticas podem ser classificadas de
diferentes maneiras: 1) células responsáveis pelo “turnover”
normal do tecido; 2) células responsáveis pela resposta à
hepatectomia parcial; 3) células responsáveis pela regeneração
dependente de progenitor; 4) células com capacidade de
“repovoamento” no transplante de fígado e 5) células que
resultam em fenótipos dos hepatócitos e do ducto biliar in vitro.
Fortes evidências sugerem que diferentes tipos celulares e
mecanismos são responsáveis pela reconstituição do órgão
dependendo do tipo de dano hepático. Além disso, o
restabelecimento do tecido por células endógenas (regeneração)
deve ser distinguida da reconstituição por transplante de células
(“repovoamento”)18.

Assim, diversos trabalhos sobre a plasticidade de
células-tronco e observações sobre a expressão de marcadores
hematopoéticos em células ovais, levaram à hipótese de que
as células-tronco da medula óssea podem, também, originar
as células epiteliais, inclusive as células ovais hepáticas18,27.
A expressão de varias moléculas normalmente associadas com
a medula óssea talvez explique porque a hematopoese é
normalmente encontrada no fígado com células ovais ativas.
No entanto, a maioria desses marcadores são perdidos quando
as células ovais se diferenciam em hepatócitos.

Numerosos fatores de crescimento e citocinas, fator
de crescimento de hepatócitos, fator de crescimento de
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epiderme, TGF-α, TNF-α e IL-6, triiodotironina, insulina
e agentes adrenérgicos podem ou facilitar ou iniciar a
resposta regenerativa normal dos hepatócitos. Muitos
desses mesmos fatores estão implicados no comportamento
das células ovais42.

Os estudos de Theise et al21 sugerem que o transplante
de células da medula óssea deve ser considerado como uma
opção terapêutica no tratamento de doenças do fígado. No
entanto, segundo os autores, as células epiteliais surgem por
fusão e não por diferenciação, e as células ovais são geradas
por células-tronco intra-hepáticas e não precursoras na medula
óssea18. Esses achados mostram a grande controvérsia sobre a
origem das células-tronco no fígado e a necessidade de ampliar
os estudos.

Por outro lado, tem sido sugerido que as células-tronco
hepáticas de qualquer linhagem, os hepatócitos, as células ovais
ou as células-tronco hematopoéticas podem ter uso terapêutico
no tratamento de várias doenças que afetam o fígado18,43. Entre
essas, estão diversas doenças genéticas que produzem doenças
hepáticas, como a doença de Wilson e a síndrome de Crigler-
Najjar, e em casos que possuem uma expressão extra-hepática
da doença, como a deficiência do fator IX19.

Não está suficientemente claro como a diferenciação e/
ou maturação de células-tronco hepáticas ocorrem na vida
adulta. Como, por exemplo, as células-tronco hematopoéticas
podem se diferenciar em células ovais ou células do ducto biliar
e como as células ovais podem se tornar hepatócitos ou células
do ducto biliar20. No entanto, segundo estudo de Dabeva e
colaboradores15, as células-tronco de um fígado fetal, quando
isoladas, podem ser transplantadas com sucesso e repovoar mais
de 10% do fígado normal.

Fusão ou diferenciação?
As condições apropriadas de cultura na qual as células

da medula óssea se diferenciam em hepatócitos é de
fundamental importância. Esse fato é determinante, não só
para entender os mecanismos de diferenciação, mas também
para uma eficiente amplificação das células progenitoras de
hepatócitos originadas da medula óssea, como sendo um pré-
requisito para o uso terapêutico44.

Tanto a transdiferenciação como a fusão celular podem
ser mecanismos de diferenciação de fenótipos de células em
cultura e transplantadas. No entanto, seria necessário definir o
mecanismo da formação de hepatócitos e de outras células
diferenciadas das células-tronco hepáticas45. A maioria dos
experimentos que sugerem a transdiferenciação de células-tronco
extra-hepáticas em hepatócitos também podem ser explicados por
fusão entre as células doadas e os hepatócitos hospedeiros. Isto
mostra que fusões entre células-tronco embrionárias e células
diferenciadas, assim como entre progenitores da medula óssea e
hepatócitos, podem ser um fenômeno comum15.

Há três mecanismos básicos que devem ser considerados
quanto ao aparecimento de hepatócitos do doador após um
transplante de células-tronco da medula óssea. Primeiro, a

medula óssea pode, teoricamente, abrigar células-tronco
endodérmicas especializadas capazes de produzir hepatócitos
e outras células epiteliais. Essa célula seria análoga às células-
tronco mesenquimais que produzem derivados de mesoderma
como músculo, cartilagem e gordura. Segundo, os hepatócitos
e as células sangüíneas podem ser derivadas de uma mesma
célula-tronco por diferenciação hierárquica. Terceiro, os
hepatócitos derivados da medula óssea podem não ser
totalmente derivados da diferenciação, mas preferencialmente
da fusão celular. Essa possibilidade cresceu pela observação
de que as células hematopoéticas podem espontaneamente se
fusionar com células-tronco embrionárias in vitro e produzir
múltiplos tecidos em embrião de camundongo. Por fim, embora
a fusão celular espontânea seja um evento muito raro mesmo
na presença de um dano hepático muito grande, os hepatócitos
derivados da medula óssea, mesmo se gerados por fusão celular,
são totalmente funcionais e, conseqüentemente, poderão ter uso
terapêutico18.

Estudo com células-tronco em doenças hepáticas no Brasil
A possibilidade da utilização de células-tronco na terapia

e transplante em diferentes doenças hepáticas tem sido interesse
da comunidade científica ao redor do mundo, inclusive no
Brasil. No câncer hepático, na regeneração de uma lesão aguda
do fígado, nas hepatites, na cirrose, entre outras doenças, bem
como no estabelecimento de protocolos para a terapia gênica,
as pesquisas com células-tronco mostram com um futuro
promissor para sua utilização terapêutica46,47.

Embora resultados de estudos clínicos com células-
tronco em doenças hepáticas em seres humanos ainda sejam
praticamente inexistentes na literatura científica, estudos
preliminares mostram a capacidade terapêutica dessas células
neste novo campo de investigação clínica. O Brasil vem se
destacando internacionalmente em estudos clínicos com células-
tronco em algumas áreas da saúde, como nas doenças cardíacas,
em algumas doenças auto-imune e, mais recentemente, nas
doenças hepáticas.

Um grupo de pesquisadores brasileiros realizou, em
setembro de 2005, o primeiro  transplante de células-tronco da
medula óssea em paciente com cirrose crônica, em Salvador,
Bahia48. Com a iniciativa, o Brasil é o pioneiro no mundo em
transplantes com células-tronco para tratamento de doenças
hepáticas49. O sucesso da utilização terapêutica de células-
tronco é resultado de uma pesquisa iniciada há alguns anos
pela unidade da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) na Bahia.
A utilização de células-tronco no tratamento reduziu em torno
de 60% a fibrose hepática.  A intenção dos pesquisadores foi
tentar melhorar a qualidade de vida do paciente e aumentar a
sobrevida até que o mesmo pudesse receber um novo fígado50.
Segundo os autores do estudo, o transplante das células-tronco
não substitui a necessidade de transplante do fígado, mas poderá
auxiliar centenas de pessoas que estão na fila à espera de um
órgão para o transplante49,50. Outros pacientes já estão sendo
submetidos ao tratamento experimental com células-tronco48.
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O avanço na área de pesquisas clínicas marca uma nova
era no estudo das doenças hepáticas e coloca o Brasil como
uma importante referência no que diz respeito aos estudos com
células-tronco para tratamento em seres humanos.

CONCLUSÕES

A falta de doadores de órgãos tem limitado muito o
uso de transplantes na medicina. Desde os primeiros relatos,
há dez anos atrás, que células-tronco embrionárias
totipotentes podem ser extraídas de células pré-embrionárias
humanas e se proliferam com sucesso, tanto o público em
geral quanto a comunidade científica têm se interessado na
esperança de potentes terapias baseadas em células-tronco
para o tratamento de uma ampla variedade de doenças que
afetam nossos órgãos vitais12.

O fígado, amplamente estudado em relação às células-
tronco, possui células que podem ser originadas da medula
óssea, ou podem residir no próprio fígado e são ativadas
quando necessárias. O transplante de hepatócitos,
desenvolvido devido à falta de fígado doado para o transplante
total, tem mostrado capacidade de expansão clonal
significativa dentro do fígado lesado4.

Os próximos passos na pesquisa de células-tronco
hepáticas são elucidar os mecanismos de diferenciação e
maturação de cada célula e entender o papel dessas células na
linhagem hepática.

Ao lado dos mecanismos de transdiferenciação ou fusão,
há uma terceira hipótese que pode explicar o mecanismo de
ação das células-tronco e que deverá ser amplamente
investigada nos próximos anos. Talvez não seja nem a fusão e
nem a transdiferenciação o principal mecanismo de regeneração
tecidual das células-tronco. Até porque, alguns trabalhos vêm
mostrando a presença de apenas um pequeno percentual de
células do doador que permanece após a reconstituição
funcional do tecido. Tal fato têm sido observado pela ausência
de marcadores das células dos doadores, o que deveria
permanecer na transdiferenciação.

Pode ser que as células-tronco implantadas no local da
lesão ajudem na “modulação” do ambiente que foi danificado,
através da liberação de fatores de crescimentos. Esses, por sua
vez,  podem estimular as próprias células-tronco locais (ou
circulantes) a regenerar aquele tecido. Com certeza, muitos
estudos ainda devem ser realizados para o entendimento desses
ou de outros mecanismos de funcionamento das células-tronco,
ainda desconhecidos.

Ainda serão necessários alguns anos até que se possa
usar com grande eficiência e em larga escala a terapia com
células-troncos para diversas doenças. Novas terapias
revolucionárias ainda deverão ser descobertas como, por
exemplo, investigações usando células-tronco hematopoéticas
que poderão contribuir para a construção de um fígado artificial
e formação de tecidos hepáticos “ex vivo”, assim como a terapia

de transplante celular2. No entanto, a medicina regenerativa,
através do uso das células-tronco no tratamento de inúmeras
doenças incuráveis, é uma esperança cada vez mais próxima
ao alcance da humanidade.
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RESUMO
Os esforços de muitos laboratórios têm concentrado no desenvolvimento de pesquisas e na descoberta
de vias moleculares que atuam na mediação da resposta pleiotrópica da insulina. Os estudos sobre o
mecanismo de ação insulínico levaram a descoberta do receptor tirosina quinase e várias proteínas
ligantes que são diretamente ativadas por meio de sítios de tirosinas fosforiladas existentes nesses
receptores. A família dos substratos do receptor de insulina (IRSs) são as principais proteínas envolvidas
na transdução do sinal intracelular desencadeado pela insulina as quais são encontradas em uma grande
variedade de células e tecidos. Esse trabalho de revisão versa sobre o tema referente ao complexo do
receptor de insulina e a cascata de sinalização induzida por esse hormônio.
Palavras-chave. insulina, receptor insulínico, substrato do receptor insulínico (IRSs), sinalização
intracelular, sítios tirosinafosforilados.

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 the insulin receptor tyrosine kinase, 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 proteins involved
in intracellular signaling pathways, and it is found in a large variety of cells and tissues. This paper is a
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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INTRODUÇÃO

A Insulina
A insulina é uma proteína de pequeno peso molecular

formada por duas cadeias polipeptídicas ligadas por pontes
dissulfetos constituídas por 21 e 30 aminoácidos,
respectivamente. Essa proteína é sintetizada nas células β
pancreáticas como uma longa cadeia de polipeptídios
proveniente de um único gene, recebendo o nome de pró-
insulina1. A pró-insulina é composta por insulina e peptídeo
C2. Esta molécula é clivada por ação de uma enzima proteolítica
após a cadeia protéica dobrar-se em um formato específico. A
excisão de parte da cadeia polipeptídica de pró-insulina provoca
uma perda irreversível da formação necessária para a proteína
dobrar-se espontaneamente em sua conformação normal1.
Desde o seu isolamento, a insulina é o hormônio peptídico mais
intensamente estudado quanto a seu mecanismo de ação,
refletindo sua importância na biologia humana e medicina. Um
entendimento bioquímico claro dos mecanismos insulínicos é
de máxima importância3.

Insulina é o agente anabólico mais potente
fisiologicamente conhecido4. Em nível celular, este hormônio
controla o transporte iônico, a captação de glicose e substrato
(ex. aminoácidos), bem como a fosforilação e desfosforilação
de enzimas, além de afetar o metabolismo de carboidratos,
proteínas e lipídios. Os efeitos desse hormônio variam desde
respostas rápidas de sistemas de transporte e enzimas (de
segundos a minutos) até modulações lentas, como proliferação
celular, que pode levar horas para ser expressa. Além dos seus
bem conhecidos efeitos metabólicos, há evidências de que
exerça ações sobre componentes da estrutura celular como o
citoesqueleto. Adicionado à complexidade da ação insulínica,
há evidências que sugerem que esse hormônio exerça parte de
seus efeitos metabólicos via mudanças no volume celular3. Uma
dúvida resta: ainda não está claro se as ações metabólicas e
mitogênicas da insulina compartilham uma via comum ou é o
resultado de duas ou mais vias divergentes que emanam de seu
receptor5.

Longe da ativação do receptor, a insulina regula o grau
de fosforilação em serina e treonina, paradoxalmente
estimulando fosforilação de algumas proteínas e causando
desfosforilação em outras4. Está claro que algumas, mas não
todas desfosforilações são efeitos insulínicos que controlam a
elevação de 3´, 5´- monofosfato cíclico de adenosina (AMPc),
sendo a redução deste nucleotídeo um dos mecanismos
fisiológicos mais importantes da ação insulínica. É bem
estabelecido que a insulina ativa uma, e provavelmente mais,
AMPc fosfodiesterases responsáveis pela redução dos níveis
de AMPc. O hormônio também inibe a produção de AMPc
através da inibição da adenilato ciclase. Esse efeito faz com
que o AMPc seja um mensageiro secundário da insulina, embora
não o principal6. Muitas dessas fosforilações em serina/treonina
são compartilhadas com outros fatores de crescimento. Em
contraste, a desfosforilação de proteínas é uma característica

única da insulina, incluindo muitas enzimas envolvidas no
metabolismo de glicose e lipídios, tais como piruvato
desidrogenase, glicogênio sintetase e lípase sensível a
hormônio. Portanto essas desfosforilações parecem ser críticas
para muitos dos efeitos metabólicos do hormônio como síntese
de lipídios e carboidratos e inibição de lipólise4.

É interessante notar que pró-insulina, insulina e fatores
de crescimento semelhantes à insulina (IGFs) são peptídeos
intimamente relacionados quanto a sua seqüência de
aminoácidos, estrutura tridimensional e atividades biológicas.
Enquanto a insulina age conhecidamente como um hormônio
endócrino, o fator de crescimento relacionado à insulina 1
(IGF-1) é classicamente considerado como um regulador
parácrino de crescimento e diferenciação celular. Ambos os
peptídeos se ligam com alta afinidade a distintos receptores
de membrana, os quais compartilham grande homologia. A
pró-insulina é capaz de se ligar ao receptor de insulina com
10% menos afinidade que o hormônio original e promove
ativação da sinalização, mas provavelmente com efeitos
biológicos diferentes. Em fibroblastos de embrião de frangos
a pró-insulina é descrita como mais efetiva que a insulina em
estimular crescimento celular2.

O Receptor de Insulina (IR)
O receptor de insulina (IR) está presente virtualmente

em todos os tecidos dos vertebrados, embora sua concentração
varie de 40 receptores em eritrócitos circulantes a 200 em
adipócitos e hepatócitos7.

O gene do receptor humano está localizado no braço
curto do cromossomo 19, sendo constituído 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)7. O IR é
sintetizado como pró-receptor e sofre uma série de mudanças
pós-transducionais, incluindo ligação covalente, pontes
dissulfeto, dimerização e clivagem proteolítica para formar o
tetrâmero α2β28. O IR consiste num heterotetrâmero composto
por duas cadeias externas α9, as quais estão localizadas
totalmente fora da membrana e possuem os sítios de ligação à
insulina7 e duas cadeias transmembrânicas β, as quais possuem
o domínio intracelular tirosina quinase9,10 (Figura 1). A N-
glicosilação ligada a aspargina presente no receptor é uma
modificação necessária para a dimerização do mesmo,
transporte intracelular e aquisição da capacidade de ligar-se a
insulina. Na subunidade β, a glicosilação está envolvida com
transmissão transmembrânica do sinal, enquanto na subunidade
α parece promover o processamento do pró-receptor e seu
transporte a partir do retículo endoplasmático. Pró-receptores
retidos no retículo possuem domínios quinásicos ativos in vitro,
mas são praticamente insensíveis às estimulações insulínicas8.

Uma ou duas moléculas de insulina podem se ligar ao
receptor e os sítios de ligação exibem um comportamento
cooperativo negativo7. Esta ligação promove mudanças
conformacionais, movendo os domínios quinásicos para perto,
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permitindo a fosforilação cruzada da tirosina 1.162 e tirosinas
adjacentes presentes na alça de ativação. Depois da fosforilação,
a tirosina 1.162 é deslocada do sítio ativo e presume-se que irá
estabilizar a nova conformação. Essas mudanças permitem a
ligação do adenosina trifosfato (ATP) e estimulam intensamente
a atividade catalítica do receptor9.

A ativação da tirosina quinase presente na subunidade
β do receptor resulta numa imediata autofosforilação de seis
resíduos de tirosina, onde a mutação em um dos três resíduos
do domínio quinásico do receptor causa redução na magnitude
do sinal insulínico e mutação nos três sítios inativa
completamente o receptor. Carel et al11 relatou em fibroblastos
Rat-1 que a deleção de 43 aminoácidos do domínio C-terminal
do receptor resulta na dissociação entre efeitos metabólicos e
mitogênicos da insulina.

Proteínas quinases são enzimas que catalisam a
transferência de grupos fosfatos para resíduos de aminoácidos
das proteínas. No caso do receptor de insulina há uma reação
de autofosforilação, levando a incorporação de grupos fosfatos
dentro da subunidade β do receptor. A insulina estimula a
fosforilação do receptor em 3-5 resíduos de tirosina, sendo
que esse efeito é máximo em 1 minuto. A quinase uma vez
ativada parece manter o estado fosforilado mesmo na ausência
da insulina3. O receptor de insulina fosforila diretamente
inúmeras proteínas, incluindo a família dos substratos do
receptor de insulina (IRSs), proteína homóloga ao colágeno
com domínio SH2 (Shc) e proteína ligante de fator de
crescimento 2 (Grb-2)12 (Figura 1).

Uma vez ativado, o receptor não sofre desfosforilação
ou desativações espontâneas, sendo necessário um processo
catalisado por uma proteína tirosina fosfatase celular para
reverter os receptores ao seu nível basal, ou seja, no estado de
quinase inativa. A principal tirosina fosfatase do IR é uma
proteína integral de membrana chamada LAR (proteína integral
de membrana relacionada a antígeno de leucócito)13.

Entre as tirosinas quinases específicas, o grande grupo
dos receptores quinásicos ocupa um lugar especial devido a
sua natureza transmembrânica, pois são capazes de interpretar
diretamente o sinal extracelular e iniciar a cascata de sinalização
dentro da célula14. Embora, saiba-se que esses receptores
possuam um papel decisivo na tumorigênese, é importante
enfatizar que eles também são reguladores cruciais do
desenvolvimento, crescimento e diferenciação tanto no adulto
quanto no embrião9. Análises moleculares de tumores humanos
mostram que algumas malignidades estão associadas ao
aumento da expressão ou amplificação de certos protoncogenes
de receptores tirosina quinase. Para esses tumores nota-se uma
forte relação estatística entre amplificação/superexpressão e o
prognóstico clínico. Esses dados suportam a hipótese de que
esses genes estão envolvidos, pelo menos, em estágios tardios
do processo de transformação maligna, com a progressão
tumoral e metástase. O gene humano codificador para o receptor
de fator de crescimento epidérmico (EGFR) é encontrado
amplificado em células de carcinoma de cabeça e pescoço e

em 40% dos gliomas malignos. Rearranjos do DNA nesse gene
amplificado levam a deleções no domínio extracelular do
receptor. Esses receptores truncados não se acoplam ao ligante
extracelular, mas exibem uma atividade de fosforilação
constante. Como a formação tumoral é geralmente considerada
um processo constituído de múltiplos passos é difícil avaliar
em tumores humanos qual o papel dessas alterações na
expressão de protoncogenes ou estruturas que poderiam estar
envolvidos na iniciação do tumor, progressão e metástase, ou
seja, qual seria a conseqüência bioquímica e fisiológica e como
poderiam contribuir para o fenótipo neoplásico. Um exemplo
de superexpressão gênica de receptor tirosina quinase como
responsável na formação de um tumor é fornecido pelo modelo
de gênese de melanoma em peixe, onde o agente transformador
identificado foi um novo membro da subclasse I (receptores
relacionados ao fator de crescimento epidérmico-EGF) dos
receptores tirosina quinásicos, o Xmrk (receptor tirosina
quinase do peixe Xhiphophoros semelhante ao receptor de
fator epidérmico)14.

O IR é intimamente relacionado com o receptor do fator
de crescimento 1 relacionado à insulina (IGFR-1)15, chegando
a exibir 70% de homologia. Sabe-se que concentrações
suprafisiológicas de insulina ligam-se ao IGFR-1, o qual regula
a proliferação das células in vivo e in vitro, através de três
mecanismos diferentes: mitogênese, estabilização e manutenção
do fenótipo transformado e proteção das células contra
apoptose16. O mecanismo de autofosforilação quinásico é
similar ao que ocorre com receptores tirosina quinase
monoméricos de fatores de crescimento, como os receptores
para fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGFR) e de
fator de crescimento fibroblástico (FGFR) e EGFR15. A
interação dos ligantes com receptores tirosina quinase
geralmente faz com que receptores monoméricos se
oligomerizem no plano da membrana e se autofosforilem através
de uma reação intermolecular. Autofosforilação nos resíduos
de tirosina dentro do domínio catalítico está associada com
ativação enzimática, enquanto fosforilações em regiões não
catalíticas do domínio citoplasmático providenciam sítios de
ligação para proteínas sinalizadoras9. A transfosforilação de
receptores monoméricos gera sítios que reconhecem proteínas
efetoras detentoras de domínios SH2, as quais se associam
diretamente com os respectivos receptores. Já a autofosforilação
de receptor de insulina geralmente causa a ativação do seu
substrato, o qual funciona como uma proteína de ancoragem
para outras moléculas SH215.

O IR também é fosforilado em resíduos de serina e
treonina no estado basal e em resposta a estimulação das células
por ésteres de forbol, análogos do AMPc e pela própria insulina.
Algumas fosforilações em serina diminuem a atividade tirosina
quinásica estimulada pela insulina7.

Os Domínios SH2 e SH3
Vários componentes da via de transdução do sinal

intracelular contêm regiões conhecidas como SH2 e SH3. Os
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domínios SH2 e –3 são regiões homólogas aos sítios não
catalíticos da família de tirosina quinase Src e, portanto,
respectivamente denominados: homólogo 2 a Src (SH2) e
homólogo 3 a Src (SH3). Os domínios SH2 são formados por
uma cadeia lateral de arginina que interage com grupos fosfo-
tirosina dos receptores tirosina quinásicos e outras proteínas
citoplasmáticas. Os domínios SH3, por sua vez, apresentam
grande afinidade por resíduos de prolina17 e são encontrados
em várias proteínas que se associam ao citoesqueleto e a
membrana. As proteínas do citoesqueleto não possuem SH2,
indicando que esses dois domínios não são obrigatoriamente
inseparáveis. O papel dos domínios SH3 parece estar envolvido
com localização subcelular. Sugere-se então que os domínios
SH2 e –3, quando combinados, confiram aos complexos
multiproteicos, localização subcelular apropriada para a
ativação de vias de transdução do sinal específicas18.

Os Substratos do Receptor de Insulina (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 eletroforese em
SDS-PAGE com uma massa molecular de aproximadamente
185 kDa, sendo chamada pp185. Foi subseqüentemente
identificado em várias outras células e tecidos estimulados pela
insulina com peso variando de 160 a 190 kDa, sugerindo que
sua fosforilação pode variar ou ser uma mistura de várias
fosfoproteínas diferentes. O IRS-1 é imediatamente fosforilado
após estimulação insulínica, indicando que exerça um papel
importante nos passos iniciais da transdução do sinal pós-
receptor19 (Figura 1).

A partir de células mielóides foi descoberta e clonada uma
proteína chamada 4PS, a qual exibia grande semelhança com o
IRS-1, sendo posteriormente identificada como substrato 2 do
receptor de insulina (IRS-2) e principalmente expressa no músculo,
pulmão, cérebro, fígado, rins, coração e baço20 (Figura 1).

Em adipócitos de ratos a insulina induz a fosforilação
de uma proteína de 60 kDa, chamada pp60, a qual pode se
associar a Fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K)21. Posteriormente,
essa proteína ficou conhecida como substrato 3 do receptor de
insulina (IRS-3)22 (Figura 1).

O substrato 4 do receptor de insulina (IRS-4) foi
identificado por Lavan et al23 sob a denominação de PY160.
Esse novo membro da família das proteínas IRSs sofria
fosforilação em tirosina após estímulo com insulina e IGF-1
em células HEK293, mas era imunologicamente distinta do
IRS-112 (Figura 1).

As proteínas IRSs são compostas por um domínio
terminal NH

2
 de homologia pleckstrin (PH) e um domínio

ligante a fosfotirosina (PTB), seguido por uma cauda terminal
COOH contendo múltiplas regiões fosforiladas em tirosina. Os
domínios PH e PTB são bem conservados em cada uma das
proteínas IRSs e possuem uma estrutura quaternária comum,
mas funcionam de maneira diferente quando acoplados ao IR.
Estudos indicam que o domínio PH se ligue a fosfolipídios de

membrana ou regiões ácidas de várias proteínas10,24 e embora
não interajam diretamente com os receptores, esses domínios
aparentemente são necessários para uma eficiente fosforilação
em tirosina promovida pelo receptor12. O domínio PTB interage
com regiões NPEY (N = asparagina; P = prolina; E = glutamato;
Y = tirosina) fosforiladas na região de justamembrana da
subunidade β do IR24. Os domínios PH e PTB do IRS-1 e –2
possuem uma similaridade de 69 e 75%, respectivamente23. O
domínio PH do IRS-4 exibe um alto grau de homologia com o
domínio presente no IRS-1, -2 e –3, sendo de 49, 50 e 43%,
respectivamente. Por sua vez, o domínio PTB do IRS-4 também
exibe um alto grau de homologia com o mesmo domínio dos
IRS-1, -2 e –3, sendo 66, 62 e 43%, respectivamente23. A porção
C-terminal dos domínios PH e PTB recebe o nome de domínios
SAIN também conhecido por ligante NPXY (N = asparagina;
P = prolina; X = qualquer aminoácido; Y = tirosina) de Shc e
IRS-1, sendo que o IRS-1 possui um e o IRS-2 dois. Os
domínios SAIN, também chamados domínios não-PTB, são
importantes para a interação com o receptor e estão pouco
conservados entre as diferentes moléculas de IRSs12. Esses
resíduos são as regiões que se ligam às proteínas contendo
domínios SH2, incluindo as subunidades regulatórias da PI3K
(p85α, p55α, p50α, p83β e p55PIK), Grb-2, proteína
multiadaptadora com estrutura de domínios SH3-SH3-SH3-
SH2 (Nck), proteína tirosina quinase citoplasmática (c-fyn),
fosfatase 2 que contem domínios de homologia SH2 (SH-
PTP2 ou PTP1 D)24 e fosfolipase Cγ (Plcγ)12 (Figura 1).

Portanto, os IRSs podem ser vistos como proteínas com
múltiplos sítios, os quais após a fosforilação em tirosina ativam
várias vias sinalizadoras através da interação com proteínas
contendo domínios SH2. Conseqüentemente, vários efeitos
biológicos da insulina poderiam ser separados na altura da
fosforilação desses substratos, e mesmo por diferentes sítios
presentes nos IRSs. Alternativamente, o tempo de duração e
magnitude do sinal poderia ser um importante fator de
discriminação entre respostas biológicas diferentes5.

A ocorrência de quatro IRSs levanta uma questão que
versa sobre a regra fisiológica de cada uma dessas proteínas.
Apesar de similares, as IRSs possuem estruturas, padrões de
fosforilação em tirosina pelo IR (e outros receptores) e
associação com proteínas contendo domínios SH2 distintos,
inclusive diferenças em relação a sua localização dentro da
célula, onde o IRS-1/2 estão comumente associados a estruturas
intracelulares, enquanto o IRS-3/4 estão associados à membrana
plasmática25. Muitos estudos sugerem que o IRS-1 medeia
preferencialmente os efeitos mitogênicos da insulina e do IGF-
1, enquanto o IRS-2 parece estar mais envolvido com a geração
da resposta metabólica da insulina26. Outros dados indicam que
in vivo o IRS-1 talvez seja responsável pela sinalização de
receptor de IGF-I e o IRS-2 pela sinalização do receptor de
insulina12. Dados evidenciam que IRS-1/2 compartilham efeitos
biológicos, uma vez que no decorrer da estimulação insulínica
o IRS-1 e –2 medeiam antiapoptose e síntese de DNA24, mas
exercem papéis tecido-específicos, onde o IRS-1 poderia
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exercer um papel proeminente no músculo esquelético,
enquanto o IRS-2 poderia ser dominante no fígado26.

Enquanto IRS-1 e -2 são expressos ubiquamente, a
expressão de IRS-4 é praticamente restrita à glândula pituitária
e ao cérebro24, principalmente telencéfalo e mesencéfalo. O
hipotálamo regula o comportamento de fome, acasalamento,
nutrição, crescimento e controla respostas desencadeadas pelo
baixo nível de glicose no sangue. Essa região do cérebro
contém receptores de insulina, bem como outros receptores
que podem potencialmente requerer o IRS-4 para a transdução
do seu sinal25. O IRS-4 é expresso em células humanas,
enquanto sua expressão em tecidos de camundongos está
abaixo do nível de detecção12.

Fantim et al25 trabalhando com camundongos
demonstrou que animais desprovidos de IRS-1 são menores
do que os controles e são levemente resistentes à insulina,
exibem altos níveis plasmáticos desse hormônio e fraca
tolerância a testes de glicose e insulina. Entretanto, seus níveis
sanguíneos de glicose são normais no estado alimentado e não
alimentado. Em contraponto, camundongos carentes em IRS-2
apresentam um tamanho semelhante aos seus respectivos
controles, mas desenvolvem diabetes devido a uma combinação
de resistência à insulina e incapacidade de proliferação das
células β pancreáticas. Camundongos sem IRS-3 não
apresentam defeitos no crescimento e nem na homeostase de
glicose. Por fim, camundongos deficientes em IRS-4 não
exibem resistência à insulina e apresentam tamanho
ligeiramente menor. Por esses dados, pode-se inferir que o IRS-
1 exerce um papel importante no crescimento, enquanto o IRS-
2 desempenha uma função admirável na proliferação das células
β pancreáticas e ambos cumprem ação na responsividade a
insulina dos tecidos mais importantes. Por outro lado, IRS-3 e
–4 parecem não ter um papel muito importante em nenhum
desses processos. A falta do IRS-3 pode ser suprida pela
presença de IRS-1 e –2. A ausência de um fenótipo marcante
devido à falta de IRS-4 não é surpresa, visto que sua expressão
é baixa em camundongos12.

Sabe-se que o IRS-4 interage com proteínas contendo
domínios SH2 como a PI3K, Grb-2, proteína adaptadora II
(Crk-II) e a proteína adaptadora semelhante a Crk (CrkL)12,
além disso, observações feitas em células 32D em relação às
diferenças na transdução do sinal mostraram que o IRS-1 e –
4 se ligam fortemente a Grb-2 e aumentam a ativação de
proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) durante a
estimulação insulínica. O IRS-4 não possui os sítios de ligação
SH2 na terminação COOH, portanto esta proteína promove
uma fraca ativação da PI3K devido à inabilidade do receptor
de insulina em fosforilar suas regiões YXXM (Y = tirosina;
X =  qualquer aminoácido; M = metionina). Entretanto, os
sinais mediados pelo IRS-4 são suficientes para estimular a
atividade da PI3K e ativar a proteína quinase B/Akt (PKB/
Akt), mas falham em promover a ativação da proteína quinase
de fração ribossomal S6 (p70s6k). Na presença de interleucina
3 (IL-3), o IRS-4 promove apoptose através de um mecanismo

não conhecido. Esse dado é uma demonstração clara da
diferente capacidade sinalizadora do IRS-4 quando comparado
a IRS-1 e -224.

Os IRS-1 e –2 foram encontrados como componentes
da via de sinalização de outros receptores como o hormônio de
crescimento (GH), interleucina-9 (IL-9), interferon α (INFα),
interferon γ (INFγ) e o fator inibidor de leucemia (LIF). Esses
receptores de citocinas utilizam vários componentes da família
da Janus quinase (JK) para mediar a fosforilação de IRS-1 e
–215. Os outros fatores de crescimento podem ativar os mesmos
intermediários sinalizadores (geralmente em um grau maior que
a insulina), mas não são capazes de mimetizar os aspectos
metabólicos da ação insulínica27.

A via de sinalização regulada pelo IRS-1 que inibe a
apoptose durante estimulação insulínica talvez seja
independente da PI3K. Há ainda estudos que sugerem que os
produtos da PI3K amplificam o sinal antiapoptótico
independente da fosfotirosina através do recrutamento de
elementos essenciais para a membrana plasmática24.

Fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K)
Fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) é um efetor da via

de sinalização usada por vários receptores tirosina quinase,
incluindo o IR e o IGF-IR28 (Figura 1).

A PI3K é uma enzima heterodimérica sinalizadora
composta por uma subunidade catalítica (p110) associada a
uma subunidade regulatória (p85)24. A p85 é formada por um
domínio SH3, domínio que contém homologia à região de
quebra (BCR), flanqueada por duas seqüências ricas em prolina,
dois domínios SH2 e uma região inter-SH2 que contém o sítio
de ligação com a subunidade catalítica p110. A interação dos
domínios SH2 da subunidade reguladora da PI3K com regiões
especificas YXXM (Y = tirosina; X = qualquer aminoácido; M
= metionina) fosforiladas em tirosina presentes nos próprios
receptores e nas proteínas sinalizadoras intermediárias, tais
como IRS-1 e IRS-2, induz a atividade enzimática da
subunidade catalítica, p11028. Os produtos lipídicos da PI3K
medeiam a ativação de várias serina/treonina quinases,
incluindo a quinase 1 e 2 dependentes de fosfolipídio (PDK1/
PDK2), PKB/Akt, proteína quinase Cξ (PKCξ), proteína
quinase Cλ (PKCλ), p70s6k, entre outras. Essas serina/treonina
quinases desempenham funções na regulação de várias
respostas biológicas decorrentes da ativação de PI3K,
incluindo ativação do transporte de glicose, síntese de
glicogênio, síntese de proteínas, lipogênese, antilipólise,
mitogênese e antiapoptose24.

Sabe-se que IR e IGF-1R ativados podem se associar
diretamente com a subunidade p85 da PI3K, a qual interage
com a região C-terminal dos receptores, portanto, deve
existir um mecanismo de ativação da PI3K independente
dos IRSs. Embora ambos os receptores sejam capazes de
interagir a subunidade p85, isso ocorre de uma maneira
distinta, onde o IR é mais eficiente nessa interação,
resultando em respostas diferentes28.
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Proteína Homóloga ao Colágeno com Domínio SH2 (Shc)
A proteína Shc recebeu esse nome devido à presença

do domínio SH2 e sua homologia ao colágeno (Fig. 1). Existem
múltiplas proteínas Shc, as quais são implicadas na sinalização
mitogênica de vários receptores tirosinas quinases, incluindo
PDGFR e EGFR, interleucina-2 (IL-2), interleucina-3 (IL-3),
fator estimulador de colônia em macrófago e granulócito (GM-
CSF) e insulina29.

Proteína Ras
A fosforilação em tirosina dos IRSs ou proteínas Shc

pelo receptor tirosina quinase induz sua associação com o
domínio SH2 da pequena proteína adaptadora Grb-24. O
domínio SH2 da Grb-2 é flanqueado por dois domínios SH3,
os quais medeiam a sua ligação com o SOS (“Son of
Sevenless”). A estimulação de células com agentes como
insulina e fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF),
resultam na fosforilação em serina/treonina de SOS e sua
dissociação do complexo Grb2-SOS (Fig. 1). O SOS é
responsável pela troca de guanosina difosfato (GDP) por
guanosina trifosfato (GTP) na proteína Ras (codificada pelo
proto-oncogene ras). Uma vez ligada o estado ligado ao GTP,
a Ras se associa com membros da família de proteínas
quinase Raf (uma quinase de serina/treonina), ativando esta
última30. A Raf ativada pode fosforilar a proteína quinase
quinase ativada por mitógeno (MAPKK ou MEK), uma
quinase específica de ação dupla que catalisa a fosforilação
em treonina e tirosina da proteína quinase ativada por
mitógeno (MAPK ou ERK), promovendo sua ativação. A
MAPK por sua vez fosforila inúmeros fatores de transcrição
nucleares e proteínas citoplasmáticas envolvidas na
regulação de síntese macromolecular e mitogênese, tais como
fosfolipase A

2 
(PLA2), p70S6K e a quinase S6 ribossomal p90

(p90Rsk)4 (Figura 1). Dessa forma, Ras funciona como uma
molécula chave na conversão de sinais antecedentes para
eventos posteriores envolvendo fosforilações de serina/
treonina quinases30. Há evidências que indicam que as
proteínas IRSs aparentemente não estão envolvidas com a
ativação da Ras, pois tal ativação ocorre em células
desprovidas de IRSs ou expressando um mutante, portanto,
a ativação da Ras deve ser mediada pela fosforilação exclusiva
de Shc. Entretanto, a ativação de Ras é insuficiente para
desencadear a mitogênese em células deficientes em IRSs,
indicando que este também deve ser responsável pelo
acoplamento de outra via independente de Ras, mas importante
para a mitogênese dependente de estimulação insulínica15.

A Proteína Quinase B/Akt (PKB/Akt)
A regulação da proteína quinase B (PKB/Akt) envolve

o recrutamento de várias quinases para a membrana plasmática
(Fig. 1). O domínio PH da PKB/Akt interage com os produtos
da PI3K, recrutando a PKB/Akt para a membrana plasmática e
expondo-a para quinases dependentes de fosfolipídios
associadas à membrana. A PDK1 também se associa à

membrana plasmática através da interação com o domínio PH
dos produtos da PI3K, catalizando a fosforilação da PKB/Akt30.

Proteína Tirosina Fosfatase 1D (PTP1D)
Proteína tirosina fosfatase 1D (PTP1D), também conhecida

como SH-PTP2, SH-PTP3, PTP2C e Syp, é uma enzima
citoplasmática com dois domínios Src (domínios de tirosina
fosforilas) de homologia 2 (SH2), sendo expressa numa grande
variedade de tipos celulares (Figura 1). Após estimulação das
células com vários fatores de crescimento distintos, PTP1D torna-
se fosforilada em tirosina e associa-se com receptores ativados ou
tirosina quisases citoplasmáticas via seus domínios SH2. Estudos
demonstraram que a PTP1D é necessária para a transdução do
sinal gerado pela ativação do receptor de PDGF e de insulina,
sendo capaz de ligar-se ao IRS-1 (Figura 1). Em contraste com o
que ocorre com a via do receptor de PDGF, a ativação do receptor
de insulina não resulta na fosforilação em tirosina dos resíduos do
PTP1D, impedindo sua ligação ao complexo Grb2-SOS, indicando
que o efeito positivo dessa fosfatase na sinalização insulínica deve
ser mediado por outro mecanismo. Sabe-se que seu envolvimento
crítico na sinalização da insulina esta relacionada com a regulação
da captação de glicose31.

Proteína Tirosina Fosfatase 1B (PTP1B)
A proteína tirosina fosfatase 1B (PTP1B) esta

predominantemente localizada na superfície citossólica do
retículo endoplasmático. Essa tirosina fosfatase exerce o
principal papel na regulação da atividade do IR32, sendo
considerada um regulador negativo da sinalização insulínica,
após sua fosforilação direta por esse receptor33 (Figura 1). A
PTP1B não somente desfosforila o IR ativado pela ligação
com a insulina, mas também regula o percussor do IR durante
a sua biossíntese32. Esse fato é bem evidenciado em
camundongos “knockout”, pois mostra que a falta de PTP1B
esta associada a um aumento na sensibilidade insulínica, como
também na resistência à obesidade. Esses estudos mostram
que a inibição da PTP1B prove uma via atrativa para a
utilização desse processo como uma terapia contra o diabetes
tipo 2 e a obesidade34.

Integrinas
Estudos prévios demonstraram a existência de uma

ligação entre as vias de sinalização utilizadas pelas integrinas
e aquelas empregadas pelos fatores de crescimento. Acredita-
se que adesão seja necessária para que os fatores de crescimento
induzam completamente seus efeitos intracelulares. Por
exemplo: integrinas α

5
β

1
 exercem sinergia com o sinal

insulínico em células ovarianas de hamster chinês. Esses efeitos
podem ser mediados através do aumento da fosforilação em
tirosina do receptor e de seus substratos, pois as integrinas
podem potenciar a via de sinalização da insulina e do IGF-1,
através da regulação da expressão de IRS-1 (Figura 1). Uma
falha na adesão induz uma rápida diminuição do RNAm do
IRS-1. Sabe-se que as integrinas induzem o recrutamento e
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ativação de tirosina quinases como a proteína quinase ativadora
de c-jun  (JNK), proteína quinase de adesão local (FAK), Src e
a via das MAPK. Além disso, há evidências de que as integrinas
podem regular a transcrição do gene que codifica para IRS-1
(Figura 1) via ativação de JNK mediada pela FAK. Também
foi demonstrado que FAK interage diretamente com o IRS-1,
levando a fosforilação em tirosina deste último e sua
conseqüente interação com proteínas que possuem o domínio
SH2, tais como p85, Grb-2 e PTP1 D, além de ativar a PI3K26.
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RESUMO
Fumonisina B

1 
é a micotoxina produzida por Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum e é

encontrada principalmente em milho e produtos a base de milho. Desde sua descoberta a fumonisina B
1

tem sido associada a doenças em animais, como leucoencefalomalácia em cavalos e edema pulmonar
em suínos. Em humanos, o consumo de alimentos com fumonisina B

1
 tem sido associado com câncer

esofágico. A aflatoxina M
1
 é o principal metabólito hidroxilado encontrado no leite de animais que

consumiram rações contaminadas com aflatoxina B
1
, bem como no leite de lactantes que consumiram

alimentos com esta substância. Neste estudo foi verificado o efeito da irradiação gama (60Co), em doses
que variaram de 0 a 20 kGy, quanto à capacidade de inativar fumonisina B

1
 em farinha de milho e

aflatoxina M
1
 em leite fluido e em pó. A fumonisina B

1
 foi extraída das amostras com metanol:água

(8:2). O extrato foi purificado em coluna de imunoafinidade, seguido de separação e quantificação por
meio de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) com detector de fluorescência, após derivatização
com ortoftaldialdeído. Para efetuar a determinação da aflatoxina M

1
, a amostra foi purificada em coluna

de imunoafinidade e a separação e a quantificação por meio de CLAE com detector de fluorescência.
Foi observada uma redução da concentração da  fumonisina B

1
 na faixa de 11,2 % a 55,5% em doses de

3 a 20 kGy de irradiação gama (60Co). A concentração de aflatoxina M
1
 foi reduzida em 86,8 % e 37,9%,

respectivamente no leite fluido e em pó, em dose de 20 kGy de radiação.
Palavras-chave. farinha de milho, leite, fumonisina B

1
, aflatoxina M

1
, irradiação gama.

ABSTRACT
Fumonisin B

1
 is a mycotoxin produced by Fusarium verticillioides and Fusarium proliferatum, and it is

found chiefly in corn and corn-based products. Since its discovery fumonisin B
1
 has been associated

with diseases in animals, such as leukoencephalomalacia in horses, and pulmonary edema in swine. On
humans, the ingestion of foods with fumonisin B

1
 is associated with esophageal cancer. Aflatoxin M

1
 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
1. 

In this study the effect of gamma-irradiation (60Co) was verified, in doses ranged from 0 to
20 kGy, in order to inactivate fumonisin B

1 
in corn flour and aflatoxin M

1 
in fluid and powdered milk.

Fumonisin B
1 
was extracted from the samples with methanol:water (3:1). The extract was purified through

immunoaffinity column followed by separation and quantification by means of high-performance liquid
chromatography (HPLC) with o-phthaldialdehyde (OPA). For determining aflatoxin M

1
 the purification

was done through immunoaffinity column followed by separation and quantification by means of HPLC
with fluorescence detector. Gamma irradiation (60Co) at doses from 3 to 20 kGy reduced the fumonisin
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B
1 
content in a range of 11.2 % to 55.5 %. Gamma irradiation (60Co) at 20 kGy dose reduced aflatoxin

M
1
 concentration in 86.8 % and 37.9 %, in milk fluid and powdered milk, respectively.

Key words. corn flour, milk, fumonisin B
1
, aflatoxin B

1
, aflatoxin M

1,
 gamma-irradiation.

INTRODUÇÃO

O desenvolvimento de processos de preservação de
alimentos com a finalidade de aumentar a vida de prateleira e
manter sua segurança é um fator estratégico e dominante na
situação alimentar mundial. Para suprir a necessidade de
alimentos e reduzir a pobreza e considerando a expectativa
populacional de 8,3 bilhões de pessoas para o ano de 2025, o
mundo irá precisar aumentar substancialmente a produtividade
agrícola e aperfeiçoar as práticas de pós-colheita,
armazenamento e distribuição1.

A contaminação fúngica tem sido responsável pela
inevitável perda de qualidade dos alimentos, tornando-os
impróprios para o consumo e resultando em grandes perdas
econômicas. Os efeitos da invasão fúngica podem provocar:
(1) diminuição do poder de germinação; (2) redução na
quantidade de carboidratos, proteínas e gordura e aumento no
teor de umidade e ácidos graxos livres; (3) alteração da
coloração, sabor e aroma, modificando a qualidade
organoléptica dos alimentos; (4) produção de micotoxinas2-6.

A contaminação de alimentos com micotoxinas é
freqüente em regiões tropicais e subtropicais, como o Brasil,
onde o clima favorece o desenvolvimento de fungos
toxigênicos, principalmente em amendoim e milho7.

As micotoxinas são produtos de metabolismo secundário
de fungos filamentosos sintetizados durante seu
desenvolvimento natural nos alimentos. Apresentam relativa
estabilidade química, permanecendo nos produtos alimentícios
mesmo após a remoção dos fungos através dos processos usuais
de processamento e estocagem8.

Fumonisinas são micotoxinas produzidas por Fusarium
sp (F. verticillioides e F. proliferatum) encontradas principalmente
em milho e derivados. No Brasil, a contaminação destes produtos
com fumonisinas atinge percentuais superiores a 90%9-13.

Neste grupo, a micotoxina mais comumente encontrada
é a fumonisina B

1
 (FB

1
), tendo sido associada a doenças em

animais, como leucoencefalomalácia em cavalos e edema
pulmonar em suínos. Embora o efeito em humanos não esteja
claramente estabelecido, estatisticamente está associado ao
câncer esofágico em algumas regiões como Transkei na África
do Sul14-16.

Aflatoxina M
1 
(AFM

1
) é o principal metabólito hepato

carcinogênico excretado no leite de animais que consumiram
rações contaminadas com aflatoxina B

1, 
estando presente em

leite pasteurizado e ultrapasteurizado, leite em pó, queijo,
iogurte e leite humano17-24.

Vários métodos de preservação têm sido descritos para
impedir o crescimento de fungos e produção de aflatoxinas,
tais como fumigação, amônia, luz ultravioleta, tratamento pelo
calor, solventes químicos, mas nenhum desses métodos oferece
completo controle dos fungos toxigênicos e das micotoxinas.
Além do mais, efeitos nocivos à saúde humana e ao meio
ambiente, associados aos resíduos, limitam a aplicação química
em grande extensão. Conseqüentemente, o tratamento por
irradiação gama, utilizando fonte de 60Co, também chamada de
esterilização a frio, tem sido investigado como processo
alternativo para a preservação de alimentos25-32.

No Brasil, a legislação que trata do emprego da
irradiação em alimentos é a Resolução RDC N.0 21, de 26 de
janeiro de 2001, da Agência Nacional de Vigilância Sanitária
do Ministério da Saúde. As doses a serem aplicadas devem ser
compatíveis com os efeitos desejados, não tendo a legislação
fixado valores mínimos ou máximos33.

 Poucas referências foram encontradas na literatura
científica sobre influência da irradiação gama sobre a
estabilidade de FB

1 
em milho e AFM

1
 em leite. Desta forma, o

objetivo do trabalho foi avaliar a eficiência da irradiação gama
(60Co) no controle de  FB

1 
em farinha de milho e de AFM

1 
em

leite fluido e em pó.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras
Foi utilizada uma amostra de farinha de milho

naturalmente contaminada com FB
1 

em uma concentração
média de 534,5 ng/g e leite ultrapasteurizado e em pó
contaminado com AFM

1 
em concentração média de 328,4 ng/

L e 290 ng/kg, respectivamente.

Metodologia de irradiação
O processo de irradiação foi conduzido e executado

no Laboratório de Irradiação Gama do Centro de
Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear - CDTN/MG. A taxa
de dose foi ao redor de 6,0 kGy.h-1. A farinha de milho foi
irradiada em níveis de 0, 1, 3, 5, 10 e 20 kGy. Para o leite
fluído foram utilizadas as doses de 0, 3, 5, 10, 15 e 20 kGy. No
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leite em pó foram aplicadas as doses de 0, 5, 10 e 20 kGy. O
experimento foi efetuado à temperatura ambiente.

Quantificação de fumonisina B
1

A metodologia utilizada envolveu extração da
fumonisina com metanol:água (8:2), purificação em coluna
de imunoafinidade (VICAM) e quantif icação por
cromatografia líquida de alta eficiência com detector de
fluorescência (Sistema Shimadzu equipado com bomba LC-
10AD, injetor automático SIL-10AF e detector de
fluorescência RF-551),  após derivat ização com
ortoftaldialdeído (OPA). Utilizou-se coluna Shim-pack
CLC-ODS RP-18 (250 mm x 4,6 mm, partícula de 5 µm) e
pré-coluna Shim-pack G-ODS ( 25 mm x 4,6 mm, partícula
de 5 µm). A fase móvel utilizada isocraticamente foi
acetonitrila:ácido acético 1 % (50:50). O resíduo da
amostra foi ressuspendido com 800 µL de acetonitrila:água
(1:1) e, segundos antes da injeção foi adicionado 200 µL
de solução de OPA. O volume injetado foi de 20 µL em um
fluxo de 0,8 mL/min. As injeções ocorreram dentro de 2
minutos. Para determinação da curva de calibração foi
utilizada soluções de fumonisina B

1 
nas concentrações de

100 a 1000 ng/mL. Os comprimentos de onda de excitação
e emissão foram 335 nm e 440 nm, respectivamente. Nestas
condições o tempo de retenção da FB

1
 foi de 8-10 minutos.

A recuperação do método foi de 88 % e os limites de
detecção e quantificação foram, respectivamente, 50 ng/g
e 100 ng/g34.

Quantificação de aflatoxina M
1

O método utilizado foi o descrito por Tuinstra et
al35,36. A AFM

1
 foi extraída do leite após passagem da

amostra em coluna de imunoafinidade (VICAM) e
quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência
(CLAE) com detector de fluorescência (Sistema Shimadzu
equipado com bomba LC-10AD, injetor automático SIL-
10AF e detector de fluorescência RF-551). A separação
por CLAE foi conduzida em coluna Shim-pack CLC-ODS
RP-18 (250 mm x 4,6 mm, partícula de 5 µm) e pré-coluna
Shim-pack G-ODS (25 mm x 4,6 mm, partícula de 5 µm).
A toxina foi eluída isocraticamente com água: isopropanol:
acetonitrila (80: 12: 8) a um fluxo de 1 mL/min. Os
comprimentos de onda de excitação e emissão foram 366nm
e 428nm, respectivamente. O tempo de retenção obtido foi
aproximadamente de 10 minutos. A recuperação do método
foi de 93 % na faixa de 15 a 85 ng/L. Os limites de detecção
e quantif icação foram, respect ivamente,  2  ng/L
e 6 ng/L.

Análise estatística
Em todos os experimentos efetuados os resultados foram

avaliados pelo Teste F para constatar a presença de efeitos
significativos (p< 0,05). Nestes casos foi aplicado o Teste de
Tukey para determinar as diferenças entre as médias37,38.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados do efeito da irradiação gama (60Co) na
destruição de fumonisina B

1
 em amostra de farinha de milho

naturalmente contaminada são mostrados na Tabela 1.

Dose de 
Irradiação 

(kGy) 

Fumonisina B1 

(µg.Kg-1) 

Média* 

(µg.Kg-1) 
(% de 

Redução) 

Coeficiente de 
Variação (%) 

0 

566,67 
462,15 
458,30 
650,97 

534,50a 17,29 

1 

572,73 
476,87 
405,94 
442,88 

474,61b 
(11,2) 

15,07 

3 

369,67 
284,57 
230,18 
253,07 

284,37c 
(46,8) 

21,47 

5 

321,73 
239,68 
206,24 
183,42 

237,77c 
(55,5) 

25,47 

10 

304,97 
211,79 
272,33 
241,29 

257,59c 
(51,8) 

15,57 

20 

293,81 
349,33 
281,68 
340,69 

316,38c 
(40,8) 

10,62 

Dose de irradiação gama de 1 kGy provocou uma
redução na concentração de fumonisina B

1 
para 474,61 ng/g

(11,2 %) a partir do valor original de 534,5 ng/g. Com dose
de 3 kGy a redução do nível de fumonisina B

1
 foi de 46,8 %,

com 5 kGy de 55,5 %, 10 kGy de 51,8 % e com 20 kGy a
redução de fumonisina B

1
 foi de 40,8 %. Não foi observada

diferença significativa (p < 0,05) pelo Teste de Tukey entre
os valores médios de fumonisina B

1
,
 
quando a irradiação gama

foi de 3, 5, 10 e 20 kGy. Visconti et al.39 verificaram uma
redução de 20 % no conteúdo da FB

1
 em milho naturalmente

contaminado, após irradiação gama em dose de 15 kGy.
Ferreira40 avaliando o efeito da radiação gama em amostras
de milho inoculadas com Fusarium verticillioides, demonstrou
que em dose de 10 kGy foi possível reduzir em 62,5 % a
concentração de fumonisina B

1
.

O processamento térmico (cozimento, fritura, torração
e extrusão) do milho, em temperatura na faixa de 150 a 2000C,

Tabela 1. Teores de fumonisina B
1
 em farinha de milho após

irradiação gama (60Co) a 0, 1, 3, 5, 10 e 20 kGy e análise em
quatro repetições.

*Médias com a mesma letra na vertical não diferem entre si pelo Teste de
Tukey em 5 % de probabilidade.
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reduz a concentração de FB
1 
no produto final. Cerca de 80 %

da fumonisina B
1
, naturalmente presente em farinha de milho,

é destruída após tratamento a 190 0C durante 60 minutos e a
220 0C por 25 minutos a recuperação é nula41-44. Em função
dos valores obtidos de destruição da fumonisina B

1, 
a  aplicação

da irradiação gama neste alimento, com o propósito específico
de destruir esta micotoxina não é recomendada.

Entretanto, diferentes relatos descritos na literatura
revelaram a efetividade da irradiação gama na destruição de
outras micotoxinas em diferentes alimentos. Aziz et al25

verificaram que radiação gama na dose de 8 kGy, em farinha de
trigo e pão, foi capaz de eliminar completamente outras toxinas
de Fusarium  como desoxinivalenol e toxina T-2. Da mesma
forma, Aziz e Moussa45 observaram que dose de 5 kGy em frutas
(morango, ameixa, uva, maçã, pêra, amora), foi capaz de reduzir
completamente os níveis de ácido penicílico, patulina, ocratoxina
A e ácido ciclopiazônico. Refai et al46 também descreveram uma
redução total da concentração de ocratoxina A em milho e soja
em doses de 15 e 20 kGy. Abdel-Aal e Aziz47 verificaram que
dose de 4 kGy foi capaz de impedir a produção de ocratoxina A,
ácido ciclopiazônico e ácido penicílico em queijo inoculado com
Penicillium viridicatum, Penicillium cyclopium e Penicillium
chrysogenum. Por conseguinte, sugere-se em trabalhos futuros
verificar o efeito da irradiação gama em outras micotoxinas
presentes naturalmente em milho e derivados.

Os resultados do efeito da irradiação gama (60Co) na
destruição da AFM

1
 em leite fluido e em pó são mostrados na

Tabela 2.

e moléculas ativadas. É o chamado efeito primário da irradiação.
(2a) segue-se o efeito secundário, que consiste na reação das
espécies reativas formadas na primeira etapa com os outros
constituintes dos alimentos. É o chamado efeito indireto da
irradiação, responsável por 80% dos efeitos provocados pela
irradiação48-51. A água, maior constituinte do leite, absorve a energia
das radiações e sofre o processo de radiólise, formando diferentes
radicais livres e íons em grandes concentrações. O leite em pó,
que apresenta um teor de umidade inferior ao leite fluido, mostra
uma menor, mas significativa percentagem de redução da AFM

1

quando comparado ao leite fluido: cerca de 38 % com a dose de
20 kGy.

Apesar do resultado promissor da irradiação gama (60Co)
em destruir parcialmente a AFM

1
, existe a possibilidade de aumento

da concentração do ácido butílico em função da quebra de
constituintes do leite, com possível alteração do sabor52. Em
trabalho desenvolvido por Pietranera et al53 com sorvete a base de
creme de leite, não foi verificada formação significativa de
peróxidos, índice químico utilizado para avaliação de rancidez,
até a dose de 9 kGy. Sugere-se, portanto, em trabalhos futuros, um
monitoramento das características organolépticas e nutricionais
do leite, como avaliação sensorial, acidez, gordura, vitaminas e
aminoácidos, após o processo de irradiação.

CONCLUSÕES

Doses de irradiação gama (60Co) até 20 kGy não foram
suficientes para destruir completamente a fumonisina B

1 
em

farinha de milho naturalmente contaminada.
Em leite fluido a aflatoxima M

1
 foi destruída em um

percentual que variou de 6,6 a 86,8 %, após irradiação gama
(60Co) em doses de 3 a 20 kGy. Em leite em pó, a aflatoxina M

1

atingiu o máximo de destruição (37,9 %) com a dose de 20 kGy.
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ABSTRACT
The present study aimed to evaluate a methodology for analyzing ochratoxin A (OTA) in raisins samples
marketed in São 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 HPLC with fluorescence detection. The established detection and quantification limits
were 0.24 and 0.80 ng/g, respectively. The recoveries values were 81.6, 80.4 and 81.9%, and the relative
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 samples analyzed  10 (50 %) contained OTA at levels ranging 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 uma metodologia para análise de ocratoxina A (OTA) em
amostras de uva passa comercializadas em São Paulo, Brasil. A OTA foi extraída com metanol:água
(80:20, v/v) e diluída com solução tampão fosfato, utilizando-se coluna de imunoafinidade para
purificação da amostra. A OTA foi separada e quantificada por meio de CLAE com detector de
fluorescência. Os limites de detecção e de quantificação estabelecidos foram respectivamente de 0,24 e
0,80 ng/g. Os valores de recuperação foram 81,6; 80,4 e 81,9% e os coeficientes de variação foram 6,0;
4,3 e 6,1 % respectivamente para os níveis de 2,0; 5,0 e 10,0 ng/g. De um total de vinte amostras de uvas
passas pretas, 10 (50 %) continham OTA na faixa de concentrações de 1,3 a 39,1 ng/g. Todas as vinte e
duas amostras de uvas passas brancas não apresentaram contaminação por OTA.
Palavras-chave. ocratoxina A, OTA, uva passa, 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 animals1-3. 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 related to the development of urinary
tract tumours in humans4. The International Agency for Research
on Cancer has classified OTA as a possible carcinogen to
humans (Group 2B)5.

OTA is a common contaminant of many foodstuffs3,6,7

and consequently, is present in a large proportion of tested
populations of humans and animals. Although reported levels
are usually low in each commodity, it can be taken from a variety
of food sources and beverages and the intake of different
contamined foods and drinks might provide a total 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 mass8.

In further years, the use of more accurate and sensitive
analytical methods for this toxin, with lower limits of detection
(LOD), led to its detection in different food commodities. The
reported results of occurence studies have become more realistic
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 exposure to it.

Several countries have established maximum levels for
OTA in cereals and other products, however in Brazil, no
regulatory limits for OTA have been established. There is limited
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 studies9-10, showing a
considerable contamination level with high toxin
concentration and incidence. In the United Kingdom11, 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 µg/kg. OTA has been
detected in 80% of 61 samples of dried vine fruits in
Australia12. Forty percent of these samples had OTA
concentrations more than 1 µg/kg and in 10% more than 5
µg/kg. In Brazil13, the OTA contamination was observed in
dried vine fruits with 33% of the samples analysed containing
more than 5µg/kg.

This study proposes an analytical method using high
performance liquid chromatography with fluorescence
detection (LC-FLD), which is sensitive to low concentrations
of OTA in raisins and reports a survey to determine the levels
of OTA in these products commercialized in the city of São
Paulo, Brazil.

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 São Paulo, Brazil from December
2005 to February 2006. A sample size of 250 g was ground,
mixed and sub-sampled prior to analysis.

Standard and reagents
OTA standard was purchased from Sigma (St. Louis,

MO, USA). All chemicals were 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 AOAC14, checked with UV
spectrophotometry in 333 nm, using ε= 5440 cm-1 mol-1.
Working standards were prepared by evaporation of known
volumes of the stock solution under N

2
 stream, followed by

dissolution in LC mobile phase. They were used to calibrate
the LC detector response and for the recovery tests. The
solutions were stored from -15°C to -20°C and protected from
light. Phosphate-buffered saline (PBS) (NaCl 0.14 M, KCl
0.027 M, Na

2
HPO

4 
0.077 M, KH

2
PO

4
 0.0015 M) at pH 7.4 and

sodium bicabonate aqueous solution 1% (w/v) were prepared
in the laboratory.

Sample preparation extraction and immunoaffinity clean-up
A OTA free-sample 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),
(ii) 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 was filtered through a paper filter. Then,
4 ml of the filtered solution diluted with 12 mL of PBS were
passed through an immunoaffinity column (OchraStarTM,,
Romer Labs Inc., EUA and OchraprepR, R-Biopharm Rhone
Ltd, Scotland). The column was washed 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

2
 and the residue was

solved in 300 µl mobile phase. The solution was filtered
through 0.45 µm before LC analysis.

LC-FLD determination
The detection of OTA was carried out using a GBC

system (GBC, Dandenong, Victoria, Australia) equipped with
a HPLC pump (LC 1110) and a fluorescence detector (model
LC 1255). Liquid chromatography separation was performed
on a LiChrosorb C18 (Merck, Darmstadt, Germany) 5 µm
particle size 25 cm x 10 mm column. The mobile phase was
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acetic acid aqueous solution 3.33%:acetonitrile:methanol
(30:35:35, v/v) at a flow-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 µl
were injected in triplicate. 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 AOAC14.

Recovery experiments
Recovery experiments were performed on OTA-free raisin

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
a double analysis of 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
the recovery test, the clean-up has been done using two different
immunoaffinity columns (OchraStarTM,, Romer Labs Inc., EUA
and OchraprepR, R-Biopharm Rhone Ltd, Scotland) with spiked
sample at 2.0 ng/g level.

RESULTS AND 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
line in the range 2 - 256 ng/ml (r2 = 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 the immunoaffinity columns (IAC) and two
shaking devices were tested. These tests were performed
using spiked samples at 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
(ii) 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 Communities15.

Typical procedures include extraction methanol- 1%
sodium carbonate (70:30), followed by clean-up on IAC16

and after column washing, OTA could finally be eluted with
methanol.

Ianamata et al12 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 al17 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 a simple
solution containing methanol-water (80:20) and only PBS
solution was uti l ized to wash the IAC. The mean
recoveries obtained in the present work were similar to
those reported by Ianamata et al12, however the relative
standard deviation values were better than the results
obtained by those authors.

Two immunoaffinity columns were tested in this work:
OchraStarTM (Romer Labs Inc) and OchraprepR (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 OchraStarTM column and 81.6 % and 81.7 % for
OchraprepR 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 as liquid-
liquid partition.

Table 1. The recoveries of OTA in samples of raisins fortified.
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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 OTA14.

All white raisin samples showed no contamination with
OTA, independent of the type of packaging. Of a total 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, a difference not statistically significant
(p>0.05). The results of the OTA analysis of 42 different brands
of raisins are presented in Table 2.

MacDonald et al18 showed a high incidence of this toxin (88%)
in sultanas, raisins and currants commercialized in the UK with
a maximum level of 53.6 µg/g, however Stefanaki et al10

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)19. In the 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 determination in raisin is very important in order to
protect consumers’ health from the risk of exposure to this
toxin. In addition, in Brazil there is 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
others foodstuffs. Therefore, other surveys on the occurrence
of OTA in dried black raisins are recommended in order to
better measure the contribution of this foodstuff to OTA human
exposure.

CONCLUSIONS

The analytical method proposed in this work is easy to
apply and allows the analysis of a large 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 analysis time, 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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Figure 1. HPLC chromatograms – (a) a standard solution containing
10 ng/ml of OTA. (b) a raisin sample naturally contaminated with
18.7 ng/g.

The OTA levels observed in this work were similar to
those obtained by Ianamata et al13 in dried vine fruits
commercialized in Brazil.

Ochratoxin A has been reported as naturally occurring
in dried vine fruits in many countries. Magnoli et al17 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.

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

*LOD (Limit of detection) = 0.24 ng/g.
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RESUMO
A doença celíaca é caracterizada pela intolerância ou hipersensibilidade à ingestão de prolaminas
existentes no trigo, centeio, cevada e aveia. As proteínas do glúten do trigo são constituídas de
aproximadamente 50% de prolaminas, denominadas gliadinas. O tratamento adotado para a doença
celíaca é a dieta livre de glúten. A legislação brasileira determina que os produtos alimentícios
industrializados devem apresentar a advertência da presença ou ausência de glúten na rotulagem. Duas
amostras de referência estabelecidas em um estudo interlaboratorial e treze produtos alimentícios
industrializados foram analisados para determinar a presença de glúten por meio de ensaio
imunoenzimático comercial, ELISA técnica sanduíche, utilizando-se anticorpo monoclonal anti ω gliadina.
O limite de detecção foi de 10 ppm (mg/kg). As amostras de referência revelaram resultados satisfatórios
com boa exatidão. O glúten foi detectado nos produtos alimentícios que continham o referido componente
declarado na rotulagem. O glúten não foi detectado nas amostras declaradas isentas de glúten, com
exceção de uma amostra. O ensaio imunoenzimático utilizado discriminou as prolaminas não tóxicas
apropriadas para os pacientes com doença celíaca, como os da farinha de arroz, milho, soja, mandioca,
batata e batata doce, cujos ingredientes constavam nos dizeres de rotulagem. Os resultados apresentados
evidenciam a viabilidade de uso de ELISA para a detecção de baixos teores de glúten em alimentos.
Palavras-chave. gliadina, glúten, prolaminas, doença celíaca, 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 disease is a gluten - free diet. The Brazilian
legislation determines that the industrialized food products must bring warning about the presence or
absence of gluten in the respective labels. Two reference samples from interlaboratory study, and thirteen
food products were analyzed for determining the gluten by means of commercially available
immunoenzyme assay - ELISA sandwich format using monoclonal antibody anti-ω 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 samples with indication of gluten absence, except in a sample.
The used immunoenzyme assay discriminated non-toxic prolamins for patients with celiac disease, as in
rice flour, corn, soy, manioc, potato, and sweet potato proteins, whose ingredients 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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INTRODUÇÃO

O glúten é responsável por uma enteropatia denominada
doença celíaca, caracterizada pela síndrome de má absorção
de nutrientes e por lesões na membrana da mucosa do duodeno.
A doença celíaca reflete uma permanente intolerância ao glúten,
apresentando os seguintes sintomas: diarréia crônica, distensão,
desnutrição, falta de apetite e vômitos1,2.

A doença afeta ambos os sexos e pode ocorrer em
qualquer idade; poderá surgir na infância, assim que são
introduzidos na alimentação os primeiros grãos de cereais ou,
posteriormente, desencadeada por fatores externos. Uma dieta
livre de glúten é o único tratamento existente para os celíacos3.

O glúten é uma mistura de proteínas individuais
classificadas em dois grupos, as prolaminas e as glutelinas. As
prolaminas tóxicas para celíacos são as gliadinas do trigo, as
secalinas do centeio, as hordeínas da cevada e as aveninas da aveia.

No trigo, o glúten contribui com aproximadamente 85%
do teor das proteínas, restando 15% para as albuminas e
globulinas. O teor de prolamina no glúten é geralmente
considerado 50%4.

As gliadinas são proteínas monoméricas classificadas
como α, β, γ e ω de acordo com a sua mobilidade eletroforética
e seqüência de aminoácidos4. Experimentos in vitro,
demonstraram que a seqüência do pentapetídeo glutamina-
glutamina-prolina-fenilalnina-prolina (GGPFP) é responsável
pela toxicidade na doença celiaca5. Existem, até o presente
momento, divergências quanto à toxicidade das prolaminas da
aveia para os celíacos6,7,8.

Diante da gravidade da doença celíaca, no Brasil, a Lei
Federal no 8543/19929 determinou a impressão de advertência
em rótulos e embalagens de alimentos industrializados que
contenham glúten. Em 2002, pela Resolução RDC no4010

estendeu-se à obrigatoriedade da advertência “CONTÉM
GLÚTEN” em caracteres com destaque, nítidos e de fácil leitura,
também para as bebidas embaladas, excluindos as alcoólicas.
Por último, a Lei no 10.674/200311 obriga as inscrições
“CONTÉM GLÚTEN” ou “NÃO CONTÉM GLÚTEN” nos
rótulos de alimentos comercializados, como medida preventiva
e de controle da doença.

A comissão do Codex Alimentarius da FAO (Food And
Agricultural Organization of the United Nations) e da WHO
(World Health Organization) tem estabelecido que os produtos
contendo mais de 0,3% de proteínas do trigo, centeio, cevada
e ou da aveia devem ser excluídos da dieta do celíaco. O amido
do trigo com 0,3% de proteína apresenta aproximadamente
200 ppm (mg/kg) de glúten, sendo considerado “livre de
glúten”. É recomendado que a detecção de glúten em
alimentos e em seus ingredientes seja baseada em métodos
imunológicos que ofereçam sensibilidade entre 20 e 100 ppm
(mg/kg) de glúten. Entretanto, o limite de 20 ppm ainda está
em discussão12,13. Para garantir um alimento livre de glúten, o
seu conteúdo deve ser controlado nos ingredientes e no
produto final.

As gliadinas podem ser detectadas por análise de DNA14,
espectrometria de massa15, westen blotting e cromatografia
líquida de alta eficiência (CLAE)16. A técnica ELISA é a mais
utilizada devida à especificidade e sensibilidade.

O teste de ELISA tipo sanduíche desenvolvido por
Skerritt e Hill17 foi validado em estudo interlaboratorial18,
adotado como método oficial da AOAC. O teste ELISA utiliza
o mesmo anticorpo monoclonal tanto para captura como para
anticorpo marcado. O determinante antigênico é estável ao calor
e expresso, essencialmente, pela ω gliadina e por uma pequena
quantidade de γ gliadina. O teste reconhece as prolaminas do
centeio e da cevada detectando até 0,001% de glúten (10 ppm).
O anticorpo não se liga às prolaminas da aveia, arroz, soja e
milho. Este método encontra-se disponível no comércio na
forma de kit.

Métodos analíticos sensíveis e específicos para detectar
glúten que garantam a qualidade dos alimentos para consumo
de celíacos necessitam ser implantados na rotina analítica dos
Laboratórios de Saúde Pública que atuam juntamente com a
Vigilância Sanitária. No presente trabalho, foi utilizado o Gluten
Assay Kit, ensaio imunoenzimático, para a detecção de glúten
nas amostras de referência e nos produtos industrializados
disponíveis no comércio.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras de referência A (2705) e B (2705) do controle
interlaboratorial FAPAS/MAFF/UK4: a amostra A era constituída
de 2,2 kg de massa para bolo, livre de glúten, e amostra B da mistura
de 20 g de massa de bolo comum com 2 kg de massa de bolo, livre
de glúten. Na mistura para bolo livre de glúten, constavam os
seguintes ingredientes: açúcar, farinha de arroz, amido de batata,
agentes de crescimento (bicarbonato de sódio, fosfato dissódico),
estabilizante (hidroxi propil metil celulose, carboximetilcelulose
sódica, goma guar, goma xantana), sal, emulsificante ésteres de
poliglicerol de ácidos graxos, estearoil-2-lactil-lactato de sódio) e
amido de milho modificado6. Na mistura de bolo normal continham
os ingredientes: farinha de trigo, açúcar, agentes de crescimento
(hidrogenio carbonato de sódio, fosfato de alumínio e sódio),
dextrose, leite em pó desnatado, maltodextrina, emulsificante (E471,
E472b, E477), sal, estabilizantes (E466 e E450a), flavorizantes e
corante (beta caroteno)4.

Produtos alimentícios industrializados
Treze amostras de diferentes produtos alimentícios

adquiridas no comércio foram avaliadas levando em consideração
a advertência da rotulagem, “contém ou não contém glúten”. Os
produtos rotulados “não contém glúten” foram creme de arroz,
amido de milho, biscoito salgado, biscoito tipo chips (raízes de
mandioca, batata doce), lasanha, farinha de soja e macarrão. Os
produtos declarados “contém glúten” compreendiam: biscoito
artesanal tipo sequilho, farinha de aveia, biscoito maisena e biscoito
integral (de aveia e mel), farinha de centeio e cevada torrada moída.
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Reagentes
O gluten Assay Kit (Tepnel BioSystems,UK) é composto

de: a) antígeno de gliadina liofilizada padrão; b) três amostras de
controle com teores de glúten:  baixo (<0,016%), médio (0,02-
0,04%) e alto (0,1-0,3%); c) peroxidase ligada ao anticorpo
monoclonal anti-omega gliadina diluído em tampão salino-fosfato
com BSA (Soro albumina bovino) e timerosal; d) substrato TMB
(tetrametilbenzidina), f) solução de lavagem concentrada (tampão
Tris salino com timerosal); g) diluente das amostras concentrado
(tampão salino-fosfato com gelatina e timerosal); h) solução
finalizadora da reação 25% v/v de ácido fosfórico e i) placa de
microtitulação com 12 tiras (96 alvéolos) e previamente
sensibilizada com anticorpo monoclonal de ômega gliadina.

Equipamentos
Homogeneizador de amostra (Diax 900 - Heidolph),

centrífuga (Excelsa Baby II - Modelo 206-R – FANEM), lavadora
de placas ELISA (Wellwash4 - Labsystems) e leitora de placas
ELISA (Multiskan Ascent - Labsystems) com filtro.

Preparo das amostras
Os ensaios foram realizados de acordo com as instruções

do fabricante contidas no kit. Resumidamente, as amostras
foram extraídas com etanol a 40%, homogeneizadas (Diax 900)
e centrifugadas (2500 rpm) por 10 min. Os extratos das amostras
foram diluídos (v/v) em solução tampão. Os produtos
declarados “não contém glúten” foram diluídos a 1/50 enquanto
os rotulados “contém glúten”, assim como as amostras de
referência e os controles fornecidos pelo kit com alta, media e
baixa concentração de glúten, foram diluídos 1/50 a 1/20.000.

Procedimento
Alíquotas de 100µL das diluições do padrão de gliadina,

dos extratos preparados e diluídos das amostras de controle de
glúten, dos produtos alimentícios industrializados e das
amostras de referência (A e B) foram adicionadas, em duplicata,
nos alvéolos da placa de microtitulação. Após incubação por
60 minutos à temperatura ambiente, a placa foi lavada três vezes
com solução tampão. Após adição de 100µL de conjugado,
procedeu-se a incubação por 60 minutos, à temperatura
ambiente e um novo ciclo de lavagem. Foram adicionados
100µL de substrato TMB a cada alvéolo e após 30 minutos, à
temperatura ambiente, a reação foi paralisada com 50µL de
solução finalizadora. A leitura da absorbância a 450nm foi
realizada em leitora ELISA. As concentrações de glúten das
amostras foram determinadas pela interpolação da média das
absorbâncias frente a uma curva padrão pré-estabelecida com
diluições do padrão de gliadina.

RESULTADOS E DISCUSSÃ0

A curva constituída com padrões de gliadina nas
concentrações de 10, 20, 50, 100 e 200 ng/mL revelou (Figura

1) resposta linear (r2 = 0,980) para a faixa de concentração
utilizada, obedecendo a equação Y = 0,0051 log x + 0,1475. O
limite de detecção de 5 ppm  de gliadina (10 ppm de glúten),
estabelecido no kit, foi experimentalmente confirmado.

Os teores dos padrões de glúten, fornecidos pelo
kit ,  de alta,  média e baixa concentração, foram,
respectivamente, 1498, 216 e menor que 10 ppm (mg/kg).
Na Tabela 1, estão apresentados os resultados do ensaio de
exatidão realizado com as amostras de referência do estudo
interlaboratorial de proficiência FAPAS/MAFF/UK. O valor-
z (“z-score”) da determinação do glúten, estabelecido pela
relação z=(x-X)/σ ,  onde x=concentração do analito
determinada, X=concentração verdadeira do analito,
σ=desvio-padrão para o valor x, foi considerado satisfatório
para [z]≤2, questionável quando 2<[z]≤3 e insatisfatório se
[z]>3. Os valores encontrados neste trabalho para as
amostras A e B foram considerados satisfatórios, por
apresentarem valores de [z] ≤ 2.

y  =  0,0051 log x  +  0,1475
R2 =  0,980
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 Figura 1. Curva padrão de gliadina.

Na Tabela 2 estão apresentados os resultados da
determinação do teor de glúten nos alimentos industrializados
utilizando o Gluten Assay Kit. Não foi detectada a presença de
glúten nos produtos designados sem glúten, exceto para o
macarrão. Todas as amostras que apresentavam a advertência
“contém glúten” foram positivas. Observa-se que na lista de
ingredientes no rótulo do biscoito artesanal tipo sequilho não
constava alguma fonte originária de glúten, contudo o resultado

Tabela 1. Resultados do teor de glúten nas amostras de referência A e B
valores-z obtidos no teste de proficiência FAPAS.



179

Abreu RW et al. Detecção de glúten em alimentos por meio de ELISA. Rev Inst Adolfo Lutz, 65(3): 176-180, 2006

analítico foi positivo, confirmando a sua presença na referida
amostra. O ensaio revelou baixo teor para as prolaminas da cevada
torrada e moída, fato este relatado por outros autores19. Quanto à
análise da aveia, foi obtido o teor de glúten de 40 mg/kg, o que
não era esperado, pois dados da literatura indicam que os anticorpos
monoclonais para ω gliadina não reconheceriam as prolaminas da
aveia2. Estudos de investigação com PCR, tornam-se necessários
para confirmação da presença de glúten na aveia20. O ensaio
realizado discriminou as prolaminas não tóxicas para os celíacos
como as dos alimentos constituídos de arroz, milho, soja, mandioca,
batata e batata doce, cujos ingredientes constavam nos dizeres de
rotulagem. O teor de glúten de 190 mg/kg obtido na análise do
macarrão é considerado livre de glúten pela comissão do Codex
Alimentarius da FAO/WHO (Food And Agricultural Organization
of the United Nations/World Health Organization). Os resultados
de glúten obtidos nos produtos alimentícios analisados evidenciam
a viabilização para o uso do método de imunoensaio e a necessidade
do controle dos alimentos, uma vez que os ingredientes podem,
no processo de industrialização, sofrer contaminação, ou por outro
lado, o glúten pode ser omitido da lista de ingredientes da rotulagem
do alimento.

CONCLUSÃO

O Gluten Assay Kit revelou simplicidade na operação,
rapidez, adequação para o número de amostras ensaiadas e
exatidão satisfatória na quantificação de glúten em amostras
de controle interlaboratorial FAPAS (Food Analysis
Performance Assessment Scheme / UK). Os resultados foram
satisfatórios na detecção de glúten nas amostras comerciais
avaliadas, não revelando reações cruzadas com os produtos de
milho, arroz, soja, mandioca, batata e batata doce, cujos
ingredientes constavam na lista de ingredientes da rotulagem.
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RESUMO
A anemia por carência de ferro é o distúrbio nutricional mais comum em todo o mundo. Este problema
atinge principalmente crianças e mulheres em idade reprodutiva, em função desses grupos serem mais
vulneráveis à carência de ferro. Em virtude da natureza global do problema e sua importância à saúde
pública, muitos programas têm sido desenvolvidos para reduzir a prevalência de distúrbios causados
por deficiência de ferro. Assim, desde 2002, a fortificação de farinhas com ferro tornou-se obrigatória
no Brasil. A carência de ferro pode causar diminuição da imunidade e efeitos adversos no desenvolvimento
mental e motor. Por outro lado, o excesso de ferro pode promover o risco de câncer e o aumento de
problemas cardiovasculares. Neste contexto, é importante que os produtos fortificados sejam controlados
para que os teores de ferro estejam dentro dos parâmetros estabelecidos. Foram analisadas 85 amostras
de farinha de trigo fortificadas com ferro, de diferentes marcas, para uso industrial e doméstico. Do total
de amostras, 65,9% apresentaram teores de ferro fora do intervalo de tolerância, em relação ao valor
declarado na rotulagem, o que comprova a necessidade de efetuar o controle no procedimento de adição
de ferro em farinhas de trigo, por parte dos moinhos.
Palavras-chave. farinha de trigo, ferro, espectrometria de absorção atômica, fortificação, anemia.

ABSTRACT
Iron deficiency anemia is currently the most common nutritional deficiency disorder worldwide affecting
young children and women during their fertile years, since they are the most vulnerable groups for iron
deficiency. Due to the global nature of the problem and its public health significance many programs
have been developed for reducing the prevalence of iron deficiency. In this context, since 2002 the iron
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 increase the risk of cardiovascular disorder. Thus, it is important to control fortified products
in order to evaluate if the iron concentrations meet the law requirements. From the 85 wheat flour
samples analyzed, 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.
Key words. wheat flour, iron, absorption atomic spectrometry, fortification, anemia
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INTRODUÇÃO

O ferro é um elemento essencial da hemoglobina, o
carregador de oxigênio dos glóbulos vermelhos do sangue
(hemácias)1. Também é encontrado na mioglobina, que leva
oxigênio para os músculos, e faz parte de muitas enzimas e
compostos do sistema imunológico. Ao ajudar o sangue e os
músculos a receber oxigênio, o ferro fornece energia para cada
célula do corpo2.

A absorção maior de ferro pelo corpo humano ocorre
nos períodos de crescimento acelerado, como gestação ou
infância e a sua perda está relacionada quando ocorrem
sangramentos. Assim, mulheres em idade fértil que menstruam
têm freqüentemente baixos níveis de ferro3. Pessoas que fazem
dietas, vegetarianos e atletas também podem apresentar
deficiência deste mineral4, 5.

Por outro lado, o excesso de ingestão de ferro pode
causar efeitos adversos sobre a absorção de outros nutrientes
inorgânicos, como o cobre e o zinco; promover o risco de câncer
e o aparecimento de doenças coronárias3,5.

No Brasil, o Ministério da Saúde em 2002 por meio da
Comissão Interinstitucional de Condução e Implementação das
Ações de Fortificação, considerou as recomendações da
Organização Mundial da Saúde (OMS) e Organização
Panamericana de Saúde (OPAS) para fortificação de produtos
alimentícios com ferro e ácido fólico e, considerou ainda, os
benefícios cientificamente comprovados que podem ser obtidos
pela prática da fortificação de farinhas. O Regulamento
Técnico6 aprovado pelo Ministério tornou obrigatória a adição
de ferro e de ácido fólico em produtos largamente consumidos
pela população brasileira, tais como, farinhas de trigo e farinhas
de milho, com a finalidade de reduzir a anemia ferropriva, que
representa um problema nutricional importante no país.

Segundo a Organização Panamericana de Saúde7 estima-
se que 94 milhões de pessoas no continente americano sofram
de anemia por carência de ferro. No Brasil, ela é a principal
causa da mortalidade materna e do baixo peso entre recém-
nascidos. A anemia ferropriva, doença grave causada pela
deficiência de ferro no organismo, traz como sintomas o cansaço
generalizado, apatia, palidez e a falta de ânimo para as
atividades diárias. Além disso, prejudica o desenvolvimento
motor, cognitivo, a linguagem e é responsável pelo atraso no
desenvolvimento mental de crianças; debilita o sistema
imunológico, favorece infecções, doenças e em gestantes está
associada a condições como o parto pré-maturo3,8-10. Atinge
aproximadamente 50% das crianças com até 5 anos de idade,
20% dos adolescentes e até 30% das gestantes11.

Diante dessa situação, o Ministério da Saúde está
reforçando as ações voltadas para o combate a esse mal, de acordo
com as diretrizes da política nacional de alimentação e nutrição:
fornecendo orientações aos consumidores para a diversificação
da dieta, distribuindo suplementos à base de ferro na rede de
saúde para grupos populacionais específicos e determinando a
fortificação da produção brasileira de farinhas de trigo e milho12.

De acordo com a Resolução no 344, aprovada em 13
de dezembro de 20026, 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 ácido fólico (70% IDR). A fortificação da farinha
com ferro e ácido fólico já é praticada em outros países e é
considerada uma excelente alternativa para o combate à
anemia ferropriva na população, pois tem baixo custo e é um
alimento de consumo diário dos brasileiros13. O processo de
fortificação das farinhas deve ser cuidadoso em função da
pequena quantidade de ferro adicionado em um grande volume
de farinha, cuja proporção é de 0,22 Kg/1000 Kg14.

O ferro elementar 325 mesh é a forma mais utilizada
para a fortificação da farinha em função do baixo custo e
também por não interferir na vida de prateleira do produto. A
fortificação é realizada agregando-se geralmente um mix de
ferro elementar e ácido fólico à farinha de trigo, utilizando
um alimentador / dosador. Após a adição do mix, a farinha é
homogeneizada para que haja uma distribuição uniforme do
ferro14.

O objetivo deste estudo consistiu em avaliar os níveis
de ferro em farinhas de trigo comercializadas no Estado de
São Paulo e assim verificar se a legislação está sendo atendida,
bem como subsidiar a avaliação do desempenho e o impacto
do Programa de Suplementação de ferro.

MATERIAIS E MÉTODOS

Materiais
Foram utilizados materiais descontaminados

quimicamente. As vidrarias e outros materiais foram lavados
com água e detergente neutro. A seguir, foram mergulhadas em
banho de ácido nítrico a 50%, durante 24 horas. Os materiais
foram então, enxagüados com água destilada-desionizada (com
resistividade igual a 18,2 MΩcm) e secos em estufa.

Equipamentos
• espectrômetro de absorção atômica com chama,

modelo Analyst 100, marca Perkin Elmer;
• balança analítica, modelo SA 210, marca Scientech;
• chapa elétrica, marca Fanen;
• sistema de ultra-purificação de água, 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
panificação e as farinhas adicionadas nas pré-misturas ou,
como ingredientes de produtos alimentícios industriais)
coletadas no período de abril a junho de 2006, pelas equipes
de Vigilância Sanitária, nos pontos de comércio ou
padarias, do Estado de São Paulo, atendendo ao Programa
Paulista 2006.
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Método
A amostra foi previamente digerida por via úmida com

ácido clorídrico15, descrita a seguir: pesou-se, em triplicata,
cerca de 0,5 g de amostra em um erlenmeyer de 125mL,
adicionando-se um pouco de água para umidificar a amostra
e acrescentou-se 2,5mL de ácido clorídrico concentrado. A
seguir, a digestão foi realizada sobre chapa elétrica ajustada
para 100 a 150º C por duas horas sob refluxo. Ao final da
digestão, a solução foi filtrada em papel de filtro para balão
volumétrico de 25mL e o volume completado com água
destilada e desionizada. Para a determinação dos íons ferro
utilizou-se a técnica analítica de espectrometria de absorção
atômica com chama. O comprimento de onda utilizado foi
248,3nm e fenda 0,2nm.

Validação do método
A faixa de trabalho da curva de calibração foi de

0,10mg/L a 2,0mg/L. Para a determinação do limite de
quantificação foram realizadas dez preparações independentes
de uma amostra de farinha sem fortificação 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 precisão (calculado como
coeficiente de variação) foi de 3,4% medida em amostras de
farinha de trigo contendo aproximadamente 1,0mg/100g de
ferro; para avaliar a exatidão do método analisou-se 13
replicatas do material de referência 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 estatístico
O tratamento estatístico dos dados obtidos foi realizado

utilizando-se o programa estatístico GraphPad Instat16.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A Resolução 3446, que aprovou o Regulamento Técnico
para a fortificação das farinhas de trigo e milho com ferro e
ácido fólico, fixou o limite mínimo de 4,2mg/100g de ferro em
farinhas, não estabelecendo um limite máximo para a
fortificação. Considerando-se essa mesma resolução e a
resolução sobre rotulagem nutricional de alimentos embalados17

que estabelece uma tolerância de ± 20% com relação aos valores
(de nutrientes) declarados no rótulo, verificou-se que dentre as
85 amostras analisadas apenas 34,1% encontravam-se dentro
do intervalo de tolerância de 3,4 e 5,0mg/100g de ferro, sendo
que 51,8% das amostras apresentaram resultados acima do
limite superior e 14,1% foram consideradas insatisfatórias, por
conter teor de ferro abaixo do limite mínimo estabelecido. Os
resultados obtidos indicam uma alta variabilidade no processo
de adição de ferro nas farinhas.

Os moinhos realizam a fortificação adicionando-se um
mix de ferro à farinha de trigo, utilizando-se um alimentador/

dosador. Este equipamento possibilita a adição de ferro, cujo
fluxo deve ser controlado para que a adição ocorra de forma
contínua e constante14. Portanto, a etapa crítica para a produção
de farinhas fortificadas seria provavelmente o ajuste dos fluxos
da farinha e da adição da mistura contendo ferro e ácido fólico14.
Para garantir que o limite mínimo estabelecido pela legislação
seja atendido, os moinhos adicionam um excesso de 10% do
mix para compensar as variações da presença natural de ferro
e as perdas de processamento14. Então, a alta porcentagem
obtida de amostras com teor de ferro acima de 5,0 mg/100g
indica a falta de controle no processo de enriquecimento. Para
eliminar a presença de fragmentos metálicos provenientes da
moagem são colocados separadores magnéticos no processo.
Dependendo do moinho o separador magnético é colocado após
a adição do mix, podendo acarretar a retirada das partículas de
ferro adicionadas, o que poderia explicar os baixos teores de
ferro encontrados em 14,1% das amostras de farinha analisadas.

Segundo dados do INMETRO18, o consumo anual per
capita no Brasil é de 53 Kg de farinha de trigo o que daria uma
ingestão diária de 145 g de farinha. Considerando a Resolução
269 do Ministério da Saúde19 que estabelece uma Ingestão
Diária Recomendada (IDR) de 14 mg de ferro, alimentos
contendo teor de ferro acima de 9,6 mg/100 g, poderia alcançar
a IDR. Das amostras analisadas 5,9% enquadram-se nesse caso.

Neste estudo foram avaliados dois tipos de farinha de
trigo, o de uso doméstico e o de uso industrial. A análise estatística
descritiva dos dados obtidos encontram-se na Tabela 1.

Podemos observar que os valores mínimos de ferro
obtidos para os dois tipos de farinha de trigo analisados foram
os mesmos; com relação aos valores máximos obtidos, para a
farinha de uso doméstico, a concentração de ferro obtida foi
de 14,3 mg/100g enquanto que para a farinha de uso industrial
o valor máximo foi de 30,5 mg/100g, o que corresponde à cerca
de 726% acima da adição obrigatória. Em vista destes resultados
e considerando, a Portaria no 3120, que estabelece que o nutriente
adicionado deve estar presente em concentrações que não
impliquem em ingestão insignificante ou excessiva do nutriente
adicionado, e ainda, que não alcance os níveis terapêuticos (no
caso de adultos a dose terapêutica varia de 100 a 200 mg de
ferro por dia, para o tratamento da anemia ferropriva)21,
recomenda-se às autoridades competentes que se estabeleça
um limite máximo de ferro na farinha de trigo, uma vez que a

Tabela 1. Análise descritiva da determinação de ferro nas amostras
de farinha de trigo.

*Amostras com concentrações de ferro menores que 3,4 mg/100g, que
corresponde à tolerância mínima (20%) com relação à declaração na
rotulagem17; n: número de amostras analisadas; sd: desvio-padrão; Conc.:
concentração



184

Kira CS et al. Avaliação dos teores de ferro em farinhas de trigo fortificadas, São Paulo, Brasil. Rev Inst Adolfo Lutz,
65(3): 181-185, 2006

ingestão de grandes quantidades de ferro podem aumentar os
riscos à saúde de indivíduos que apresentam doenças devidas
à absorção de ferro ou aqueles que tenham problemas
gastrintestinais. Tendo em vista esta consideração, somente o
consumo excessivo de uma das amostras analisadas poderia
alcançar o nível terapêutico, por ter apresentado teor de ferro
de 30,5mg/100g.

Excluindo esta amostra da análise estatística, não foi
encontrada diferença significante entre as médias das
concentrações de ferro das farinhas domésticas e industriais
(p>0,05), porém a porcentagem de farinhas de uso doméstico,
com teor de ferro abaixo do limite estabelecido foi maior que a
das farinhas industriais, apresentando os valores de 18,9% e
10,4%, respectivamente.

CONCLUSÕES

Observou-se que alguns fabricantes não controlam
adequadamente o procedimento para o enriquecimento de
ferro em farinhas de trigo, pois 65,9% das amostras
apresentaram teores de ferro fora do intervalo de tolerância,
em relação 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 adição de ferro
à farinha, pois os dados obtidos demonstraram alta
variabilidade no teor de ferro no produto final. As
informações geradas neste estudo poderão subsidiar a
avaliação do desempenho e o impacto do Programa de
Suplementação de Ferro. De acordo com os resultados
obtidos, as farinhas de uso industrial apresentaram menor
porcentagem de amostras insatisfatórias com relação à
fortificação com ferro, se comparadas às farinhas de uso
doméstico. Com base nos resultados obtidos, sugere-se às
autoridades competentes que se estabeleça um limite máximo
de ferro na farinha de trigo.
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RESUMO
O presente estudo avaliou 20 amostras de multimisturas quanto à composição centesimal e mineral.
Considerando-se a resolução nº 53 da ANVISA, em vigor na época da coleta e análise das amostras,
55% das amostras apresentaram teor de umidade e substâncias voláteis superior ao máximo de 6,0g% e
apenas 15% atingiram o teor mínimo de 5,5g% de cinzas. Atualmente, vigora a Resolução n° 263 da
ANVISA, na qual o único parâmetro estipulado é o limite de 15% para umidade e substâncias voláteis;
portanto, as amostras estão de acordo com a nova legislação. As médias dos grupos estatísticos, em g%
de massa seca, variaram de 11,42 a 16,10 para proteína; 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 Ingestões Diárias Recomendadas (IDRs) para crianças de até
10 anos, conforme a Portaria n° 33 da ANVISA. No entanto, como o acréscimo de multimistura é de
cerca de 5% da dieta, apenas o mineral manganês 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.
Palavras-chave. multimisturas, suplemento alimentar, desnutrição, nutrientes, minerais.

ABSTRACT
The present study evaluated 20 samples of multimixtures for determining the centesimal and mineral
composition. Taking into account the ANVISA Resolution No. 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  the maximum level of 15% moisture and volatile matter. These findings are in accordance
to the Resolution No 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
No 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 samples were characterized as having
high manganese concentration, because they reached 30% of RDI.
Key words. multimixtures, supplementary food, malnutrition, nutrients, minerals.
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INTRODUÇÃO

Uma alimentação adequada deve fornecer os nutrientes
essenciais para manutenção, crescimento, reprodução e
reparação dos tecidos, segundo as necessidades individuais
específicas. O não atendimento a estas exigências conduz o
indivíduo à desnutrição, a qual pode acarretar vários danos à
saúde e ao desenvolvimento. Sob esta condição encontram-se
milhões de pessoas pertencentes a países subdesenvolvidos e
em desenvolvimento, tais como o Brasil1.

Em nosso país, a ocorrência de desnutrição é mais
acentuada na população infantil, em especial na faixa etária
entre zero e cinco anos de idade2. Segundo dados do IBGE de
2004, que considerou crianças menores de 2 anos por estas
representarem o grupo mais vulnerável à desnutrição, 3,6% das
crianças no primeiro ano de vida e 7,7% no segundo ano
apresentavam-se em um quadro de desnutrição. Uma das
principais formas de carência nutricional é o desbalanço
energético-protéico, que pode levar à sérios danos no
desenvolvimento físico e mental, sendo também, a principal
responsável pela alta taxa de mortalidade de crianças menores
de cinco anos no Brasil3.

O problema da fome e da desnutrição parte de uma
situação óbvia: o acesso à alimentação. Se isto não é possível,
sejam quais forem os motivos, surge a necessidade de serem
encontradas alternativas que permitam o acesso à
alimentação, e consequentemente, aos nutrientes necessários
à sobrevivência4. Com este objetivo, surgiu a Alimentação
Alternativa (AA), nome usado para designar a proposta de
promover o uso de alimentos e subprodutos agroindustriais
não convencionais, ricos em vitaminas e minerais, acessíveis
a toda população5, na qual se insere a “multimistura”, que
pode ser definida como um produto obtido, basicamente, da
mistura de farelos de trigo e arroz, pó de folhas verdes, pó
de sementes e pó de casca de ovos; sendo seu uso difundido
por entidades governamentais e não governamentais, tais
como a Pastoral da Criança (CNBB) e Fundação Nacional
de Saúde, a fim de diminuir o quadro da desnutrição
Nacional2.

De acordo com Brandão (1996)4, o uso da multimistura
em doses mínimas, mas constantemente acrescidas à alimentação,
fornece nutrientes considerados indispensáveis para promover
um ótimo crescimento da criança e do feto, aumentando a
resistência a infecções, prevenindo e curando a anemia
nutricional, diminuindo diarréias, reduzindo doenças
respiratórias, elevando a produção de leite materno e mantendo
a saúde. Porém, a maioria dos trabalhos científicos desenvolvidos
com a finalidade de avaliar a eficácia deste suplemento alimentar,
tem demonstrado fragilidade nos argumentos utilizados em favor
dos seus supostos benefícios1,3,6,7.

Neste contexto, e considerando que a informação sobre
a composição dos alimentos é um indicativo do respectivo valor
nutritivo, o presente trabalho foi conduzido com o objetivo de
determinar a composição centesimal e mineral de diferentes

amostras de multimisturas produzidas na Região Central do Rio
Grande do Sul, estabelecendo relações entre as diferentes
formulações com suas respectivas variações constitucionais e
nutricionais.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras
Foram analisadas vinte amostras de multimisturas,

coletadas de diferentes comunidades integrantes da Diocese
de Santa Maria e de feiras livres da Região Central do Rio
Grande do Sul. Os ingredientes utilizados na formulação de
cada amostra estão descritos na Tabela 1.

As diferentes comunidades que forneceram as amostras
para análise, reiteram que, para o preparo das multimisturas
foram observadas as seguintes recomendações básicas da
Pastoral da Criança8.
• Lavagem e secagem à sombra das folhas verdes

selecionadas, seguida de moagem em liquidificador.
• As sementes foram lavadas em água corrente, secas ao sol,

moídas em liquidificador e torradas.
• As cascas de ovos foram lavadas em água corrente,

submersas em uma solução de hipoclorito de sódio a 1%
para desinfecção, retirada a película interna, secas em
ambiente arejado e moídas também em liquidificador.

• Os farelos e as farinhas foram torrados separadamente até
leve tostamento.

• Ingredientes tais como leite em pó, aveia em flocos e açúcar
mascavo, entre outros, quando presentes na formulação,
foram adicionados no final da preparação.

• Todos os ingredientes, secos, pulverizados e torrados,
obtidos nos processos acima citados, foram misturados
obtendo-se uma mistura final.

Composição centesimal
As análises da composição centesimal foram realizadas

de acordo com métodos analíticos propostos pela AOAC – 2000
(Association of Official Analytical Chemists) 9, sendo que os
valores de carboidratos foram estimados por diferença entre
100 menos somatórios dos demais parâmetros analisados.

Na determinação das substâncias voláteis, as amostras
foram submetidas à secagem em estufa a 105°C até atingirem
peso constante, enquanto que para a obtenção do resíduo
mineral fixo (cinzas), as amostras foram submetidas à mufla,
com temperatura de 550°C, pesando-se o resíduo remanescente.
Os lipídios foram determinados a partir de extração com éter
de petróleo em sistema tipo Soxhlet.

A proteína bruta foi determinada a partir da
quantificação do nitrogênio total, após digestão ácida, destilação
pelo método Kjeldahl e titulação. O fator de conversão de
nitrogênio para proteína bruta adotado foi de 6,25.

A fração de fibra alimentar foi determinada a partir do
método enzimático 991.43 da AOAC9.
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Tabela 1.  Composição porcentual dos ingredientes utilizados nas diferentes amostras de multimisturas.

A determinação de atividade de água foi feita em
aparelho AquaLab, digital, modelo CX-2 (marca Decagon).

Composição mineral
Os macrominerais e microminerais foram determinados

conforme métodos descritos por Tedesco et al.10.

Macrominerais
Obteve-se um extrato a partir da digestão completa da

amostra em ácido sulfúrico e alta temperatura (350-375°C).
- Fósforo: foi determinado por espectrofotometria numa

alíquota de extrato após adição de molibdato de amônio e ácido
aminonaftolsulfônico.

- Potássio: foi determinado por fotometria de chama após
diluição do extrato, ajustando-se a sensibilidade do aparelho
com os padrões adequados.

- Cálcio e Magnésio: foram determinados por espec-
trofotometria de absorção atômica com chama ar/acetileno após
diluição do extrato e adição de solução ácida de estrôncio.

Microminerais
Obtiveram-se extratos das amostras a partir de digestões

ácidas sob temperaturas controladas, primeiramente com ácido
nítrico (120°C) e, posteriormente, com ácido perclórico (180-
190°C).

- Cobre, Zinco, Ferro e Manganês: foram determinados
por espectrofotometria de absorção atômica com chama ar/
acetileno.

- Sódio: foi determinado por fotometria de chama após
diluição do extrato, ajustando-se a sensibilidade do aparelho
com os padrões adequados.

Análise estatística
Os resultados foram submetidos à análise multivariada

de agrupamento hierárquico, conforme o método de Ward e
indicado por Hair Jr. et al.11. O programa utilizado para as
análises foi o SPSS 8.0 para Windows. As médias dos grupos
foram submetidas a análises de Tukey, estabelecendo-se um
nível de significância de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A determinação da composição química do alimento
a partir dos teores de nutrientes presentes é importante como
indicativo dos distintos efeitos que estas substâncias podem
exercer no organismo humano. Desta maneira, a variação na
composição química de determinado alimento, como no caso,
a multimistura, pode definir melhor ou descaracterizar seu
uso na nutrição humana.



189

Kaminski TA et al. Composição centesimal e mineral de diferentes formulações de multimisturas provenientes da região central do Rio Grande
do Sul. Rev Inst Adolfo Lutz, 65(3): 186-193, 2006

Tabela 2. Valores de substâncias voláteis, atividade de água e cinzas das
multimisturas.

Embora os resultados da composição centesimal das
amostras de multimisturas tenham demonstrado amplas
variações (Tabelas 2 e 3), eles se assemelharam à resultados
relatados em outros trabalhos12,13,14,15. Esta variação pode
ser atribuída à grande heterogeneidade das formulações
(Tabela 1), que se diferenciam tanto em identidades como
em quantidades dos ingredientes usados na obtenção das
multimisturas.

Na data de recebimento e análise das amostras de
multimisturas, estava em vigor a Resolução RDC n°53, de
15 de junho de 2000 da ANVISA16, que estabelecia um
limite máximo de 6,0% de umidade e substâncias voláteis
e um limite mínimo de 5,5% de resíduo mineral fixo
(cinzas) para misturas à base de farelos de cereais, além
disso, estavam estabelecidos limites para parâmetros como
fibra bruta, acidez em solução, ácido cianídrico e ácido
fítico. Atualmente vigora a Resolução n°263, de 22 de
setembro de 200517, nesta Resolução está estabelecido um
limite máximo apenas para a umidade e substâncias
voláteis, que passou a ser de 15% para misturas à base de
farelos, enquanto que os demais parâmetros abordados na
Resolução anterior não aparecem mais.

Ambas Resoluções16,17, estabelecem que produtos
como a multimistura devem apresentar, obrigatoriamente,
a seguinte sentença: “O Ministério da Saúde adverte: não
existem evidências científicas de que este produto previna,
trate ou cure doenças”; além de vetar a indicação do
produto para suprir deficiências nutricionais. Isto não foi
observado em nenhuma das amostras de multimisturas
estudadas.

A partir das análises realizadas, constatou-se que
55% das amostras apresentaram teor de umidade e
substâncias voláteis superiores ao fixado pela legislação
anterior, ou seja, a Resolução n°5316, enquanto que,
considerando a Resolução vigente17 todas as amostras estão
abaixo do limite máximo estabelecido (Tabela 2). Porém,
deve-se considerar que mesmo constituindo-se em valores
elevados de umidade para a natureza das amostras em
questão e independente dos l imites de umidade e
substâncias voláteis estabelecidos na legislação, os
parâmetros de conservação devem ser estabelecidos
considerando primeiramente a atividade de água, que para
todas as amostras foram inferiores a 0,6 (Tabela 2);
indicando pequeno risco de deterioração por crescimento
fúngico e bacteriano18.

Em relação às cinzas, apenas três amostras, 15% das
amostras, apresentaram o limite mínimo estipulado pela
legislação anterior, de 5,5g%, (multimisturas 4, 6 e 12);
resultado semelhante foi constatado no trabalho realizado
por Vizeu et al3. Este fato poderia ser indicativo de amostras
de multimisturas menos eficazes na complementação
mineral de dietas acrescidas deste suplemento, porém como
a atual legislação 17 não estabelece mais um limite mínimo
de cinzas, o potencial de suplementação mineral das

multimisturas pode ser melhor definido a partir de uma
análise específica 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
composição (Tabela 1).

As proteínas constituem uma parcela significativa e
menos variável, 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 o agrupamento estatístico, sendo
que as multimisturas pertencentes aos grupos 1 e 3
apresentaram teores aproximadamente 38% superiores de
PB em comparação àquelas dos grupos 2 e 4. São 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
composição (Tabelas 1 e 3).

Sabe-se, no entanto, que o teor protéico não estabelece
uma avaliação da qualidade nutricional da proteína, que tem
seu perfil de aminoácidos variável conforme a fonte de origem19.
Como nas multimisturas as proteínas são de origem vegetal,
deduz-se que estas sejam de menor valor biológico. No entanto,
deve-se considerar que mesmo uma pequena contribuição da
multimistura quanto a este nutriente pode ser muito importante,
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uma vez que deficiência protéica tem sido apontada como
principal problema das dietas de populações 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 desperdiçadas, como fontes
protéicas20. Entre as novas formulações de multimisturas
propostas sugerem-se a inclusão de ingredientes de alta qualidade
protéica quanto ao perfil aminoacídico, são exemplos o leite em
pó, inclusive presente em grande quantidade na multimistura 11,
e a farinha de milho QPM BR 473, com teores significativos de
aminoácidos essenciais como lisina e triptofano19.

Os lipídios (extrato etéreo) são constituintes menos
expressivos nas amostras de multimisturas, no entanto, não
podem ser considerados irrelevantes, pois estes, quando
presentes nas condições em que ocorrem as suplementações,
podem contribuir de forma decisiva para a adequada absorção
de vitaminas lipossolúveis e, conseqüentemente, na utilização
metabólica de proteínas e carboidratos1. Da mesma forma que
relatado para proteína, o valor nutricional desta fração alimentar
pode ser amplamente variável, de acordo com a fonte utilizada.
Óleos presentes na linhaça, semente de girassol, castanha e
amêndoas, entre outros, são fontes de ácidos graxos
poliinsaturados (PUFAS), que reconhecidamente exercem
efeitos consideráveis ao bom funcionamento metabólico e
manutenção da saúde humana21,22. Já, fontes menos nobres não
causarão estes mesmos efeitos benéficos. Alguns ingredientes,
tais como linhaça, semente de girassol, gergelim e amendoim,
com relativo baixo custo, são usados na formulação de
multimisturas (tabela 1). O uso destes ingredientes em maior
proporção nas multimisturas aumentaria os teores de ácidos
graxos poliinsaturados neste suplemento e, numa dieta
constantemente suplementada, poderia reverter-se em efeitos

benéficos à saúde, ao mesmo tempo, requereria cuidados
especiais para evitar o desenvolvimento de processo oxidativo.

Nas últimas duas décadas, com o expressivo aumento
de consumo de alimentos refinados, a fibra alimentar vem
adquirindo um status importante do ponto de vista nutricional.
O valor nutritivo agregado aos teores de fibra alimentar se deve
aos seus respectivos efeitos fisiológicos, diferentes para as
frações (insolúvel e solúvel) e diretamente relacionados com
suas propriedades físico-químicas (solubilidade, absorção/
retenção de água, absorção de compostos orgânicos e
capacidade de ligação)23.

A proporção diferenciada entre os grupos quanto a
FAS:FAI, pode resultar em efeitos fisiológicos distintos no
organismo humano. Dietas com maior proporção de fibras
alimentares insolúveis resultam em aumento da absorção e
retenção de água, facilitando o movimento do bolo digestivo
no trato gastrintestinal, causando aumento no peso das fezes e
velocidade de trânsito das mesmas; desta forma há uma redução
de quadros de constipação e efeitos positivos sobre alguns males
tais como hemorróidas, varizes e diverticulites. Já, dietas com
maior proporção de fibras alimentares solúveis podem auxiliar
no controle e diminuição dos níveis de colesterol e glicose
sangüínea, bem como, servirem de fonte de fermentação para
bactérias benéficas da flora intestinal com produção de ácidos
graxos de cadeia curta23.

Em todos os grupos puderam-se constatar teores de FAI
superiores aos de FAS, porém, variáveis de acordo com o respectivo
grupo, o que está relacionado aos ingredientes usados nas diferentes
formulações de multimisturas. Maiores teores de FAI nas
multimisturas, geralmente, são causados por proporções mais elevadas
de farelos de cereais e folhas verdes nas formulações 13, como verificado
nas amostras do grupo 1 (Tabelas 1 e 3). Enquanto que, maiores

Tabela 3. Grupos de multimisturas formados quanto às diferenças de composição centesimal (% de massa seca).

* PB = proteína bruta, CNE = carboidratos calculados por diferença (100 – demais parâmetros), FAT = fibra alimentar total, FAS
= fibra alimentar solúvel, FAI = fibra alimentar insolúvel.
**  Valores expressos como média ± desvio padrão.
*** Letras distintas entre as médias indicam diferença estatística significativa ao nível de 5% pelo teste de Tukey.
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Tabela 4. Grupos de multimisturas agrupados quanto às diferenças de
macrominerais (mg/100 g de massa seca).

*os valores estão expressos como média ± desvio padrão
**letras distintas entre as médias indicam diferença estatística significativa
ao nível de 5% pelo Teste de Tukey

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

*os valores estão expressos como média ± desvio padrão
**letras distintas entre as médias indicam diferença estatística significativa
ao nível de 5% pelo Teste de Tukey

teores de FAS, geralmente, são oriundos de ingredientes como
aveia, pós de sementes e derivados de soja, que apresentam teores
consideráveis de FAS na sua composição13, isto foi constatado
principalmente nas amostras dos grupos 1 e 3 (Tabelas 1 e 3).

De acordo com a Portaria n° 27 da ANVISA de 13 de
janeiro de 199824, que estabelece o Regulamento Técnico
Referente à Informação Nutricional Complementar, para um
alimento ser considerado com alto teor de fibras alimentares,
estas devem constituir no mínimo 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 a legislação vigente, porém considerando a quantidade de
multimistura habitualmente utilizada na suplementação, cerca
de 5% no peso da refeição, a alimentação não estaria
caracterizada como de alto teor de fibras alimentares.

Um aspecto nutricional negativo associado ao consumo
de fibras alimentares é a possibilidade de haver diminuição da
disponibilidade de minerais, como alguns estudos já
demonstraram in vitro23.  Estudos clínicos examinando os efeitos
de fibras alimentares no balanço mineral em humanos
confirmam este efeito antinutricional, principalmente com a
utilização de fibras purificadas, como a celulose. Entretanto,
alguns estudos indicam que as fibras alimentares da dieta não
têm efeitos negativos sobre a absorção de minerais em humanos,
atribuindo este efeito antinutricional aos fitatos que, geralmente,
acompanham os teores de fibras alimentares, pois ambos
provêm de algumas fontes em comum6,23.

O avanço do conhecimento sobre determinantes do
crescimento e ganho de peso em crianças tem destacado o papel
dos micronutrientes. Sabe-se que os minerais desempenham
diversas funções no organismo, atuando entre outros, como
cofatores enzimáticos, sendo necessários em quantidades que
dependem da fase de crescimento, das condições fisiológicas,
do estado nutricional e da saúde do indivíduo3. Neste contexto,
foi possível observar que em relação aos minerais, as amostras
de multimisturas foram agrupadas em três grupos estatisticamente
distintos, de acordo com os teores determinados.

Como esperado, os teores de cinzas das amostras foram
diretamente relacionados com os respectivos teores dos
minerais individuais (correlações superiores a r=0,63, p<0,05)11,
com exceção do Ca, que por sua vez tem seus teores
relacionados à constituintes particulares da formulação das
multimisturas, como casca de ovos.

Como já enfatizado em outros trabalhos 3, 6, 12, 14, 15, as
multimisturas apresentam teores significativos de macro e
microminerais em comparação aos demais alimentos. No
entanto, quando simulado o seu uso como suplemento alimentar
na dieta (de 1 a 5%), estas não alcançam os teores mínimos da
legislação para serem consideradas fontes minerais. De acordo
com a legislação, Portaria n° 27 de 13 de janeiro de 199824,
para um alimento ser considerado fonte de mineral específico,
deve fornecer no mínimo 15% da quantidade da ingestão diária
recomendada (IDR) deste, enquanto que para ser considerado
de alto teor, esta percentagem deve ser de no mínimo 30%.

Considerando as 20 amostras de multimisturas
analisadas, pode-se inferir que apresentam altos teores minerais,
correspondendo a mais de 30% da IDR para crianças de 1 a 10
anos para P, Mg, Zn, Cu, Mn e Fe em 100g de amostra integral
das multimisturas25. Porém, como a multimistura é acrescida à
alimentação, em torno de 5% do peso da refeição, a relação
entre IDRs e concentração destes minerais deve ser estabelecida
levando em consideração o acréscimo que é feito na
alimentação. Então, o único mineral que atinge a concentração
na alimentação para que a multimistura seja considerada como
fonte, em 65% das amostras (multimisturas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
10, 14, 16, 18 e 20), e, como de alto teor, em 10% das amostras
(multimisturas 12 e 19), é o manganês.

Em outros trabalhos3,6, o número de multimisturas
analisadas para minerais é bem menor e com menor variação
entre as matérias-primas constituintes, quer dizer com
formulações muito parecidas, porém os resultados encontrados
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foram reproduzidos neste estudo, inclusive enfatizaram uma
maior contribuição do manganês da multimistura para o alcance
da IDR deste mineral.

Deve-se ainda ressaltar que a variação significativa nos
teores de minerais encontrada entre os grupos analisados não é
suficiente para inferir sobre o valor nutritivo das respectivas
multimisturas, pois existe uma grande variação de
disponibilidade biológica de minerais, que depende
principalmente da natureza química do composto, da
complexação com outras substâncias contidas nos alimentos e
da competição de dois ou mais elementos pelo mesmo sítio de
ação ou mecanismo de absorção3,26. Por exemplo, em
multimisturas com altos teores de minerais e ao mesmo tempo
com teores consideráveis de fibras e substâncias
antinutricionais, é provável que parte destes minerais não seja
aproveitada pelo organismo, portanto, para que a multimistura
seja de maior valor nutritivo, quanto aos minerais, é mais
apropriado que estes minerais sejam provenientes de
ingredientes livres de substâncias com ação antinutricional.

Especificamente considerando os teores de cálcio, foi
observado que os determinados no presente estudo foram
inferiores aos citados em outros trabalhos3,6,12,14. A explicação
para este fato pode estar nas matérias-primas utilizadas nas
multimisturas analisadas nas diversas pesquisas, pois nas
multimisturas com maior teor de cálcio, o pó de casca de ovos
era um ingrediente bastante relevante na composição, enquanto
que nas multimisturas analisadas neste trabalho, o pó de casca
de ovos esteve presente em apenas 25% das amostras e em
quantidades muito pequenas, que não chegaram a 1% da
formulação total (Tabela 1).

A recomendação da Pastoral da Criança a nível
nacional8, é de adicionar uma pequena quantidade de pó de
cascas de ovos nas multimisturas, baseando-se em estudos que
descrevem que o do carbonato de cálcio das cascas de ovos é
muito bem aproveitado e contribui de forma significativa para
o aporte diário de cálcio nas populações de baixa renda27. Por
outro lado, alguns críticos do uso das cascas de ovos, baseiam-
se em argumentos acerca da interação Ca:Fe, na qual o aumento
na ingestão de Ca pode resultar na instalação de um quadro de
anemia em indivíduos com uma ingestão marginal de Fe, em
especial devido a interferência do carbonato de cálcio, presente
em grande quantidade na casca do ovo28. Ao mesmo tempo, a
Pastoral da Criança orienta sobre a preparação do pó de casca
de ovos, pois há a preocupação de contaminação microbiológica
por Salmonella spp. se não for realizada uma sanitização
adequada nas cascas de ovos8,29.

CONCLUSÃO

De maneira geral, os resultados da composição
centesimal e mineral demonstraram ampla variabilidade, o que
pode ser atribuído à grande diferença do tipo e proporção de
ingredientes usados nas formulações destas multimisturas.

As análises indicam que as fibras alimentares e os
minerais destacam-se nas multimisturas. Ingredientes tais como
farelos de cereais e folhas verdes em geral contribuíram para
os teores de FAI, enquanto que ingredientes como aveia, pós
de sementes e derivados de soja contribuíram para os teores de
FAS. Mesmo as amostras apresentando quantidades
significativas de fibras alimentares e minerais, a suplementação
em 5% da dieta, apenas permite caracterizar 65% das amostras
como fonte e 10% como de alto teor de manganês, considerando
a IDR deste mineral para crianças até 10 anos de idade.
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RESUMO
Em Morrinhos,GO, é uma prática comum os produtores rurais distribuírem o leite diretamente aos
consumidores. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbiológica e físico-química
do leite in natura produzido no município e distribuído diretamente aos consumidores. Foram realizadas
análises microbiológicas e físico-químicas do leite cru comercializado clandestinamente no município de
Morrinhos - GO. No período de agosto a dezembro de 2005. Foram coletadas e analisadas 21 amostras de
leite. Os resultados mostraram 15 (71,4%) amostras com contagens de bactérias mesófilas superiores a 105

UFC/mL, para Staphylococcus aureus os níveis foram superiores a 104 UFC/mL em 6 amostras (28,5 %), os
índices para bactérias psicrotróficas e coliformes totais ultrapassam 104 UFC/mL; em doze e  sete amostras
analisadas (58% e 35%), respectivamente. Cinco amostras (24%) estavam contaminadas com coliformes
fecais. As análises físico-químicas realizadas foram: densidade, crioscopia, acidez, gordura, extrato seco
total, extrato seco desengordurado, alizarol, cloreto, amido, peróxido de hidrogênio, formol, hipoclorito e
inibidor (antibiótico). Destas, apenas duas (10%) das análises de crioscopia e quatro (19%) das análises de
gordura, encontravam-se fora dos padrões. Para o teste com alizarol sete (33%) do total analisado,
apresentaram instabilidade e em duas (10%) das amostras, o cloreto estava presente. Considerando as
análises microbiológicas e físico-químicas, há a necessidade de se fazer um trabalho de conscientização
junto aos produtores, visando melhorar as características higiênico-sanitárias.
Palavras-chave. leite clandestino, saúde pública, microbiologia de alimentos.

ABSTRACT
In Morrinhos, GO, it is a common 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 this municipality and distributed to consumers. Microbiological and physical chemical analyses
were conducted in clandestine raw milk commercialized in the municipality of Morrinhos, in Goiás, 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, alizarol, 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 alizarol 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.
Key words. clandestine milk, public health, food microbiology.
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INTRODUÇÃO

O leite é considerado um alimento quase completo para a
espécie humana, sendo amplamente comercializado e consumido
pela população, especialmente crianças e idosos1. É um alimento
muito importante, principalmente nos países subdesenvolvidos,
onde as deficiências alimentares são maiores2, de alto valor nutritivo
para o homem3, recebendo por este motivo, grande atenção por
parte dos pesquisadores e autoridades ligadas à área de saúde e
tecnologia de alimentos, principalmente pelos riscos de veiculação
de microrganismos patogênicos e deterioradores4.

Mediante a proibição legal imposta à comercialização
do leite cru no Brasil, (Instrução Normativa nº 51, de 18 de
setembro de 2002, do Ministério da Agricultura Pecuária e
Abastecimento), todo o leite produzido, para ser comercializado
diretamente ao consumidor deve ser pasteurizado5. É importante
analisar um produto altamente perecível que está sendo
comercializado fora dos parâmetros normativos vigentes, uma
vez que este produto sem pasteurização pode transmitir inúmeras
enfermidades ao homem, causadas por vários microrganismos
patogênicos. A este respeito a Organização Mundial de Saúde
comprovou a existência de sete enfermidades viróticas básicas
e de 16 bacterianas veiculadas por este produto6.

Considerando a importância que o leite assume na
alimentação humana, realizou-se no presente trabalho, a partir de
parâmetros higiênicos sanitários, uma avaliação da qualidade
microbiológica e físico-química do leite cru, produzido e
comercializado clandestinamente no município de Morrinhos - GO
e distribuído diretamente ao consumidor. Divulgando, dessa forma,
os resultados sobre a qualidade do leite comercializado na região e
avaliando os riscos inerentes deste produto aos consumidores.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram coletadas e analisadas 21 amostras de leite de
vaca, cru, comercializado clandestinamente no município de
Morrinhos - GO. Procedeu-se a coleta de 250 mL de leite nos
domicílios dos consumidores, em recipientes previamente
esterilizados. As amostras foram acondicionadas em caixas
térmicas com gelo até a manipulação das mesmas. As análises
microbiológicas e físico-químicas foram realizadas no período
de agosto a dezembro de 2005.

Análises Microbiológicas
As análises microbiológicas foram realizadas segundo o

método recomendado pelo Ministério da Agricultura Pecuária e
Abastecimento7. Para a contagem de bactérias mesófilas e
psicrotróficas, utilizou-se o método de semeadura em
profundidade, em ágar padrão para contagem (PCA). As placas
foram incubadas a 35ºC por 48 horas e a 10 ºC por cinco dias,
respectivamente; na contagem de Staphylococcus aureus, as
amostras foram semeadas em ágar Baird Parker (ABP) e as placas
incubadas a 37ºC por 48 horas. A contagem de coliformes totais e

fecais foi procedida em placas petrifilm 3m EC. Para contagem de
coliformes totais com diferenciação de E. coli, utilizou-se um
sistema pronto de meio de cultura contendo ágar vermelho violeta
bile (VRBA) com incubação de 48 horas a 37°C; após esse período,
as colônias foram contadas e multiplicadas pelo fator da diluição
(os meios de culturas utilizados foram da marca Merck).

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

Análises físico-químicas
As análises físico-químicas foram realizadas de acordo

com a instrução normativa número 515. O índice crioscópico
corresponde à medição do ponto de congelamento; a acidez foi
determinada através do acidímetro de Dornic; a densidade a
15ºC foi determinada pelo termolactodensímetro de Quevenne;
a gordura, pelo butirômetro de Gerber. Com os resultados dos
teores de gordura e de densidade, determinou-se o extrato seco
total (EST) utilizando o Disco de Ackermann. O valor do extrato
seco desengordurado (ESD) foi obtido pela subtração do teor
de gordura do extrato seco total. Foram realizadas pesquisas de
amido, alizarol, peróxido de hidrogênio, cloreto, formol,
hipoclorito e inibidor (antibiótico); os quais foram realizados
de acordo com normas estabelecidas por LANARA/MA8.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A Tabela 1 mostra os resultados das análises de contagem
de bactérias mesófilas, Staphylococcus aureus, psicrotróficos,
coliformes totais e coliformes fecais efetuadas em 21 amostras
de leite cru, comercializado clandestinamente no município de
Morrinhos - GO.

Tabela 1. Resultados das análises de contagem de bactérias mesófilas,
Staphylococcus aureus, Psicrotróficos e Coliformes Totais e Fecais em 21
amostras de leite cru.

< 1 = Significa que não houve crescimento bacteriano.
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sejam, de 1,028°C a 1,034°C; os mesmos resultados também
foram obtidos por Nascimerio16.

Observa-se na Tabela 1, que quinze (71,4%) amostras
apresentam valores de contagem de bactérias mesófilas
superiores a 105 UFC/mL. Esses resultados conferem com os
apresentados por Carvalho et al.9 e Silva et al.10 que encontraram
70% em 18 e 20 amostras analisadas, respectivamente. Badini
et al.4 obtiveram 68,3% acima de 105 UFC/mL, resultados
semelhantes ao descritos anteriormente.  Ainda que um alimento
esteja isento de patógenos e que não tenha ocorrido alteração
em suas características organolépticas, a presença de um número
elevado de microorganismos mesófilos é indicativo de
insalubridade. Além disso, uma alta contagem pode indicar a
exposição do alimento a condições que possam ter permitido a
introdução e multiplicação de espécies patogênicas9.

Seis amostras (28,5%), analisadas neste estudo,
apresentam valores de S. aureus acima de 104 UFC/mL, valores
superiores a estes podem causar doenças nos consumidores.
Silva et al.10 encontraram valores similares ao analisar 20
amostras e detectaram 25% acima de 104 UFC/mL.   Este
microrganismo, quando presente no leite cru, geralmente,
provém de vacas com mastite, dos manipuladores e de condições
higiênicas deficientes11. O S. aureus é um dos maiores causadores
da mastite bovina, com índice elevado de infecção no rebanho
bovino nacional. Sua presença em alimentos pode representar
risco para a saúde do consumidor12.

Nas contagens de bactérias psicrotróficas, doze amostras
(58%), estão acima de 105 UFC/mL. A grande quantidade de
bactérias psicrotróficas pode decompor mais rapidamente o leite,
prejudicando o seu armazenamento, considerando que este ficará
sob refrigeração na casa dos consumidores13. Embora esses
microrganismos sejam destruídos pelo processo de
pasteurização, quando presentes no leite cru, podem produzir
enzimas extracelulares termorresistentes (proteinases e lipases)2.
Analisando coliformes totais e coliformes fecais, Carvalho et
al.9 e Picinin14 encontraram 35% das amostras com índices acima
de 104 UFC/mL e duas amostras estavam contaminadas com
coliformes fecais. Neste trabalho foram encontrados valores
similares, 33% das amostras (sete) estavam acima do padrão
descrito e cinco amostras (23,8%) estavam contaminadas com
coliformes fecais.

Os resultados destas análises sugerem falta de higiene
na ordenha do leite, uma vez que os coliformes totais são
encontrados no meio ambiente e os coliformes fecais habitam
exclusivamente o trato intestinal de seres humanos e animais11.
Portanto, a presença destes microrganismos em alimentos revela
contaminação fecal recente, indicando risco potencial à saúde
do consumidor, pois várias linhagens de E. coli são patogênicas
para o homem15.

A Tabela 2 mostra os resultados das análises físico-
químicas de densidade, crioscopia, acidez, EST e ESD, efetuadas
em 21 amostras de leite cru, comercializadas clandestinamente
no município de Morrinhos - GO.

Os resultados da tabela 2 mostram que 100% das
amostras apresentam valores de densidade dentro dos valores
mínimos da nova legislação – Instrução Normativa nº 51, ou

Acidez titulável em ºD (graus Dornic)
Instrução Normativa n° 51 do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento

Neste trabalho, os índices crioscópicos (diminuição do
ponto de congelamento) das amostras variaram de – 0,496°H a
– 0,587°H. Duas amostras (10%), estavam fora dos padrões da
nova legislação (máximo de –0,530º H). Machado et al.15

encontraram 80% das amostras em desacordo com os padrões
normativos.

Pela legislação vigente, 100% das amostras analisadas
em nosso estudo estão dentro dos parâmetros para acidez (14º a
18º D). Nascimerio et al.16, encontraram o oposto do descrito
acima, ou seja, 100% de suas amostras estavam em desacordo
com a Normativa 51. Fernandes17 , em seu trabalho, justifica os
resultados de Nascimerio. Porém o binômio tempo/temperatura
pode não ter atuado sob amostras obtidas neste trabalho, a ponto
de alterar as análises físico-químicas, não havendo assim tempo
suficiente para a lactose se desdobrar em ácidos, apresentando
resultados aceitáveis.

O teor de gordura do leite analisado nas amostras deste
estudo foi o parâmetro que mais alterou, variando de 2,4% a
4,5%. Dezessete amostras (81%) apresentam valores dentro da
nova legislação (o mínimo exigido pela normativa n° 51 do
Ministério da Agricultura e Abastecimento é de 3%); Machado
et al.15 e Nascimerio16, encontraram variações de 2,57% a 4,0%
e de 2,1% a 3,9%, (29% e 40% das amostras estavam dentro
das normas), respectivamente. A variação encontrada,
provavelmente, é decorrente das diferenças entre as linhagens
genéticas, da alimentação e o estágio de lactação dos animais,
desnate do mesmo para produção de outros derivados18.

Para o EST foram encontrados valores entre 11,3% a
13,8%, de acordo com a normativa n° 51 os resultados aceitáveis
são de 9,12% a 15,19%; desta forma, 100% das amostras
encontram-se normais. O ESD variou entre 8,6 a 9,4%, estando
dentro das normas para leite cru, tipo C, que estabelecem o
mínimo de 8,4%.

A Tabela 3 mostra os resultados das análises físico-
químicas para a determinação do teor de alizarol, cloreto, amido,
peróxido de hidrogênio, formol, cloro e antibiótico, efetuadas

Tabela 2. Resultados quantitativos das análises físico-químicas.
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em 21 amostras de leite cru, comercializadas clandestinamente
no município de Morrinhos - GO.

- Promoção de treinamento e divulgação de informações
sobre a melhoria da qualidade da matéria-prima;

- Maior rigidez na fiscalização do comércio do leite, com
o intuito de proibir a venda informal.
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recomendações, visando ao melhoramento da qualidade do leite:

- Exigência de atestado sanitário do rebanho, para entrega
do leite nos laticínios;
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gerência rural;
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RESUMO
As culturas lácteas desempenham funções fundamentais na maturação de queijos, tais como produção
de ácido lático e de compostos aromatizantes voláteis. Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a ação de
Streptococcus thermophilus como cultura adjunta, nos índices de proteólise e nas características físico-
químicas e sensoriais do queijo Prato. As amostras de queijo foram preparadas conforme dois tratamentos:
(1) utilização de cultura mesofílica - Lactococcus lactis ssp lactis e Lactococcus lactis ssp cremoris
(tratamento 1) e (2) cultura mesofílica acrescida de Streptococcus thermophilus (tratamento 2). Durante
a maturação dos queijos, foram realizadas análises físico-químicas (extrato seco total, gordura, gordura
no extrato seco - GES, cinzas, nitrogênio, proteína total, índice de extensão da maturação - IEM, índice
de profundidade da maturação - IPM, tirosina, triptofano e atividade de água) e sensoriais (odor, aroma,
doce, ácido, salgado, amargo, adstringente, picante, elasticidade, firmeza, friabilidade, adesividade,
solubilidade e umidade). O queijo fabricado conforme o tratamento 1 foi o mais proteolítico, resultando
em características sensoriais mais acentuadas de acidez, amargor, sabor picante, elasticidade e
solubilidade, comparado ao produto preparado com adição de Streptococcus thermophilus.
Palavras-chave. Streptococcus thermophilus, proteólise, propriedades físico-químicas 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 this investigation was to
evaluate the Streptococcus thermophilus activity, as an adjunct culture, on proteolysis during ripening
and, on the development of physicochemical characteristics and sensory properties of Prato type cheese.
For this study, cheeses were manufactured in a pilot-scale, 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 Streptococcus 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, elasticity, 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, thus they exhibited higher levels of acidity, bitterness, piquant taste, elasticity, and solubility
when compared to those prepared with the addition of S. thermophilus.
Key words. Streptococcus thermophilus, proteolysis, physicochemical and sensory properties, Prato
cheese.
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INTRODUÇÃO

O queijo Prato possui um sabor suave, próprio, de cheiro
não ácido, nem picante e gosto tendendo ao adocicado1. É
classificado como gordo (45-59,9% de gordura no extrato seco)
e de média umidade (36-45,9%) e deve apresentar consistência
semi-dura ou elástica, textura compacta, lisa, fechada, com
algumas olhaduras pequenas, bem distribuídas, ou sem
olhaduras, cor amarelada ou amarelo-palha2. O seu rendimento
de fabricação situa-se por volta de 9-9,5 litros de leite/Kg de
queijo3. É um queijo que possui perfil de maturação
predominantemente proteolítico4.

O queijo Prato deve ser consumido sempre após a
maturação que é de aproximadamente 40 dias, um período de
tempo de maturação considerado médio devido à complexidade
dos fenômenos químicos e bioquímicos que ocorrem. No
entanto, este período de tempo é considerado longo para quem
deseja uma rápida rotação de capital de giro5.

Para diminuir custos com a matéria-prima e mão-de-
obra, alguns fabricantes de queijo Prato têm diminuído o tempo
de maturação sem o uso adicional de qualquer tipo de
tecnologia, prejudicando suas características. Desta forma, o
produto vem perdendo seus padrões de qualidade e identidade
e, conseqüentemente, seu valor comercial5.

Uma das alternativas para acelerar a maturação em
queijos consiste no uso de culturas adjuntas, que são linhagens
selecionadas de bactérias lácteas ou de outros microrganismos
relacionados com a maturação do queijo. Comumente a cultura
adjunta é adicionada ao leite de fabricação juntamente com a
cultura láctea tradicional, com o objetivo principal de melhorar
a qualidade sensorial do produto6.

O Streptococcus thermophilus multiplica-se bem a 44°C,
hidrolisa a lactose via β-galactosidase, utiliza poucos substratos
de carbono (lactose, glicose, sacarose), requer aminoácidos
complexos e é pouco proteolítico. É capaz de hidrolisar
proteínas em peptídeos e aminoácidos essenciais para sua
nutrição através de proteinases associadas à parede celular e
de peptidases citoplasmáticas. Outros estudos identificaram a
presença de peptidases intracelulares liberadas no queijo após
a lise celular durante a maturação7.

A formação de sabor do queijo é definida como sendo
um processo extremamente complexo e resultante de um
equilíbrio entre todos os compostos originários do metabolismo
da lactose, lipídeos e proteínas8. A fração hidrossolúvel de
queijos maturados contém componentes que possuem
importante contribuição no sabor9. Durante o processo de
maturação o queijo perde água por evaporação em intensidade
variável. As alterações das proteínas e das gorduras são
conseqüências da ação de bactérias e fungos, das quais resultam
em ácidos voláteis e proteínas mais simples.

A gordura tem importante papel na obtenção da textura
e sabor dos queijos. O desenvolvimento do sabor lipolítico
característico do queijo pode ser obtido diretamente pela
presença de ácidos graxos, ou indiretamente, após

transformações bioquímicas que resultam na formação de outros
compostos flavorizantes, como cetonas, metil-cetonas e
lactonas10.

A proteólise também possui papel importante no
processo, seja diretamente, pela formação de aminoácidos e
peptídeos pequenos, ou indiretamente, via catabolismo de
aminoácidos11. Os compostos originados destas reações tanto
podem originar compostos desejáveis como indesejáveis (off-
flavors) na formação do sabor do queijo.

O trabalho objetivou avaliar o efeito da adição de
Streptococcus thermophilus como cultura adjunta na evolução
da proteólise, características físico-químicas e propriedades
sensoriais do queijo Prato.

MATERIAIS E MÉTODOS

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 de fabricação com
capacidade para 50L de leite. No tratamento 1 foram
adicionados 2% de cultura mesofílica composta por
Lactococcus lactis ssp lactis e Lactococcus lactis ssp cremoris,
e no tratamento 2, uma cultura mista com 2% desta cultura
mesofílica adicionada de Streptococcus thermophilus. Ao leite
também foram adicionados 0,03% de coalho e 0,3% de cloreto
de cálcio. A coagulação ocorreu entre 30-40 minutos, sendo o
corte realizado durante 10-15 minutos, seguido da retirada de
1/3 do soro e aquecimento 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°Baumé,
durante 5 horas. Os queijos foram retirados da salga e, após
secagem, embalados a vácuo e estocados em câmara para
maturação (13°C e 85% UR).

As análises físico-químicas foram realizadas em
triplicata aos 30 e 48 dias de maturação dos queijos, sendo
determinados os seguintes parâmetros: extrato seco total
(EST)12, acidez titulável13, gordura13, gordura no extrato seco
(GES= Gordura/ESTx100), cinzas13, nitrogênio total-NT14,
nitrogênio solúvel em pH 4,6-NNC15, nitrogênio solúvel em
TCA 12%-NNP15, tirosina e triptofano16 e atividade de água17.
O índice de extensão da maturação (IEM) foi determinado por
NNC/NT x 100 e o índice de profundidade da maturação (IPM)
por NNP/NT x 10018.

Após 30 dias de maturação, os queijos foram submetidos
à avaliação sensorial utilizando o modelo Etana19, considerando-
se os seguintes atributos: odor, aroma, doce, ácido, 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 Etana19, oferecendo a
possibilidade de evidenciar rapidamente os parâmetros
sensoriais que valorizam o produto. Antes da avaliação sensorial
os provadores foram informados a respeito das definições
relativas a cada um dos atributos sensoriais utilizados na
avaliação dos queijos (Quadro 1).

A sessão de avaliação sensorial foi realizada no período
da tarde (entre 15 e 17 horas) em cabines individuais, com
iluminação branca artificial. As amostras de queijo Prato
foram cortadas em cubos de aproximadamente 1,5 cm de
aresta, colocadas em um copinho plástico descartável e
codificadas usando-se números de 3 dígitos, tomados ao acaso,
de acordo com as instruções de Moraes20. Os provadores
receberam uma bandeja contendo as amostras, uma ficha de
avaliação e água para ajudar a limpar o paladar entre uma
amostra e outra.

A análise de variância (ANOVA) dos resultados foi
realizada a partir de um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), realizando-se teste de média de Tukey ao nível de 5 %
de significância (p<0,05), utilizando o programa computacional
Estat, desenvolvido por Banzatto e Kronka21.

RESULTADOS E DISCUSSÕES

A Tabela 1 apresenta os resultados médios da avaliação
físico-química dos queijos Prato fabricados com dois tipos de
culturas lácteas aos 30 e 48 dias de maturação.

Quadro 1. Definições de termos descritores empregados na avaliação
sensorial do queijo Prato.

Tabela 1. Caracterização físico-química média* dos queijos Prato durante a
maturação.

* análise em triplicata (média ± desvio padrão).
a b, c, d Letras iguais na mesma linha não diferem entre si a 5% de probabilidade
(Teste de Tukey). GES – gordura no extrato seco; NNC – nitrogênio solúvel
em pH 4,6; NNP: nitrogênio solúvel em TCA 12%; Aw: atividade de água;
IEM – índice de extensão da maturação; IPM: índice de profundidade da
maturação.
Tratamento 1 - Fermentação com L. lactis ssp lactis e L. lactis ssp cremoris.
Tratamento 2 - Fermentação com L. lactis ssp lactis e L. lactis ssp cremoris
e S. thermophilus.

Os queijos do tratamento 2 apresentaram menor teor de
acidez do que os queijos do tratamento 1, sendo que neste
tratamento não houve diferença significativa de acidez no
decorrer da maturação. Apesar dos queijos do tratamento 2
apresentarem menor acidez, esta teve aumento significativo no
decorrer do processo de estocagem. Esta diferença entre os
tratamentos está relacionada com a microbiota presente.
Segundo Moreno et al.1 os queijos processados com espécies
que utilizam lentamente a lactose apresentam uma elevação
mais rápida do pH. Assim, podemos observar que no queijo 2
houve um consumo rápido de lactose.

Aos 30 dias de fabricação os queijos do tratamento 2
apresentaram maiores valores de sólidos totais do que os do
tratamento 1, sendo que aos 48 dias a diferença não foi
significativa. Pode-se considerar que os queijos do tratamento
1 são levemente mais úmidos do que os do tratamento 2.

Os teores de gordura observados não apresentaram
diferença significativa, uma vez que ambos os queijos foram
fabricados com leite que apresentaram a mesma porcentagem
de gordura. A porcentagem de gordura no extrato seco (GES)
variou de 45,04 a 46,79%. Estes valores encontram-se de acordo
com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Queijos22, o qual preconiza que queijos gordos devem conter
entre 45 e 59,9% de GES.
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O conteúdo de cinzas variou de 4,10 a 4,29%. A cinza
de um alimento é o resíduo inorgânico que permanece após a
queima da matéria orgânica, que é transformada em CO

2
, H

2
O

e NO
2
. A cinza é constituída principalmente de grandes

quantidades de K, Na, Ca e Mg, pequenas quantidades de Al,
Fe, Cu, Mn e Zn e traços de Ar, I, F e outros elementos23.

Pode ser observado que as porcentagens de proteína total
foram significativamente diferentes nos queijos dos tratamentos
1 e 2, variando, respectivamente, de 23,85% a 29,12% no
tratamento 2. Estas variações são decorrentes da composição do
leite e do processo de fabricação que influenciam a composição
final do queijo e, conseqüentemente, o perfil de maturação1.

Nos dois tratamentos houve um aumento dos índices de
maturação (IEM e IPM) no período avaliado. Os queijos do
tratamento 1 apresentaram índices maiores, comparados ao do
tratamento 2, evidenciando uma maior proteólise nos queijos
no primeiro tratamento. O índice de extensão da maturação
mede o desdobramento do nitrogênio total em nitrogênio
solúvel, devido à degradação das caseínas pela quimosina,
plasmina e proteinases de bactérias lácteas, e é um fator
importante na composição final e nas características sensoriais
do produto. O índice de profundidade mede a formação de
peptídeos pequenos e aminoácidos que se acumulam durante a
maturação, devido principalmente à ação proteolítica de
proteinases e peptidases bacterianas sobre os compostos
nitrogenados provenientes da degradação das caseínas1. Assim,
apesar do uso do Streptococcus thermophilus no queijo 2, a
proteólise foi menos intensa neste queijo, provavelmente devido
ao menor conteúdo de umidade.

Observou-se que o teor de tirosina teve um aumento ao
longo da maturação nos dois queijos, enquanto que o teor de
triptofano diminuiu. Além disso, o queijo 1 apresentou valores
maiores nos dois parâmetros. O desdobramento da proteína
em aminoácidos aumenta a qualidade do queijo, devido à
alteração da textura da massa e à liberação de compostos
relacionados ao aroma e sabor. As oscilações dos aminoácidos,
observadas durante a maturação, baseiam-se na ocorrência de
reações de desaminação, transaminação e descarboxilação onde
os aminoácidos livres são hidrolisados e posteriormente
resultam em ácidos graxos, aminas, aldeídos e álcoois, os quais
possuem propriedades flavorizantes responsáveis pelo
desenvolvimento de sabor de origem proteolítica24.

Os valores de atividade de água variaram entre 0,97% e
0,98%, atendendo as necessidades mínimas de atividade de água
para o desenvolvimento de bactérias lácteas, de 0,93% a 0,96%,
dependendo da espécie25.

A Tabela 2 apresenta os resultados da avaliação sensorial
dos queijos Prato para os tratamentos 1 e 2, após 30 dias de
maturação. 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 firmeza nos queijos do tratamento 1. Os outros atributos
sensoriais se apresentaram semelhantes nos dois queijos.

Tabela 2. Caracterização sensorial média* de queijos Prato fabricados
com diferentes culturas lácteas.

* n=30 consumidores de queijo (média ± desvio padrão).
a,b Letras iguais na mesma linha não diferem entre si a 5% de
probabilidade (Teste de Tukey)
Tratamento 1 - Fermentação com L. lactis ssp lactis e L. lactis ssp
cremoris.
Tratamento 2 - Fermentação com L. lactis ssp lactis e L. lactis ssp
cremoris e S. thermophilus.

As diferenças observadas nos atributos sensoriais podem
ser relacionadas ao fato dos queijos do tratamento 1 terem
apresentado uma maior proteólise (menor firmeza, maior
elasticidade, solubilidade e adesividade), como mostra sua
caracterização físico-química, quando comparado ao queijo 2.
As características de textura de um queijo maturado estão
relacionadas principalmente com a degradação das proteínas
do queijo, influenciadas por outros fatores, tais como: umidade,
relação umidade/caseína, sal e atividade proteolítica e
peptidolítica das culturas lácteas26.

Os peptídeos gerados pela renina servem de
substrato para proteinases microbianas, gerando pequenos
peptídeos e aminoácidos que contribuem para o fundo do
sabor e algumas vezes para o amargor, se a atividade das
enzimas é excessiva. A proteólise excessiva (renina muito
proteolítica, muita umidade ou pouco sal) também pode
levar ao amargor7. Geralmente este sabor está associado a
presença de polipeptídeos com um alto conteúdo de
resíduos hidrofóbicos27. No presente trabalho a percepção
do amargor foi maior nos queijos do tratamento 1, mais
proteolisado.

O efeito imediato da proteólise na textura dos queijos
duros e semi-duros é o amaciamento devido à quebra da rede
de caseína, como mostram os resultados sensoriais, mas este
efeito é muito dependente do pH. O alto valor de pH permite
às proteínas permanecer em uma matriz que se amacia conforme
aumenta a proteólise27.
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CONCLUSÕES

O uso de Streptococcus thermophilus como cultura adjunta
na fabricação do queijo Prato não resultou em maior proteólise como
indicam os índices de profundidade e extensão da maturação, sendo
mais intensa nos queijos do tratamento 1, os quais apresentaram
maior teor de umidade. A variação na intensidade da proteólise
resultou em alterações nas características sensoriais dos queijos. Os
queijos mais proteolisados, sem a adição da cultura adjunta,
apresentaram menor firmeza, maior acidez e gosto amargo, maior
sensação picante, elasticidade, adesividade, solubilidade e umidade.
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RESUMO
A pesquisa de sujidades leves presentes nos alimentos é de fundamental importância para manutenção
da qualidade física, sanitária e nutricional do produto. O objetivo deste estudo foi verificar as condições
higiênico-sanitárias de amostras de cominho e pimenta do reino em pó comercializados em cidades do
Estado de São Paulo. Foram analisadas 69 amostras de pimenta do reino em pó e 47 amostras de
cominho em pó, adquiridas no comércio de São Paulo, Campinas, Ribeirão Preto, Santo André, São
José do Rio Preto e Sorocaba no período de abril de 1999 a maio de 2000. As amostras dos condimentos
em estudo foram analisadas nos Laboratórios de Microscopia Alimentar do IAL Central e Regional de
S.J.R.P. Foram utilizados os métodos de flutuação descritos pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) International, 17ª ed., 2000. De acordo com os resultados obtidos observou-se que
das 47 amostras de cominho analisadas, 44 continham fragmentos de insetos, 3 continham ácaros e 11
pêlos de roedor. Em relação às amostras de pimenta do reino, das 69 analisadas, 68 continham fragmentos
de insetos, 17 ácaros, 16 pêlos de roedor, além de outras sujidades. De acordo com a Resolução RDC no

175 de 8 de julho de 2003, 11 (23,4%) amostras de cominho e 16 (23,2%) amostras de pimenta do reino
são consideradas impróprias ao consumo por conter pêlos de roedor.
Palavras-chave. sujidades leves, condimentos, fragmentos de insetos, pêlos de roedor, ácaros.

ABSTRACT
Investigation on the presence of light filth in foods is relevant 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 São Paulo. Sixty-nine
samples of ground black pepper and forty-seven samples of ground cumin were analyzed. These samples
were purchased from markets located in São Paulo, Campinas, Riberão Preto, Santo André, São José do
Rio Preto and Sorocaba, during the period between April, 1999 and May, 2000. The samples were
analyzed at Instituto Adolfo Lutz in São Paulo and in São José do Rio Preto. The flotation methods
described by the Association of Official Analytical Chemists (AOAC) International, 17th, 2000 were
employed, performing the assays in duplicates; and the results were 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 no 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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INTRODUÇÃO

A pesquisa de sujidades leves presentes nos alimentos
é de fundamental importância para manutenção da qualidade
física, sanitária e nutricional do produto. Dentre as matérias
estranhas, estão às sujidades leves que são definidas como
materiais mais leves que apresentam propriedades oleofílicas
e são separadas do produto por flutuação em uma mistura
óleo-água, como por exemplo: fragmentos de insetos, ácaros,
pêlos animais e bárbulas de aves1.

Dentre as sujidades leves existem aquelas que são
evitáveis durante o processamento do alimento através das
Boas Práticas de Fabricação e do plano Análise de Perigos e
Pontos Críticos de Controle (APPCC) em vigor na indústria
produtora.

Os condimentos são substâncias sápidas de origem
natural com ou sem valor nutritivo empregados nos alimentos
com o fim de modificar ou exaltar o seu sabor. Essas
substâncias deverão ser puras, sãs e limpas, além de
corresponderem às suas características botânicas normais.
As especiarias estudadas nesse trabalho foram Piper nigrum
L. e o Cuminum cyminym L. que segundo a RDC no 276, de
22 de setembro de 2005, as partes vegetais utilizadas são os
frutos. Ainda segundo esta legislação, os condimentos devem
ser obtidos, processados, enlatados, transportados e
conservados em condições que não produzam, desenvolvam
e/ou agreguem substâncias físicas, químicas ou biológicas
que coloque em risco a saúde do consumidor2.

O uso dos condimentos estimulou a sua importação e
estes podem chegar ao consumidor com baixa qualidade,
causada pela perda de seus óleos essenciais voláteis, pela
contaminação por microrganismos ou pela infestação por
insetos. Como são oriundos de diversos órgãos vegetais,
colhidos em regiões tropicais e subtropicais, submetidos a
variações climáticas e secos de modo artesanal, estão sujeitos
à fermentação e/ou à proliferação de microrganismos3.

As condições sanitárias das plantações influem nos
níveis de contaminação, assim como os cuidados com a
colheita. Por outro lado, o armazenamento em galpões velhos,
úmidos, mal ventilados, com paredes cobertas de bolor,
propiciam a multiplicação das espécies contaminantes e/ou
a invasão por novas espécies a partir do ambiente. A perda
de qualidade das especiarias traduz-se por diminuição das
propriedades sensoriais: cor, odor e sabor3.

Os condimentos e seus derivados têm sido usados no
preparo de alimentos há milhares de anos, conferindo-lhes
sabor e aroma diferenciados. O Brasil é o segundo maior
produtor de pimenta do reino no mundo, sendo que um dos
componentes que contribuem para aumentar o seu valor como
condimento é o seu óleo essencial. A ação inibitória das
especiarias e de seus extratos, nos diferentes microrganismos,
já foi relatada4.

Em relação aos riscos oferecidos pelos condimentos
a saúde, no que concerne à culinária familiar, onde o consumo

dá-se logo após o preparo, há pouco perigo. O problema maior
diz respeito à indústria de alimentos, onde a utilização é em
larga escala e os produtos serão consumidos, após um prazo
variável de estocagem. Assim, as conservas insuficientemente
esterilizadas, pratos cozidos, embutidos, queijos e massas
constituem substrato favorável para os microrganismos
contidos nas especiarias. Outro risco que pode ser apontado
relaciona-se a utilização das especiarias como guarnição de
alimentos, quando colocadas na superfície dos mesmos,
podendo propiciar o desenvolvimento de bolores3.

O Código de Defesa do Consumidor, que entrou em
vigor em 11 de março de 1991, provocou mudanças
significativas nas relações entre consumidores de alimentos
e indústrias processadoras do Brasil5 e a atual legislação para
o cumprimento dos parâmetros microscópicos, Resolução
RDC no 175 de 8 de julho de 2003, estabelece disposições
gerais para avaliação de matérias estranhas macroscópicas e
microscópicas prejudiciais à saúde humana em alimentos
embalados, inclusive bebidas e águas envasadas, relacionadas
aos riscos a saúde humana6.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
presença de sujidades leves, em amostras de cominho e
pimenta do reino em pó comercializadas em cidades do
Estado de São Paulo.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas 69 amostras de pimenta do reino
em pó e 47 amostras de cominho em pó de 22 e 14 marcas
respectivamente, com lote e prazo de validade distintos,
adquiridas no comércio de São Paulo, Campinas, Ribeirão
Preto, Santo André, São José do Rio Preto e Sorocaba no
período de abril de 1999 a maio de 2000. As amostras dos
condimentos em estudo foram analisadas nos Laboratórios
de Microscopia Alimentar do IAL Central e Regional de São
José do Rio Preto.

Para análise de matérias estranhas em cominho em pó
foi utilizado o método de flutuação no 975.49 A (a) e B (b)7 e
para pimenta do reino moída foi utilizado o método de
flutuação no 972.40 A8, descritos pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) International, 17ª ed., 2000.

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

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados obtidos para as amostras de cominho em
pó estão apresentados na Tabela 1.

Estes produtos podem ser infestados e avariados por
insetos que se desenvolvem na área de produção e colheita. Os
insetos comuns no campo incluem os das Ordens Lepidoptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera e Hemiptera e no
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armazenamento principalmente Coleoptera e Lepidoptera podem
atacar o produto. Outros artrópodes podem promover infestação
tais como ácaros, “trips” e aranhas9.

leptospiras tem chance de sobreviver durante um tempo
suficientemente longo para serem infectantes. Existem outras
doenças transmitidas por roedores e/ou através de seus
excrementos e urina como, salmoneloses, peste (bubônica,
pneumônica, septicêmica) e viroses, entre outras14.

Das 47 amostras de cominho analisadas, 3 continham
ácaros, sendo que em 1 amostra foram encontrados 27 ácaros, 4
pêlos de roedor e 196 fragmentos de insetos evidenciando a
falta de adoção de boas práticas de produção deste produto.

Os ácaros têm importância médico-sanitária elevada em
virtude de poderem veicular bactérias, leveduras e fungos. As
partículas fecais dos ácaros possuem substâncias tóxicas
capazes de causar sensibilização nos homens ou animais,
resultando em enterites agudas, podendo provocar lesões
macróticas na mucosa intestinal15.

Os ácaros encontrados nas amostras de cominho em pó
eram ácaros terciários na sua maioria (Cryptostigmata-Oribatida)
que vivem nas camadas superficiais do solo, onde se alimentam
de algas, fungos, liquens, folhas deterioradas e podres16.

A contaminação acarina pode ser devida à falta de
limpeza no processamento, mau armazenamento, alto nível de
umidade dos produtos, deficiência de circulação de ar, falta de
boas práticas durante transporte, ensacamento, acúmulo de
resíduos e a presença de fungos e bactérias tornando o alimento
impróprio ao consumo humano15,17.

A Tabela 1 resume os dados obtidos na pimenta do reino
e observa-se que 98,5% das amostras continham fragmentos de
insetos, 24,6% continham ácaros e 23,2% continham pêlos de
roedor evidenciando a falta de adoção de Boas Práticas de
Fabricação e a presença de matérias estranhas prejudiciais à
saúde, representada por pelos de roedor, uma vez que os roedores
podem veicular patógenos aos alimentos.

A pimenta do reino em especial poderá ser adicionada
ao alimento na hora da degustação, sem nenhuma etapa posterior
que elimine um possível patógeno veiculado, aumentando o risco
de infecção3.

Assim como nas amostras de cominho, os fragmentos
de insetos encontrados em pimenta do reino não eram nocivos à
saúde, por não pertencerem às Ordens Blattodea e Diptera, que
são considerados vetores mecânicos6.

Gecan et al. realizaram um estudo com vários tipos de
condimentos adquiridos no varejo, para determinação da
qualidade sanitária dos mesmos. No que concerne à pimenta do
reino, os autores verificaram 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 insetos18.

Correa et al. analisaram outros tipos de condimentos
moídos (canela e páprica) e também encontraram como maior
contaminante os fragmentos de insetos19.

Em relação aos pêlos de roedor, Gecan et al. encontraram
20% das amostras contaminadas, e no presente estudo, 23,2%
continham este contaminante18. De acordo com a Resolução
RDC no 1756, 23,4% das amostras de cominho e 23,2% das

Tabela 1. Número e porcentagem de amostras com presença de sujidades
leves em 47 amostras de cominho em pó e 69 de pimenta do reino moída.
São Paulo, 2000.

n= número  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 incidência deste tipo de sujidade leve no
cominho. Embora estes tipos de insetos não causem nenhum
dano à saúde do consumidor, as indústrias devem produzir seus
produtos em locais adequados segundo a legislação de Boas
Práticas de Fabricação, considerando ainda o Padrão de
Identidade e Qualidade do Produto10.

Esse tipo de contaminação embora inócua a saúde, não
é perceptível pelo consumidor que adquire o produto e não
consegue reconhecer sua qualidade. Geralmente, existem dois
problemas principais na associação entre o consumo dos
artrópodos versus doença. O primeiro é a diversidade do
alimento e dos insetos e o segundo é a falta de pesquisas e
dados disponíveis na área9, 11.

Observa-se também que 11 (23,4%) amostras estavam
contaminadas com pêlos de roedor. Estes podem estar presentes
nos alimentos e sua identificação é importante, pois são
indicadores de contaminação acidental ou fecal. Os ratos e
camundongos têm o hábito de lamber-se, ocasião na qual,
engolem os pêlos que resistem à digestão e são eliminados nos
excrementos, portanto o achado de pêlos nos alimentos, pode
indicar a presença de bactérias fecais12, 13.

Os roedores constituem sérios problemas em todas as
fases de processamento, produção e armazenamento de gêneros
alimentícios. Além das perdas de alimento devidas ao consumo
por estes animais, ocorre a contaminação pela presença de seus
pêlos, fezes e/ou urina. Os roedores são transmissores em
potencial, de uma série de doenças, entre elas a leptospirose,
causada por diversos sorotipos de Leptospira interogans, que
se alojam nos rins desses animais e são continuamente
eliminadas pela urina. Quando depositadas na água, ou em
superfícies para o preparo de alimentos que estejam úmidas, as
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amostras de pimenta do reino são consideradas impróprias ao
consumo humano por apresentar pêlos de roedor.

Devido à variabilidade do número de fragmentos de
insetos encontrados por amostra, conclui-se que certos
fabricantes podem obter produtos em condições higiênico-
sanitárias satisfatórias.

De acordo com a Resolução RDC no 175, 23,4% das
amostras de cominho e 23,2% das amostras de pimenta do reino
foram consideradas impróprias ao consumo por conter pelos
de roedor, evidenciando o contato do alimento com roedores
que são nocivos a saúde humana.
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de 50g cada de cominho e pimenta do reino em pó. São Paulo, 2000.

Embora haja um alto índice de amostras de cominho em
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contagem máxima, Q1: primeiro quartil, Q3: terceiro quartilo.
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RESUMO
A própolis é uma substância resinosa de diferentes origens, com propriedades anti-inflamatórias e
antimicrobianas, a qual tem sido estudada sob vários aspectos. Neste estudo, nove preparações de própolis
comercializadas em farmácias da cidade São Paulo, foram avaliadas quanto à atividade contra
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans, Enterococcus faecalis e
Streptococcus mutans. Utilizou-se o método de difusão em ágar, avaliando-se cada produto em condição
não diluída, na diluição indicada e em um décimo da diluição recomendada. Os resultados indicaram
que as diluições recomendadas nos rótulos dos produtos não evidenciaram atividade antimicrobiana.
Palavras-chave. própolis, atividade antimicrobiana

ABSTRACT
Propolis is a resinous 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 São Paulo city, were evaluated for their claimed antimicrobial properties displayed in
flask labels and/or product use instruction brochures. Antimicrobial activity was evaluated against
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans, Enterococcus faecalis , and
Streptococcus mutans. The method of diffusion in 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

INTRODUÇÃO

A própolis é uma substância resinosa e
balsâmica, de origem botânica variada. Sua
coloração varia do verde amarelado ao marrom,
tem sabor fortemente acre, freqüentemente
amargo de odor agradável, que as abelhas
extraem dos brotos de arbustos e árvores com a
finalidade de calafetar pequenas aberturas na
colméia, bem como, purificar e descontaminar
o ar internamente a esta. Suas propriedades anti-
sépticas e anti-inflamatórias são conhecidas

desde a antiguidade, tendo sido utilizada pelos
sacerdotes egípcios em ungüentos  e cremes para
embalsamar, pelos gregos e por outras civilizações
estudadas1,2. Apesar de sua utilização ao longo dos
séculos, foi nas décadas recentes que se iniciaram
as investigações científicas sobre a composição e
emprego da própolis.

A composição depende da disponibilidade das
fontes vegetais das quais as abelhas retiram o material
para sua elaboração e, também da função desejada
na colméia, sendo que a própolis usada para reparo
da colméia tem proporção maior de cera, resultando
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em material mais duro, enquanto que aquela usada para vedar os
favos tem pouca ou nenhuma cera, sendo por isso mais macia. As
outras substâncias sempre encontradas na própolis são os
flavonóides, grupo de substâncias universalmente distribuídos nas
plantas, e que indicam a origem da própolis. A composição da
própolis no Brasil e suas variações em relação a hidrocarbonetos,
ésteres, álcoois de ésteres e terpenos tem sido estudadas3,4.

A atividade antimicrobiana para alguns tipos de própolis
também tem sido avaliada e se constituído em objeto de
revisões1,5-16.

Neste estudo, preparações líquidas de própolis,
comercializadas em farmácias da cidade São Paulo, foram
avaliadas quanto à atividade antimicrobiana alegada em rótulos
e/ou folhetos que acompanham o produto. As amostras foram
submetidas ao teste para verificação da atividade antimicrobiana
frente aos microrganismos frequentemente relacionados a
infecções da cavidade bucal.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostra
Foram avaliadas nove diferentes preparações de

própolis, comercializadas em farmácias da cidade de São Paulo:
(1) própolis em solução aquosa (27 mg/mL); (2) própolis em
solução alcoólica a 12%; (3) extrato alcoólico de própolis a
30%; (4) extrato alcoólico de própolis a 11%; (5) solução
alcoólica de própolis a 20%; (6) extrato alcoólico de própolis
a 20%; (7) extrato alcoólico de própolis a 15%; (8) própolis
em spray e (9) própolis e ervas em spray.

Das nove preparações avaliadas, sete apresentaram-se
na forma de solução para serem ingeridas após diluição em
água, leite ou suco, de acordo com as indicações do rótulo e
embalagem, e duas apresentaram-se como “spray” para serem
aspergidas diretamente na cavidade bucal.

Preparação da suspensão microbiana
Culturas de Staphylococcus aureus ATCC 6538,

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Candida albicans
ATCC 10321 foram cultivadas em caldo Caseína de soja
(DIFCO®), incubadas a 36 + 1ºC por 48 horas, em aerobiose.
As culturas de Enterococcus faecalis ATCC 19433 e
Streptococcus mutans ATCC 25175 foram realizadas em caldo
Caseína de soja (DIFCO®), incubadas a 36 + 1ºC por 48 horas,
em condições de anaerobiose.

Após cultivo, as suspensões microbianas foram
preparadas em solução fisiológica para conterem
aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC/mL, baseando-se na
escala 0,5 de McFarland17.

Avaliação da atividade antimicrobiana
Cada produto foi submetido à avaliação da atividade

antimicrobiana utilizando a técnica de Difusão em Agar, de
acordo com CLSI17 (antigo NCCLS).

Preparação das amostras de própolis
Os produtos 1 a 6 foram analisados em três condições:

a) sem diluição, b) diluídos em solução fisiológica de acordo
com recomendações do fabricante (dose recomendada) e c) em
dose 10 vezes superior à dose recomendada. Os produtos 7 a 9
foram analisados sem diluição, de acordo com recomendações
do fabricante.

Soluções de eritromicina (na concentração de 1µg/mL)
e de nistatina (nas concentrações de 50 e 30 UI/mL), preparadas
conforme indicado em compêndios farmacopêicos18, foram
utilizadas como controle da atividade antimicrobiana.

Avaliação da atividade antimicrobiana
Alíquotas de 200µL de cada suspensão microbiana

preparada foi adicionada a 25µL de agar Caseína de soja
(Merck®), fundido e resfriado, contido em placas de Petri, 90
x 100 mm. Após a solidificação, foram efetuados seis orifícios
com diâmetro aproximado de 10 mm. Alíquotas de 100µL de
amostra ou solução antibiótica foram adicionadas nos orifícios
e as placas foram incubadas a 36 ± 1oC por 24 horas, nas
mesmas condições descritas para o preparo das suspensões
microbianas.

Após o período de incubação, mediu-se o diâmetro dos
halos de inibição. A presença de halo com diâmetro igual ou
superior a 11 mm foi indicativa de atividade antimicrobiana
satisfatória.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Todas as avaliações foram realizadas em quadruplicata
e as tabelas 1 e 2 apresentam os diâmetros médios dos halos
de inibição.

Entre os produtos avaliados sem diluição, verificou-
se que o produto 1 não apresentou atividade antimicrobiana,
estando de acordo com outros estudos que evidenciaram que
os componentes antibacterianos da própolis são insolúveis
em água5,15,19.

A atividade antimicrobiana do extrato de própolis se
deve à presença de flavonóides, que são solubilizados em meio
alcoólico, além de outros princípios ativos que sinergicamente
contribuem para a atividade antimicrobiana1,6. Endler e col.20

demonstraram que a concentração do álcool etílico, utilizado
na preparação de extrato de própolis, não apresentou atividade
inibitória contra Pseudomonas spp e Staphylococcus aureus.

A maioria dos relatos menciona que a própolis tem
acentuada ação inibitória in vitro sobre bactérias gram-positivas7-

9,12,14-15,20. A diferença de sensibilidade entre bactérias gram-
positivas e gram-negativas frente à própolis pode ser devida às
características da composição da parede celular entre os dois
grupos de bactérias21. No presente estudo, foram utilizadas apenas
bactérias gram-positivas, sendo que em relação à atividade
antibacteriana, os produtos 2 a 9 exibiram atividade inibitória,
quando testados puros, frente aos microrganismos
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Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e
Streptococcus mutans, enquanto que frente a Enterococcus
faecalis, apenas o produto 3 apresentou atividade inibitória.

Em relação à atividade antifúngica inibitória, verificou-
se que os produtos 3 a 9 apresentaram halos de inibição menores
em relação às bactérias gram-positivas, confirmando os achados
de Koo e colaboradores21.

A Tabela 2 apresenta os resultados dos produtos na forma
diluída, tendo sido utilizadas diluições para a obtenção de
soluções com as doses recomendadas pelos fabricantes dos
produtos (D

R
) e com dose dez vezes superior à recomendada

(D
1
). Os produtos 2 a 5, quando avaliados na condição D

1
,

apresentam atividade inibitória somente para Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis; na condição D

R
, nenhum

dos produtos apresentou atividade inibitória, evidenciando que
os mesmos são utilizados em condições ineficazes para a ação
antimicrobiana aludida na rotulagem.

De acordo com a ANVISA, para o registro de produtos
com indicação terapêutica que contenham própolis como
ingrediente ativo, devem ser atendidos os requisitos da
Resolução RDC 132/200322, dentre os quais estão a
comprovação de eficácia e de segurança de uso, bem como
apresentar e atender requisitos mínimos de identidade e
qualidade validados para possibilitar seu controle de qualidade.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana de preparações contendo própolis avaliadas sem diluição: halos de inibição de crescimento (mm).

a1µg/mL b 30 UI/mL c50 UI/mL — não realizado

Tabela 2. Atividade antimicrobiana de preparações contendo própolis avaliadas com diluição: halos de inibição de crescimento (mm).

D
R
 = dose recomendada

D
1
 = 10 x D

R
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Os resultados obtidos neste estudo decorrem da falta
de padronização geral das preparações a base de produtos
naturais; a adição de excipientes, incluindo os solventes
empregados na preparação do extrato de própolis, pode
interferir na eficácia antimicrobiana originalmente verificada
para a matéria-prima vegetal ativa e comprometer a eficácia
do produto final.

A concentração de extrato de própolis, nas sete amostras,
variou entre 11 e 30%, enquanto em outras duas, a concentração
não foi mencionada.

CONCLUSÃO

Os resultados mostram que as informações no rótulo
dos produtos são incompatíveis com a atividade antimicrobiana
proposta.
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RESUMO
Além da intoxicação aguda, os organofosforados podem ser responsáveis por outras situações mórbidas
a médio e longo prazo. Não foram descritos até o momento os efeitos a longo prazo no sistema cardio-
circulatório decorrentes da exposição prolongada aos organofosforados. Foi nosso objetivo estudar
alguns desses possíveis efeitos por métodos histológicos e morfométricos no coração de ratos tratados
semanalmente por 12 semanas com doses sub-letais (menos do que 1/3- grupo G5- ou 1/6- grupo G2,5-
da DL50) do organofosforado metamidofós. Foi observado o aumento no peso do coração e hipertrofia
de fibras musculares cardíacas nos animais tratados; a média do menor diâmetro dos miócitos cardíacos
dos animais controle foi de 64,93 + 5,82 micra e nos tratados foi respectivamente de 82,24 + 12,39
(G2,5) e 88,88 + 10,19 (G5), havendo diferença estatisticamente significativa entre os grupos controle
e cada um dos grupos tratados. Sabe-se que a hipertrofia muscular esquerda é um dos principais fatores
associados à disfunção cardiovascular. Embora não tenha sido estudado a função cardiovascular, é
possível que a exposição experimental mais prolongada a organofosforados possa causar insuficiência
cardíaca. Este fato tem uma importância maior no contexto de que a exposição inadvertida e prolongada
a esses compostos seja comum em alguns países, incluindo o Brasil.
Palavras-chave. músculo cardíaco, organofosforado, inibidores da colinesterase, insuficiência cardíaca,
morfologia, morfometria.

ABSTRACT
Organophosphate can be responsible for causing acute intoxications, and in inducing delayed effects. Effects
on the cardio-vascular system after long-term exposition to organophosphate have not been described, so far.
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
means of histological and morphometric methods. Hipertrophy of cardiac muscle cells in treated animals was
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 + 5.82µm, and from two treated animals groups was 82.24+12.39µm and
88.88 + 10.19 µm, 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 alterations are relevant, as Brazilian people are frequently
undergo to long-term exposure to these compound with deleterious results.
Key words. muscle cardiac, organophosphate, cholinesterase inhibitors, heart fatilure, morphology,
morphometry.
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INTRODUÇÃO

Em nosso ambiente somos freqüentemente expostos a
substâncias nocivas como compostos organofosforados. Estas
substâncias são anticolinesterásicos amplamente utilizados
como pesticidas na lavoura e em domicílios, ambientes nos
quais o ser humano pode permanecer exposto a estes compostos.
A intoxicação ocorre pela exposição acidental ou em tentativas
de suicídio. A intoxicação aguda desencadeia uma síndrome
clínica por hiperestimulação do sistema nervoso autônomo,
predominando sintomas relacionados à atividade
parassimpática e de forma menos intensa a sintomas do sistema
nervoso autônomo simpático incluindo taquicardia e
hipertensão arterial sistêmica1. Além da intoxicação aguda, os
organofosforados podem ser responsáveis por outras situações
mórbidas incluindo a chamada síndrome intermediária e a
síndrome de neurotoxicidade retardada. Já os sintomas
decorrentes da síndrome intermediária e a síndrome de
neurotoxicidade retardada estão relacionados ao comprome-
timento do sistema nervoso central e periférico2-9.

Os sintomas decorrentes da intoxicação ou exposição
crônica aos organofosforados incluem depressão,
comprometimento cognitivo e aumento do risco de suicídio7,8,10-12.
Em ratos foi descrito comportamento anormal após exposição ao
organofosforado clorfenvifos, com diminuição da atividade
exploratória e locomotora9.

Os efeitos a longo prazo no sistema cardio-circulatório
decorrentes da exposição prolongada aos organofosforados são
pouco conhecidos. O presente trabalho investigou as alterações
morfológicas no coração de ratos após a exposição ao
organofosforado metamidofos por tempo prolongado.

MATERAIS E MÉTODOS

Três grupos de ratos albinos adultos (com seis animais em
cada) pesando aproximadamente 300 g foram utilizados para o
experimento. Os animais foram pesados no início e ao final do
experimento e tratados com 12 doses consecutivas, semanais do
organofosforado metamidofos (O S-dimetylphosphoramidotioate).
A DL50 oral dessa substância para ratos foi previamente calculada
em 18mg/kg de peso corporal. Os animais permaneceram em
jejum 12h antes de cada administração e foram tratados
respectivamente com 2,5 (grupo G2,5) ou 5mg grupo (G5) de
metamidofos, em cada dose. Essa substância foi previamente
diluída em gliceroformol na proporção de 3,125mg/ml para o
grupo G2,5 ou 6,25 mg/ml para o grupo G5,0. Concomi-
tantemente, grupo A de seis animais recebeu apenas gliceroformol
pela mesma via, tendo sido mantidos nas mesmas condições que
os ratos tratados.

Após cada administração os animais foram
observados por 12 horas para a detecção de sintomas de
intoxicações como fasciculações, tremores e convulsões,

característicos das intoxicações agudas por
organofosforados. Após 24 h os animais foram submetidos
à leve sedação com cloridrato de ketamina e coletado o
sangue do plexo peri-orbitário com pipeta Pasteur. A
atividade da colinesterase plasmática foi medida nos três
grupos de animais empregando o método colorimétrico de
Ellman13, modificado por Wilheim14, usando a acetiltiocolina
como substrato nos três grupos de animais. Essa atividade
foi expressa em ∆Ε/ml/min a um comprimento de onda de
430 nm. Os dados foram submetidos à análise estatística do
teste de Kruskal-Wallis e de Turkey Kramer.

Os animais foram eutanasiados por exposição a altas
doses de cloridrato de ketamina, 8 dias após a última
administração do organofosforado (numero do protocolo da
comissão de bioética: 15/05). Os corações foram imediatamente
dissecados, pesados e um corte transversal foi feito na porção
média dos ventrículos. O segmento inferior foi fixado em
paraformaldeído e incluído em parafina realizando-se a seguir
cortes histológicos de quatro micra de espessura, em micrótomo.
Os cortes histológicos foram colhidos em lâminas de vidro e
corados pelo método da hematoxilina-eosina.

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

Morfometria
Estudos morfométricos foram realizados no material

congelado, neste a retração de tecido, que é normalmente
observada em material fixado em formol, é evitada. Imagens
tomadas ao acaso das secções obtidas em criostato foram
captadas por um microscópio óptico acoplado a uma câmera
digital e a um computador com um sistema de análise de
imagens. As imagens foram salvas e foi medido o diâmetro
real (menor diâmetro) de 100 fibras musculares cardíacas
tomadas ao acaso (100 fibras musculares cardíacas do
ventrículo esquerdo de cada animal). Os dados obtidos foram
submetidos à análise estatística pelo teste de Kruskal-Wallis e
teste de comparação múltipla de Dunn.

RESULTADOS

Não foi observada diferença no ganho de peso entre os
três grupos (p>0,05 teste de Kruskal Wallis) de animais
submetidos ao tratamento.

Observou-se diminuição na at ividade da
colinesterase plasmática nos animais tratados em relação
aos controles. A atividade da colinesterase plasmática nos
animais controle foi de 0,079 + 0,009 e nos grupos tratados
foi de 0,047 + 0,011 (G2,5) e 0,044 + 0,003 (G5). Houve
diferença estatística entre o grupo controle e os grupos
tratados (p<0,001-teste de Kruskal-Wallis). No entanto não
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foi observada diferença estatística entre os grupos tratados
(G-2,5 e G-5,0, p<0,05- teste de Turkey Kramer).

Quanto aos sintomas da intoxicação foram observados
tremores e fasciculações exclusivamente no grupo G-5,0 no
período que se seguiu apenas à 1ª admnistração do
organofosforado.

A média de peso dos corações 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 diferença estatística entre o grupo controle e
cada um dos grupos tratados (p<0,05- teste de Kruskal-
Wallis).

Histologia e Morfometria
Não se observou necrose ou inflamação no coração

dos ratos controles ou tratados(Figura1). Havia, no entanto,
pela análise qualitativa, aparente hipertrofia de miócitos
cardíacos nos grupos tratados, nas secções de criostatos
corados pela Hematoxilina-eosina. Esta hipertrofia foi
confirmada por estudos morfométricos. A média do menor
diâmetro dos miócitos cardíacos dos animais controle foi
de 64,93 + 5,82 micra, o do grupo G-2,5 foi 82,24 + 12,39,
e a do grupo G-5,0 foi de 88,88 + 10,19. Observamos
diferença estatística entre os grupos controle e cada um
dos grupos tratados (teste de comparação múltipla Dunn -
p<0,001 para ambos os grupos tratados). Não houve, porém
diferença entre os grupos tratados pelo teste de Dunn
(p>0,05). (Tabelas)

Tabela 1. Atividade de colinesterase plasmática após 24 horas da
primeira administração,  expressada como ∆Ε /mL/min, 430  nm
comprimento de onda (∆Ε= variação de absorbância). Havia diferenças
estatísticas entre o grupo controle e o grupo G2,5 (p<0,001), e entre o
controle e o grupo G5,0 (p<0,001). Não houve diferença estatística entre
o grupo G2,5 e G5,0 (p>0,05) (ANOVA e teste de comparação multipla
Turkey-Kramer).

Tabela 2. A tabela mostra o peso dos corações (miligramas) de animais
tratados e dos animais controles. Houve diferença estatística entre os
pesos dos corações do controle e do grupo G2,5 e entre o controle e o
grupo G5 (p<0,05). Não houve diferença estatística entre o grupo G2,5
e G5 (p>0.05). (teste não paramétrico Kruskal-Wallis ANOVA).

Figura 1. Representação histológica do coração de ratos do grupo controle
(A) e ratos tratados com o organofosforado metamidofós durante 12 semanas
consecutivas com 5 mg/kg do peso corporal (B). Coloração pela Hematoxilina-
eosina x280- fragmento de coloração congelado em isopentano, previamente
resfriado em nitrogênio líquido.

Tabela 3. Essa tabela compara a media do menor diâmetro (micrômetros)
dos miócitos cardíacos de ratos tratados com o organofosforado metamidofós
durante três meses, assim como os controles. Diferença estatística foi
observada entre o grupo G2,5 e o controle (teste de comparação multipla de
Dunn, p<0,001), entre o grupo G5 e o controle (teste de comparação multipla
de Dunn, p<0,001), mas não entre os grupos tratados, entretanto o diâmetro
médio dos miócitos cardíacos do grupo G5 eram maiores do que os do grupo
G2,5. (Teste estatístico de Kruskal-Wallis KW=27.293, p<0,001).

DISCUSSÃO

Embora existam numerosos trabalhos referentes às
síndromes agudas induzidas por organofosforados o mesmo não
é verdadeiro quanto à exposição prolongada a esses compostos.
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No entanto, atualmente já existem evidências de que esses efeitos
tenham importância para saúde humana, animal ou ambiental.

No presente trabalho por estudos morfométricos, observou-
se que a exposição ao organofosforado metamidofos provoca
hipertrofia de fibras musculares cardíacas de ratos. Esta hipertrofia
cardíaca, no entanto, não pode ser facilmente explicada. Embora
tenha sido documentada hipertensão arterial sistêmica nas
intoxicações agudas por anti-colinesterásicos15-17 decorrente da
hiperatividade simpática que ocorre em menor relevância nas
intoxicações por organofosforados, não se observaram sequer
sintomas persistentes de hiperatividade colinérgica, que
sabidamente preponderam sobre as atividades simpáticas. Portanto,
esta hipótese está praticamente descartada que a hipertrofia cardíaca
seja decorrente da ação direta dos organofosforados, induzindo
talvez, a produção de fatores de crescimento que atuem nas células
musculares cardíacas devendo ser objetivo de estudos ulteriores.

A hipertrofia cardíaca é um fenômeno complexo que
envolve muitas vias bioquímicas incluindo a ação de moléculas
como a calcineurina18, aumento da expressão do mRNA do NAT119,
aumento de cardiotrofina20. Visto que há necessidade de
esclarecimento dos mecanismos de hipertrofia cardíaca na
intoxicação por organofosforados, esses aspectos deverão ser
abordados também nesta situação.

Sabe-se que a hipertrofia muscular esquerda é um dos
principais fatores associados à disfunção cardiovascular. Embora
não tenha sido observado nos animais indícios de disfunção
cardíaca, não podemos descartar que a exposição experimental mais
prolongada a organofosforados possa resultar em insuficiência
cardíaca, sendo bastante provável que o mesmo seja verdadeiro
para outros mamíferos como o homem. Este fato tem uma
importância maior ainda dentro do contexto de que a exposição
inadvertida e prolongada a estes compostos é comum em alguns
países, incluindo o Brasil.
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RESUMO
As meningites infecciosas continuam a ocorrer no país com alta incidência e elevados índices de
mortalidade, apesar da existência de programas de prevenção da doença e dos avanços na tecnologia
empregada na detecção dos microrganismos envolvidos. O exame laboratorial do líquido
céfalorraquidiano (LCR) é a base para efetuar o diagnóstico e para introdução de tratamento eficaz ao
paciente. Na rotina laboratorial, são utilizados para o diagnóstico: exame microscópico, cultura e pesquisa
de antígeno. Visando conhecer a eficiência e a capacidade de resposta, bem como para efetuar a correlação
das referidas técnicas laboratoriais com os dados clínicos, este trabalho investigou 510 fichas de registros
de pacientes com suspeita de meningite, atendidos pelo Serviço Único de Saúde, que deram entrada no
período de 1997 a 2003, no Laboratório Central de Saúde Pública no estado de Sergipe, no Instituto
Parreiras Horta. Foi realizada a análise de freqüências absolutas dos testes utilizados no diagnóstico das
meningites infecciosas.  Os dados mostram uma diminuição, nos últimos anos, da porcentagem de
confirmação de diagnóstico de meningite por meio de cultura, fato que pode ser observado em pesquisas
realizadas em outros laboratórios do Brasil. Em contrapartida, verifica-se um aumento expressivo no
número de paciente com meningites confirmado por meio de bacterioscopia, utilizando-se a coloração
de Gram. Os resultados apresentados confirmam a importância do diagnóstico rápido e preciso que
ofereça vantagens clínicas significativas para o emprego da terapia antimicrobiana adequada e
acompanhamento da evolução da doença.
Palavras-chave. diagnóstico microbiológico, meningite infecciosa, Sergipe.

ABSTRACT
High incidences of infectious meningitis with high mortality index remains occurring in Brazil, despite
of the prevention programs and significant advances in the microorganism identification technologies.
The laboratorial examination of the cerebrospinal fluid (CSF) is fundamental for accomplishing an
accurate diagnosis and for introducing adequate treatment. Microscopic 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 laboratories. On the other hand, a substantial increase in the number of cases confirmed
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INTRODUÇÃO

As meningites infecciosas continuam ocorrendo em
nosso meio com alta incidência e elevados índices de
mortalidade, apesar de existirem programas de prevenção da
doença e das técnicas avançadas de detecção dos
microrganismos. A utilização do líquido cefalorraquidiano
(LCR), dentre os vários materiais biológicos, tem se mostrado
mais adequado para a realização de exames laboratoriais por
favorecer diagnóstico preciso e confiável. O Ministério da
Saude1 preconiza que para o diagnóstico das meningites sejam
realizados, na rotina laboratorial, o exame microscópico, a
cultura microbiana e a pesquisa de antígeno no LCR.

O exame microscópico do LCR (bacterioscopia ou
exame direto) é valorizado por possibilitar a visualização rápida
do agente etiológico, que é importante para a identificação
presuntiva do microrganismo e para a confirmação do
diagnóstico clínico1. O conhecimento precoce do agente é
importante para a correta administração do antimicrobiano,
como também, para fazer o diagnóstico diferencial entre
meningite bacteriana e fúngica, crucial para o prognóstico. Erros
na interpretação dos resultados na microscopia podem ocorrer,
principalmente, se os microrganismos sofrerem alterações
físico-químicas, decorrentes da administração prévia de
antibióticos, capazes de alterar a estrutura da parede celular
bacteriana e falsear os resultados da coloração de Gram ². Além
disso, falhas operacionais podem possibilitar o desenvolvimento
de bactérias contaminantes, oriundas, por exemplo, da pele do
paciente, das mãos do operador ou mesmo dos tubos de coleta1.

Em relação ao cultivo de microrganismos, método
considerado padrão ouro é importante se ter cuidado com o
transporte e conservação do LCR, assim como na escolha dos
meios de cultura, principalmente, porque os microrganismos
causadores das meningites infecciosas são bastante sensíveis a
alterações de umidade, calor e temperatura³. O Ministério da
Saúde1 salienta a importância do registro, na ficha do paciente,
do volume de LCR semeado e se o mesmo fazia ou não uso de
antimicrobianos antes da punção, fato que pode inibir o
desenvolvimento microbiano in vitro1. É possível que a
importância do volume esteja ligada à sensibilidade do teste,
ou seja, às probabilidades de crescimento microbiano.

Recomendam-se os exames imunobiológicos (Latex e
Contra-imunoeletroforese – CIE) como complemento ao
diagnóstico das meningites infecciosas, na pesquisa de antígenos
presentes no LCR 1; a qualidade deste exame depende da qualidade

dos reagentes e dos anti-soros empregados na reação imunológica,
principalmente para a detecção de Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae e Haemophillus influenzae.

Relatos de resultados falso-positivos devido a reações
cruzadas entre gêneros e espécies bacterianas4,5 justificam a
importância do cuidado com a qualidade dos reagentes, bem
como da correta interpretação dos resultados, durante a
realização de técnicas imunológicas.

Após consultar todos os parâmetros recomendados pelo
Ministério da Saúde para o diagnóstico das meningites
infecciosas, o presente trabalho visou realizar um levantamento
sobre a utilização das técnicas preconizadas para o diagnóstico
das meningites infecciosas no Estado de Sergipe, no período
de outubro de 1997 a junho de 2003, e correlacionar com o
diagnóstico clínico obtido.

MATERIAL E MÉTODO

No período de outubro de 1997 a junho de 2003, foram
analisadas 516 fichas de pacientes com suspeita de meningite,
atendidos pelo Serviço Único de Saúde (SUS) que deram
entrada no Laboratório Central de Saúde Pública no Estado de
Sergipe localizado no Instituto Parreiras Horta (LACEN/SE–
IPH). A investigação foi realizada buscando levantar os dados
acerca da realização e dos resultados disponibilizados pelos
exames recomendados pelo Centro de Referência Nacional para
Meningite no Instituto Adolfo Lutz – Ministério da Saúde1, a
saber: imunobiológico, microscopia e cultura.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

No diagnóstico das meningites infecciosas tornam-se
importantes, os procedimentos de coleta, transporte, e o
processamento adequado da amostra de LCR, uma vez que este
é um sítio caracteristicamente estéril, cuja colonização por
qualquer microrganismo significa infecção grave. Portanto,
punção lombar feita de modo asséptico seguido de rápido
transporte dessa amostra clínica, agilidade no processamento
da microscopia direta (coloração de Gram e Tinta da China) e
cultivo microbiano, contribuem para um preciso diagnóstico e
identificação correta do agente etiológico. Esses dados
fornecem informações que podem ser utilizadas em estudos
epidemiológicos das meningites infecciosas.

by bacterioscopy (Gram stain) has been observed. Efficient meningitis diagnosis provides significant
clinical benefits for monitoring patients, introducing the antimicrobial therapy, and for disease evolution
following-up.
Key words. Microbial diagnosis, infectious meningitis, laboratorial diagnosis.
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O diagnóstico baseado na bacterioscopia, ou exame
direto depende do número de bactérias por mL de LCR não
centrifugado, uma vez que a bacterioscopia só é sensível a partir
de 105 bactérias/mL5. Dados da literatura revelam que, nesse
método, o índice de erros de leitura é elevado2, e que quando
comparados com os resultados obtidos pelo cultivo do
microrganismo chegam a representar 15%6.

Quando há necessidade de um processamento
diferenciado do material biológico (como a técnica utilizada
para o cultivo de Mycobacterium tuberculosis), além dos
critérios acima citados torna-se fundamental a proximidade
entre o local da coleta e o laboratório de processamento, pois,
por se tratar de um microrganismo altamente contagioso, de
desenvolvimento lento cujo cultivo só é realizado nos
laboratórios de referência em micobactérias, quanto mais
imediata for a semeadura, menor a exposição do corpo técnico,
e menores os riscos de contaminação e perda de viabilidade do
microrganismo. Além disso, de maneira geral, quanto menor o
tempo e a distância entre a punção e a semeadura do líquor nos
meios de cultura, maior o índice de detecção exata do
microrganismo causador. Por isso, atualmente, os laboratórios
de meningites estão sendo montados anexos ao Hospital Central
de cada município que atendem todos ou quase todos os
pacientes com suspeita clínica de meningite.

Vale destacar também a importância da qualificação e
capacitação da equipe técnica e da padronização dos protocolos
para garantir a detecção rápida presuntiva e diferencial do

agente etiológico pelas técnicas de coloração, já que o cultivo
desses agentes leva de 24 a 72 horas (exceção do
Mycobacterium tuberculosis que necessita de aproximadamente
45 dias para o seu crescimento). Outro ponto crítico é a
ocorrência generalizada de terapia antibacteriana ou antifúngica
instituída nos pacientes antes da realização da punção o que
dificulta e até inviabiliza o cultivo microbiano comprometendo,
conseqüentemente, a precisão e acuidade do diagnóstico
definitivo como preconiza o Ministério da Saúde.

Devido a esses fatores citados, o levantamento realizado
sobre os resultados disponibilizados pelo LACEN-SE entre
1999 e 2003, referentes ao diagnóstico dos agentes etiológicos
causadores da meningite infecciosa, apresentaram diferenças
nos três métodos investigados: cultura, exame direto e
imunobiológico.

A Tabela 1 apresenta os dados obtidos. Pode-se observar
que dos 510 casos clínicos registrados no LACEN-SE com
suspeita clínica de meningite, todos foram confirmados pelo
exame direto (100%), 467 por cultura, o que representa 91,5%
e 496 pelo exame imunobiológico (97,2%). Os dados revelam
que, no período, houve um aumento de 10% na confirmação
de casos pela bacterioscopia, utilizando-se a coloração de Gram,
e que todos os casos confirmados pelo exame direto foram, em
última análise, confirmados pela cultura ou pelo teste
imunobiológico. Foi registrado também, no período, uma queda
(de 118 em 1997 a 16 em 2003) na confirmação do diagnóstico
por cultura.

Tabela 1. Frequência de agentes etiológicos diagnosticados pelo exame direto, cultura e exame imunobiológico em pacientes com meningite infecciosa, no
Estado de Sergipe, no período de outubro de 1997 a junho de 2003, no LACEN/SE – IPH.

ED: exame direto; C: cultura; IB: exame imunobiológico; BGN: bacilo gram negativo;  z: dados ausentes
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Este fato que pode ser observado em pesquisas
realizadas em outros laboratórios do Brasil1. É possível que
esses resultados estejam relacionados com a melhora da
qualidade do serviço, no que diz respeito a otimização da
comunicação entre o atendimento, ambulatorial ou de urgência
e o laboratório, diminuindo os casos de administração de
antimicrobianos previamente a punção, melhor assepsia durante
a punção lombar e a implantação de cuidados como semeadura
imediata, qualidade dos meios de cultura dentre outros, fruto
da qualificação do corpo técnico do Laboratório Central de
Saúde Pública de Sergipe realizado em 1999. Outro fato com o
qual se pode relacionar a melhor disponibilização dos dados a
partir de 1999 é a implantação da ficha de exame do LCR. Os
dados foram, desde então, organizados e padronizados, o que
nos permite tabulá-los e compará-los. A melhor performance
do exame direto, obtida nesse levantamento, no entanto,
discorda da literatura, que não só o cita como menos sensível
como revela que o índice de erros de leitura é elevado, devendo-
se esperar melhores resultados da cultura2,6.

É possível ainda que a menor sensibilidade da cultura
esteja atrelada à administração de antimicrobianos antes da
punção liquórica do paciente, pois apesar da melhor
comunicação entre os diferentes serviços, isto ainda acontece
em função da precariedade de algumas unidades básicas de
saúde instaladas em cidades pequenas, longe dos laboratórios
de referência ou sem disponibilidade de neurocirurgiões de
plantão para realizar a punção liquórica. No caso específico
dos portadores do vírus HIV, os antimicrobianos estão inseridos
nos coquetéis administrados quando o número de linfócitos
TCD4 atinge níveis muito baixos, independente da presença
de sintomas. Tal conduta clínica pode levar à baixa positividade
da cultura (padrão ouro) por inviabilizar o crescimento
microbiano7,8.

Pode-se verificar também que de 2001 a 2003 não houve
confirmação de casos de meningite por H. influenzae em
Sergipe, o que pode ser atribuído à vacinação em massa
realizada em 1999. Paralelamente, ocorreu um aumento na
detecção de outros agentes etiológicos, principalmente S. aureus
e C. neoformans. Das 467 culturas positivas do período, 200
(43,2%) foram identificadas como N. meningitidis, 110 (21%)
como H. influenzae, 85 (18%), S. pneumoniae, 29 (6,2%)
Enterobactérias e 14 (3,2%) C. neoformans. Somente dois casos
de meningite tuberculosa foram registrados, sendo confirmado
pela cultura do bacilo álcool ácido resistente.

Tais resultados apresentam-se em concordância com
dados mundiais em relação à prevalência de N. meningitidis
(43,2%). Isolados de N. meningitidis dos sorogrupos A, B e C,
são responsáveis por mais de 90% dos casos de meningites
bacterianas associados a surtos, endemias e epidemias7. O
sorogrupo A predomina na África, sendo responsável por ondas
epidêmicas, enquanto B e C prevalecem em países
desenvolvidos ou em desenvolvimento, estando assim,
associados, principalmente, a surtos esporádicos e epidemias8.
Alguns autores relatam a predominância do sorogrupo A9,10.

Outro aspecto relevante foi a prevalência de Bacilos
Gram Negativos (BGN). Apesar do bom nível de detecção
apresentado pelo serviço do Laboratório Central de Sergipe,
esse dado reforça a necessidade de melhora na qualidade e
rapidez das informações, cruciais para a qualidade do
diagnóstico clínico e laboratorial, principalmente, para doenças
de notificação compulsória.

A Tabela 1 apresenta também os resultados dos exames
realizados através de testes imunológicos. Das 510 fichas
analisadas no período, 496 informaram os dados da pesquisa
de sorogrupos e sorotipos. Foi observada a prevalência do
sorogrupo B de N. meningitidis e sorotipo B de H. influenzae,
nesse caso o único sorotipo registrado. Nos últimos anos tais
pesquisas continuam sendo realizadas nos casos onde há
suspeita de  N. meningitidis, S. pneumoniae e H. influenzae.
Para C. neoformans deixou-se de realizar devido ao alto custo
dos reagentes. Mesmo assim, o LACEN-SE rotineiramente faz
apenas o teste do Látex para N. meningitidis. Os demais são
encaminhados para o Laboratório Central de Referência em
meningites de Recife, PE.

Vale ressaltar a importância da aliança entre a
capacitação e a atualização dos profissionais envolvidos (tanto
do ponto de vista clínico como laboratorial), na busca constante
da melhora na acuidade e rapidez dos exames microbiológicos.
Nesse particular, as técnicas que utilizam a biologia molecular
disponibilizam mais rápida e especificamente os dados
utilizados para o diagnóstico, como também informações
epidemiológicas fundamentais sobre os agentes etiológicos que
causam a meningite infecciosa, o que em última análise leva
ao conhecimento da dinâmica da doença.

Dentre as técnicas moleculares disponíveis, as mais
difundidas são as que fazem uso da amplificação dos genes
alvo através da reação em cadeia da DNA polimerase – PCR.
Desenvolvida em 1987 por Mullins e Faloona11 a PCR vem
sendo otimizada por vários pesquisadores de modo que
atualmente tem-se uma variedade e propostas que vão desde
reações multiplex com capacidade de amplificar, em uma única
reação genes-alvo presentes nos principais agentes da meningite
bacteriana12,13,14, até as reações que podem ser acompanhadas
através de gráficos que disponibilizam, em tempo real a
amplificação dos genes alvo sem a necessidade da eletroforese,
em equipamentos e técnicas conhecidas como real time PCR15,16.
No entanto, apesar dos resultados promissores no campo da
pesquisa, e da realidade de outros paises, ainda não se tem
uma técnica molecular padronizada no Brasil para ser utilizada
como rotina laboratorial pelo programa nacional de controle
das meningites.

Neste sentido, reitera-se a importância da padronização
das técnicas, treinamento do pessoal e centralização do controle,
assim como se acredita na validade do investimento na
implantação de técnicas moleculares como complementação
ao diagnóstico tradicional.

Finalizando, um diagnóstico preciso oferece vantagens
clínicas significativas para o direcionamento da terapia
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antimicrobiana e para a evolução da doença, como também
pode ser o primeiro passo na elucidação da sua dinâmica em
determinada região, informação esta que, por sua vez, pode
ser utilizada como base para as discussões que envolvem
propostas de programas de controle.

CONCLUSÃO

Este trabalho mostrou que o serviço realizado no
LACEN-SE apresentou resultados compatíveis com aqueles
disponibilizados pelos demais laboratórios de referência
do país e que, no período e localidade investigados o exame
direto por bacterioscopia foi o recurso laboratorial que
apresentou maior correspondência com o diagnóstico
clínico (100%/510),  seguido de perto pelo exame
imunológico (97,2%/496) e pela cultura (91,5%/467),
padrão-ouro do diagnóstico laboratorial. Pode-se assim
concluir ressaltando a importância da associação de
métodos, do controle no transporte e recebimento do
material clínico e do processamento imediato, bem como
da necessidade de se buscar aumentar a acurácia da cultura
e a padronização de técnicas mais precisas e rápidas como
as moleculares, para assim, melhorar a precisão e a rapidez
do diagnóst ico das meningi tes  infecciosas,
disponibilizando assim, informações seguras para as
investigações epidemiológicas.
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RESUMO
A cabine de segurança biológica (CSB) é o principal equipamento para efetuar a contenção de aerossóis
produzidos nos procedimentos laboratoriais e a descontaminação com lâmpada UV, 15 minutos antes
do início das atividades e 15 minutos após utilização da cabine é parte das boas práticas de laboratório.
O objetivo deste estudo foi avaliar a ação da lâmpada UV da CSB classe II B2, em diversas espécies de
micobactérias e correlacionar com o tempo de exposição. Cepas de referência foram subcultivadas,
semeadas e incubadas a 37ºC até produzir turvação compatível com o tubo 1 da escala de MacFarland.
Foram semeados 100µL de suspensão bacteriana em placas com meio 7H11; as placas foram cobertas
parcialmente com papel alumínio e expostas à radiação UV durante 5 e 10 minutos. Após exposição, os
papéis foram retirados e as placas incubadas a 37ºC por 30 dias. Todas as placas apresentaram inibição
de crescimento de bactérias  na porção da placa em que houve exposição direta à radiação UV.Os
resultados obtidos mostraram que a prática de utilização da radiação UV por 15 minutos após o uso da
cabine e antes de iniciar outra atividade técnica, garante descontaminação adequada da CSB. Esta prática
de biossegurança é recomendável para descontaminar a própria CSB e os materiais que são retirados da
cabine.
Palavras-chaves. cabine de segurança biológica, luz ultravioleta, micobactérias.

ABSTRACT
Biological safety cabinet (BSC) is the major equipment  which is the primary means of containment of
infectious microorganisms aerosols generated from laboratory procedures, and the decontamination
using ultraviolet radiation , constitute a stage of Good Laboratory 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 37ºC
until getting a turbidity equivalent to that of MacFarland 1 standard. From this bacterial suspension,
100µL 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 37ºC for 30 days. All plates showed no bacterial growth at the side exposed to
the UV radiation, while a regular 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
practice is recommended to decontaminate the BSC and also materials that need to be withdrawn from
the cabinet.
Key words. biological safety cabinet, UV radiation, mycobacteria.
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INTRODUÇÃO

Em biossegurança, a contenção diz respeito aos métodos
de segurança utilizados na manipulação de materiais infecciosos
dentro de um laboratório, com o objetivo de eliminar ou reduzir
a exposição dos trabalhadores e do ambiente aos agentes
potencialmente perigosos. Três elementos de contenção são
importantes: as boas práticas de laboratório, a escolha do
equipamento de segurança adequado e o projeto de instalação.
A combinação desses três elementos vai depender da avaliação
de risco do trabalho a ser desenvolvido. O elemento de
contenção mais importante são as boas práticas de laboratório,
com a conscientização sobre os riscos potenciais que o material
oferece ao manipulador. Quanto aos equipamentos, a cabine
de segurança biológica (CSB) é o principal, capaz de
proporcionar a contenção de aerossóis e borrifos gerados nos
procedimentos laboratoriais. As CSB são classificadas em I, II
(tipos A, B1, B2 e B3) e III. A escolha dependerá dos
procedimentos necessários à classe de risco dos agentes
biológicos a serem manipulados1,2.

As instalações laboratoriais devem estar de acordo com
as normas de biossegurança vigentes, contemplando a escolha
da correta localização e a sinalização da área física destinada a
tais atividades1.

Por isso, o planejamento, a correta construção das
instalações e o conhecimento do risco de transmissão do
agente a ser manipulado, contribuem para a proteção da
amostra em relação a contaminantes, da equipe do laboratório
e do meio ambiente.

Mycobacterium tuberculosis e outras espécies do gênero
Mycobacterium são os principais agentes infecciosos
manipulados no laboratório de micobactérias. Estes bacilos
podem ser encontrados em amostras de escarro, lavado gástrico,
secreção brônquica, líquido cefalorraquidiano, urina, tecidos,
sangue, medula óssea e outros. As micobactérias são
classificadas como agentes biológicos de classes de risco 2 e
3, conforme a espécie. O M. tuberculosis e o M. bovis (exceto
BCG vacinal) pertencem à classe 3 e as outras micobactérias
não tuberculosas à classe 2. A exposição no laboratório aos
aerossóis contendo estes bacilos é o risco de maior grau1,3.

As boas práticas, os equipamentos de contenção e as
instalações do nível de biossegurança 2 e 3 são indicados para
a manipulação desses agentes e todas as atividades que formem
aerossóis devem ser conduzidas em CSB classe II. As cabines
de classe II (fluxo laminar vertical) possuem características
especiais de fluxo de ar que proporcionam níveis de contenção
que protegem o material sob análise, os funcionários do
laboratório e o meio ambiente. A classe III oferece uma proteção
máxima para os trabalhadores do laboratório, para a
comunidade e para o meio. Atualmente, as cabines de classe I,
estão sendo substituídas pela classe II4.

A maioria das CSB, além dos filtros HEPA e um sistema
de direcionamento de ar, possuem uma lâmpada ultravioleta (UV)
germicida. A constituição das lâmpadas germicidas é simples.

São lâmpadas fluorescentes comuns, sem a deposição
de pó de vidro como cobertura interna, que seria responsável
por transformar a radiação ultravioleta gerada pela lâmpada
em luz visível. Sem essa cobertura a lâmpada emite apenas a
radiação ultravioleta, capaz de matar microrganismos a ela
expostos. Esta emite raios no comprimento de onda de 253,7nm,
que é o comprimento com efeito bactericida5.

Os microrganismos atingidos pela radiação UV sofrem
modificação no DNA ou RNA, pela formação de dímeros de
pirimidina, que formados entre moléculas adjacentes, podem
interromper a replicação ou a transcrição levando à morte da
bactéria. Porém, a eficiência do uso da UV como um meio de
descontaminação ainda é motivo de controvérsia já que a UV
além de não penetrar em partículas, está limitada à distância
entre a luz e o material exposto a ela, e ao tempo de exposição.
Além disso, a exposição à UV é carcinogênica causando cerato-
conjuntivite quando inadequadamente utilizada. Desta forma,
a UV é frequentemente instalada em ambientes fechados, como
por exemplo, dentro de CSB.

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a
ação germicida da lâmpada de luz UV da CSB classe II B2
utilizada no Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz,
sobre culturas de oito espécies de micobactérias expostas a luz
por 5 e 10 minutos.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram testadas cepas de referência de micobactérias
patogênicas e aquelas potencialmente ou raramente patogênicas,
identificadas na rotina laboratorial por métodos moleculares e
fenotípicos: Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 25618,
Mycobacterium chelonae ATCC 35752, Mycobacterium
kansasii ATCC 12478, Mycobacterium gordonae 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
37ºC. Havendo crescimento após este tempo, cada suspensão
foi diluída com água destilada estéril e a turvação comparada à
escala de MacFarland 1. Foram semeados, 100µl da diluição
10-4, em placas de Petri com meio Middlebrook 7H11. A
suspensão foi espalhada homogeneamente sobre o meio, com
uma alça descartável de 10µl. As placas foram cobertas
parcialmente (1/2) com papel de alumínio estéril e colocadas
nos 4 cantos e no centro da área de trabalho da CSB e expostas
à luz UV As placas foram semeadas em duplicata e expostas na
luz UV, sendo que uma série ficou durante 5 minutos e a outra
série, durante 10 minutos. Concomitantemente, foram
preparadas mais três placas da mesma cepa, sendo uma
totalmente fechada com a própria tampa e duas abertas sendo
estas também expostas à luz UV durante 5 e 10 minutos e
colocadas no centro da área de trabalho da CSB. Foram
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realizados esfregaços de todas as cepas e corados pela técnica
de Ziehl-Neelsen para confirmar micobactérias ou
contaminação.

Após a exposição à luz UV, os papéis de alumínio foram
retirados das placas parcialmente cobertas e todas (exceto a
que estava coberta com a própria tampa) foram tampadas e
incubadas a 37ºC. O crescimento das colônias nas placas foi
observado durante 5 a 20 dias de incubação. Uma nova leitura
foi realizada após 30 dias.

 Lâmpada germicida utilizada na CSB classe II B2:
lâmpada de ultravioleta de baixa pressão de vapor de mercúrio
com potência nominal de 30W (marca Phillips) de
aproximadamente 2000 horas/uso e colocada 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
da localização em que foram colocadas dentro da CSB, tiveram
o crescimento de micobactérias inibido pela luz UV (Figura
1). Ficou nitidamente visível o crescimento das colônias nas
placas no lado em que as mesmas foram protegidas pelo papel
de alumínio e a inibição total do crescimento no lado em que a
mesma ficou exposta à luz UV. As placas totalmente expostas
não apresentaram nenhum crescimento e as cobertas com a
própria tampa apresentaram crescimento confluente em toda
superfície do meio em que foram semeadas.

CONCLUSÃO E DISCUSSÃO

Pelos resultados obtidos nas condições do experimento,
concluímos que a ação germicida da luz UV da CSB utilizada
no Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz sobre as
micobactérias foi efetiva mesmo quando a exposição foi no
mínimo de 5 minutos. A prática laboratorial do Setor é ligar a
lâmpada UV por 15 minutos após utilização da cabine e 15
minutos antes de iniciar outra atividade, o que garante uma
descontaminação adequada da área de trabalho da CSB, desde
que se realize uma manutenção periódica e a vida média da
lâmpada seja bem controlada.

Embora essa prática seja rotineira nos laboratórios
que trabalham em condições de risco biológico devido à
aerossóis foi desaprovada pela Portaria no 930/92 do
Ministério da Saúde6. Entretanto, os resultados sugerem
que o uso da lâmpada UV deveria ser um requisito
importante,  juntamente com as boas prát icas  e
descontaminação química nas atividades laboratoriais, pois
seu custo é baixo e de fácil manutenção.

Portanto, os resultados obtidos neste estudo mostraram
que após uma descontaminação química da CSB, com
hipoclorito de sódio ou álcool etílico, para evitar contaminação
cruzada ao manipular amostras contendo BAAR e cepas de
diversas espécies de micobactérias, a utilização da lâmpada
UV é uma prática recomendável visando:

- descontaminar a CSB no início e final das atividades
laboratoriais.

- descontaminar a superfície dos materiais utilizados
nestas atividades e que precisam ser retirados da CSB.
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Figura 1. Efeito da exposição à 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
incubação e mantidas até 30 dias, para garantir ausência de
crescimento tardio das colônias de micobactérias de
crescimento lento



Frequência de anticorpos de Leishmania sp em Rattus norvegicus no
município de Belo Horizonte, Minas Gerais
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A leishmaniose visceral americana (LVA) é uma doença parasitária transmitida por um protozoário
denominado Leishmania chagasi através da picada da fêmea do mosquito hematófago dos gêneros
Phlebotomus e Lutzomyia, tendo como principais reservatórios o cão e a raposa. Com objetivo de
verificar a freqüência de anticorpos de Leishmania sp em Rattus norvegicus, nos Distritos Sanitários
(DS) da Pampulha, Venda Nova e Norte no Município de Belo Horizonte, Minas Gerais, utilizando
técnicas sorológicas; foram coletadas amostras de sangue de 98 animais. Verificou-se uma reatividade
de 27,6 % naquelas analisadas nos testes ELISA e RIFI e identificou-se o protozoário Leishmania em
uma amostra analisada pela técnica Reação Cadeia de Polimerase (PCR). Os resultados obtidos,
considerando os Distritos Sanitários, separadamente, foram de 29,3% para amostras referentes ao Distrito
Sanitário Pampulha nos testes ELISA e RIFI, 21,0% no DS Venda Nova e 25,0 % na regional Norte.
Estes resultados sugerem que os R. norvegicus podem ser um importante reservatório da LVA na Município
de Belo Horizonte, Minas Gerais.
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Determinação de isoflavonas em formulações farmacêuticas
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Yano HM. Determination of isoflavones in pharmaceutical formulations São Paulo, SP 2006. [Tese
de Doutorado - Área de Produção e Controle Farmacêutico Faculdade de Ciências Farmacêuticas da
Universidade de São Paulo –USP]. Orientadora: Erika Rosa Maria Kedor-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 osteoporosis risk and relief of menopause symptoms. Among phytoestrogens already in use are daidzein,
genistein and glycitein and they are present in complex matrix such as phytopharmaceuticals, plant
extracts, capsules and tablets. These preparations require development and validation of methodologies
for quantitative determination of isoflavones. The proposed methodologies include high performance
thin layer chromatography (HPTLC) and high performance liquid chromatography (HPLC). The HPTLC
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/v/v) was used for determination of isoflavones glycosides and non-glycosides. For the quantitative
determination of isoflavone glycosides with HPLC, an acid hydrolysis with 3M HCl 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 compounds in pharmaceutical formulations were also obtained. The proposed method can be used in
the routine analyses of phytopharmaceuticals in quality control laboratories.
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Interaction between poly (ethyleneglycol) and
dioctadecyldimethyilammonium and
diododecyldimethylammonium bromide in aqueous solution
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Poly (ethyleneglycol) (PEG) is a water soluble neutral polymer, and dioctadecyldimethylammonium
(DODAB) and diododecyldimethylammonium (DDAB) bromide are double chain cationic surfactants
derived from the quaternary ammonium that have been widely investigated due to 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 a range 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
200Da and 2 MDa and the phase diagrams were built up at 25°C, that is, above the melting temperature
(T

m
) of DDAB (T

m 
= 16°C) and below T

m
 of DODAB (T

m 
= 45°C). DODAB and DDAB have the

common characteristic of forming unilamellar vesicles at low surfactant concentrations and umultilamellar
vesicles at 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
the molecular mass of the polymer. Besides, PEG stabilizes the unilamellar vesicles at high concentrations
of DODAB, where the multilamellar vesicles are the dominant structures present in solution, thus allowing
the formation of mixed DODAB/PEG and DDAB/PEG vesicles in water at relatively high concentrations
of these surfactants. The experimental methods used in this investigation 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
microorganisms of 1 mM DODAB in sonicated and non-sonicated aqueous dispersions, in the presence
and absence of PEG

200Da
 and PEG

2MDa
. 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.
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Performance of quality control strategies in cytopathological diagnosis
in a reference laboratory
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Utagawa ML. Desempenho das Estratégias de Controle de Qualidade em Diagnóstico Citopatológico
em Laboratório de Referência. São Paulo – SP 2006 [Dissertação de Mestrado – Área de Concentração:
Pesquisas Laboratoriais em Saúde Pública – Programa de Pós-graduação em Ciências da Coordenadoria
de Controle de Doenças da Secretaria de Estado de São Paulo]. Orientador: Adhemar Longatto Filho

Cervical cancer is the third most common cancer among women in Brazil, after breast  and skin cancer.
The exam of Papanicolaou  is well-recognized method to safety and efficiently option to recognize pre-
malignant alterations of the uterine cervix. This study focused the comparison of three methodologies of
internal quality control (QC) of cytologic diagnoses: 1) morphological guide-list to be revised (MGLR);
2) the rapid-rescreening (RR); 3) the revision of 10%. The objective was to evaluate the performance
and the viability of the internal QC strategies in a Health Public Laboratory of the State of São 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 professionals, 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 pathologists.
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 diagnosis with the biopsy was of 57.4%; the false-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 diagnosis it is important to judge a system which contemplates
the association of more than one internal QC methodology, 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 results and also, allows to evaluate the individual performance of the professional, the revision
of 10% seems to be important to increase the attention level of the group and the revision of samples
selected by MGLR permits us to evaluate the points to be discussed in relation to the cytomorphological
criteria.
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