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RESUMO

As alergias alimentares sdo um grande problema de salde publica a nivel mundial, que ocorre em
todas as faixas etarias, tendo maior incidéncia em criancas. Mediada pelo sistema imunitario, a
alergia alimentar € uma reacao adversa que ocorre devido a presenca de alergénios alimentares, que
séo identificados erroneamente como sendo um perigo ao organismo. Como é uma patologia que néo
possui cura, a prevencdo é a melhor forma de evitar que ocorram reacdes alérgicas em individuos
sensiveis, sendo a rotulagem um componente indispensavel para a identificacdo dos alergénios
presentes nos alimentos. Dentro dos métodos utilizados para a detecao de alergénios esta a Reacao
em Cadeia da Polimerase em tempo real (PCR em tempo real), que é capaz de identificar o gene que
codifica a proteina alergénica. Este método possui elevada sensibilidade e especificidade, sendo
atualmente utilizado na area alimentar para a dete¢do de organismos genéticamente modificados e
alergénios. Devido a uma grande procura de clientes e consumidores, para identificacdo de
alergénios em alimentos, o objetivo do presente trabalho foi implementar e validar, a partir de andlises
de sensibilidade, precisdo e robustez, o método de PCR em tempo real. Dessa forma, foi testada a
detecdo qualitativa de oito alergénios em alimentos, sendo estes o aipo, amendoim, aveld, caju, noz,
pistachio, sésamo e soja, no Laboratério da SGS - Société Générale de Surveillance. Destes
alergénios, foi possivel a validagdo de sete, demonstrando que o método de PCR em tempo real,

para os presentes alergénios, possui elevada precisdo e sensibilidade nos resultados obtidos.

Palavras-chave: PCR em tempo real, alergénios, alimentos, validac&o, analise qualitativa.
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ABSTRACT

Food allergies are a major public health problem worldwide, which occurs in all age groups, with a
higher incidence in children. Mediated by immune system, the food allergy is an adverse reaction that
occurs due to the presence of food allergens, which are mistakenly identified as a threat to the
organism. Since it is a pathology that has no cure, prevention is the best way to avoid the possibility of
allergic reactions in sensitive individuals, being the labeling an indispensable component for the
identification of allergens in food. Among the methods used for the detection of allergens the real-time
Polymerase Chain Reaction (real-time PCR) is able to identify the allergenic protein gene. This
method has high sensitivity and specificity, being currently used in the food area for the detection of
genetically modified organisms and allergens. Due to great demand by clients and consumers for
identification of allergens in foods, the aim of this study was to implement and validate the PCR
method in real time, from sensitivity, precision and robustness analysis. By this way, the qualitative
detection of eight allergens was tested in foods, such as celery, peanuts, hazelnuts, cashews,
walnuts, pistachio, sesame and soy, in the laboratory of SGS - Société Générale de Surveillance.
Among those allergens, it was possible to validate seven of them, demonstrating that the real-time

PCR method has high accuracy and sensitivity.

Keywords: Real-time PCR, allergens, food, validation, qualitative analysis.
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INTRODUCAO

Alergia alimentar € uma reacdo do organismo mediada pelo sistema imunitario. Em
individuos sensiveis, 0 sistema imune reage erroneamente a presenca de alguns alergénios
presentes naturalmente em alimentos, pensando que estes sédo perigosos ao organismo (Costa
et al., 2012; Pereira et al., 2008; Skypala et al., 2015).

Existem mais de 160 alimentos que podem causar alergias alimentares, porém 8
destes abrangem 90% das reacdes alérgicas, que séo o leite, ovos, peixes, crustaceos, frutos
de casca rija, amendoim, trigo e soja (FDA, 2010; Monaci e Visconti, 2009; Skypala et al.,
2015).

Globalmente, cerca de 220 a 250 milhdes de pessoas sofrem com alergia alimentar,
afetando a qualidade de vida, principalmente em relag@o as criancgas, faixa etaria em que ha
maior incidéncia (Fiocchi et al., 2011; Pereira et al., 2008). Esta patologia € considerada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como o quarto principal problema de saude publica do
mundo, devido a sua elevada incidéncia e pelo aumento da frequéncia em que as alergias
estdo afetar multiplos 6rgéos, elevando a morbilidade e os servicos de salude necessarios para
0 seu tratamento (Costa et al., 2012; Pawankar et al., 2011; Pereira et al., 2008).

Como ainda néo foi descoberta uma cura para as alergias alimentares, o ideal é evitar
gue ocorram reagfes alérgicas, eliminando da dieta de individuos sensiveis todos os alimentos
gue podem possuir na sua constituicdo ingredientes alergénicos. Isto é possivel gracas as
informacdes contidas nos rotulos dos alimentos, que em diversos paises possuem uma
legislagéo especifica para este tema (Costa et al., 2012; FDA, 2010; Monaci e Visconti, 2009;
Ramos et al., 2013).

Na Unido Europeia, os Regulamentos (UE) n°1169/2011 e n°828/2014 tornam
obrigatoria a indicacdo no rétulo de todos os auxiliares tecnoldgicos, ingredientes e seus
derivados que possuam na sua constituicdo cereais que contém gluten (superior a 20 mg/kg),
crustaceos, ovos, peixes, amendoim, soja, leite, frutos de casca rija, aipo, mostarda, sementes
de sésamo, tremoco, molusco e didxido de enxofre (sulfitos), sendo este Gltimo mencionado
apenas em concentragdes superiores a 10 mg/kg ou 10 mg/L.

A identificacdo dos alergénios alimentares é possivel a partir da dete¢do das proteinas
alergénicas ou pelo DNA (Melo, 2011). Dentro das metodologias utilizadas para detecao das
proteinas estdo os métodos imunolégicos como o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) e o LFD (Lateral flow devices), amplamente utilizados na industria alimentar, e o
método de separacdo de proteinas e peptideos, conhecido como espectrometria de massa
(Costa et al., 2012; Muller e Steinhart, 2007; Soares, 2012).

Em virtude de algumas limitagbes na detecao de proteinas, ha a possibilidade de
identificacdo de alérgenos pelo DNA, devido a sua maior estabilidade. O método utilizado para

este fim é a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que identifica o alergénio através da
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amplificacdo de um gene que codifica a proteina alergénica, até que se torne possivel
visualizar sua presenca (Costa et al., 2012; Ridley, 2015). Na area alimentar, o PCR ja é
utilizado na identificacdo de organismos geneticamente modificados e compostos alergénicos
(Contri, 2006; Melo, 2011).

Na Europa, o PCR é utilizado amplamente por érgaos de fiscalizacdo e controlo da
qualidade de alimentos. Isto porque mesmo que o alimento sofra diversas etapas de
processamento, 0 que pode constituir um obstaculo para o sucesso da reacdo, pois podem vir
a levar a clivagem aleatéria do DNA, o PCR ainda € um método considerado eficaz, por ter a
capacidade de amplificar pequenos fragmentos de DNA (Contri, 2006).

Dentro dos tipos de PCR que podem ser utilizados, o PCR em tempo real € o mais
aconselhado, pois além da sua elevada especificidade e seletividade, a amplificacdo e detecdo
de DNA ocorrem no mesmo local fisico, diminuindo significativamente o risco de contaminacao,
além disso, € um método que possibilita uma detecdo qualitativa ou quantitativa das
sequéncias de DNA (Costa et al., 2012; Espy et al., 2006; Higuchi et al., 1993; Novais et al.,
2004).

Entretanto, independentemente do método utilizado para detecdo de alergénios, é
necessario uma validacdo para os alimentos que serdo utilizados e alergénios a serem
detetados, com a finalidade de garantir a fiabilidade dos resultados obtidos (Soares, 2014).
Para a validac@o do método em PCR séo necessarias andlises de sensibilidade e robustez,
utilizadas para confirmar que a partir deste método é possivel detetar uma amostra positiva e
para fornecer a sua fiabilidade. Quando se utiliza o PCR em tempo real, é possivel aplicar uma
analise de precisdo, com o objetivo de avaliar se 0 método é capaz de fornecer resultados
constantes para a mesma amostra (Codex Alimentarius, 2010; Oliveira, 2009).

Com base nas necessidades de identificacdo de alergénios em alimentos, devido a
elevada procura por parte de clientes e consumidores, o objetivo do presente estudo foi
implementar e validar o método de PCR em tempo real para detecdo qualitativa de oito
alergénios em alimentos, sendo estes aipo, amendoim, aveld, caju, noz, pistachio, sésamo e
soja, por serem alimentos frequentemente relacionados com alergias alimentares e devido a

sua insercdo na elaboracdo de muitos alimentos industrializados.
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DESCRICAO DOS CAPITULOS

CAPITULO 1: SOCIETE GENERALE DE SURVEILLANCE

Este capitulo é destinado a uma descricdo breve da empresa em que foi desenvolvida a
componente préatica da tese. E realizada a caracterizacdo da empresa, incluindo os seus
valores, visdo e missdo, assim como 0s setores em que atua e a sua histéria centenaria, com

énfase na historia da SGS em Portugal e no laboratério presente em Lisboa.

CAPITULO 2: HIPERSENSIBILIDADE ALIMENTAR

Esta abordagem é necessaria para esclarecer conceitos acerca deste tema, evidenciando a
importancia da identificacdo de alergénios em alimentos, principalmente para rotulagem,
obrigatoria por legislagdo. Também tem como fung¢do informar de que forma ocorre o
desenvolvimento de uma alergia alimentar, fatores que estdo envolvidos, o aumento da

incidéncia, principais alimentos relacionados e sintomas gerados.

CAPITULO 3: METODOS DE DETECAO DE ALERGENIOS EM ALIMENTOS
Servindo como introducdo para o capitulo seguinte, este capitulo aborda os métodos mais
utilizados para detecéo de alergénios em alimentos, informando as vantagens e desvantagens

de cada um, além de indicar em que situa¢des 0 seu uso é mais ou menos aconselhavel.

CAPITULO 4: REAQAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Capitulo elaborado para elucidar em pormenor no que consiste este método, partindo desde o
principio, com a exposi¢cdo da sua histdria, seguido pelas areas em que € possivel a sua
aplicacdo, limitagBes e variacdes do método, com destaque para o PCR em tempo real e as

suas particularidades.

CAPITULO 5: IMPLEMENTACAO E VALIDACAO DO METODO

Etapa fundamental, que apresenta a metodologia aplicada para a realizagdo das analises e 0s
passos necessarios para a validagdo do método. Também € neste capitulo que estdo
presentes os resultados e discussfes das etapas de validagdo, com apresentacdo dos gréaficos

obtidos nas analises, para um melhor entendimento dos resultados.

CONCLUSAO
Apresenta resumidamente os pontos fundamentais desta dissertacdo, evidencia o cumprimento

dos objetivos iniciais e perspetivas futuras acerca do tema.
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1. SOCIETE GENERALE DE SURVEILLANCE

1.1 A EMPRESA

A SGS (Société Générale de Surveillance) (Figura 1.1) € uma empresa conhecida
mundialmente devido aos servi¢os realizados nas &reas de inspec¢édo, analise, verificacdo e
certificacdo (Gomes, 2012; SGS, 2014; SGS Portugal, 2016). Em dezembro de 2015 foi

estimado que esta empresa, em termos mundiais, possui aproximadamente 88 mil funcionarios

e 1.800 escritérios e laboratérios (Figura 1.2) (Bruman, 2016).

Figura 1.1: Logo da SGS (SGS Portugal,
2016).
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Figura 1.2: Quantidade atual de escritérios, laboratorios, MultiLabs e funcionarios da SGS
(Adaptado de Buman, 2016).

Esta empresa possui como visdo a pretensdo “de ser a organizacédo de servigcos mais
competitiva e mais produtiva do mundo”, tendo como misséo a prestacdo de servigos com

gualidade assegurada e como valores a paixao, integridade, espirito empreendedor e inovagao

(Gomes, 2012; SGS, 2015b).



Ana Julia Benites

1.2 HISTORIA

A fundagdo da SGS ocorreu a 12 de dezembro de 1878 em Franca, apos Henri
Goldstick constatar a necessidade de um representante para os exportadores de gréos a
granel, para verificacdo da quantidade e qualidade dos gréos na chegada ao porto, pois nesta
época, devido a elevada humidade, roubos e acidentes, a quantidade e qualidade dos graos
variava significativamente durante o transito. Com isto, formou uma parceria com Johann A.
Hainze, para realizar inspe¢fes em navios que carregassem gréos, tendo o inicio da SGS sob
o0 nome de Goldstiick e Hainze & C2 (Gomes, 2012).

A inovacdo realizada por esta empresa fez com que esta crescesse rapidamente,
sendo que em 1913 ja era responsavel pela inspec¢do de 21 milhdes de toneladas de gréos por
ano, tornando-se lider neste setor, com 45 escritérios espalhados pela Europa (Gomes, 2012;
SGS, 2014).

Em 1915 a sede da empresa passou de Paris a Genebra, na Suica, por este ser
considerado um pais neutro. E apenas em 19 de julho de 1919 a empresa foi registada com o

nome de SGS - Société Générale de Surveillance (Gomes, 2012; SGS Portugal, 2016).

1.2.1 SGS em Portugal

O inicio da SGS em Portugal foi em 1922 (Figura 1.3), ano em que comecou a ser
representada pela empresa Garland Leidley, sendo responsavel pela supervisdo de carga e
descarga de todos os navios. A expansdo dos negdécios no territorio portugués ocorreu em
1939, com a inspecado e analise de matérias-primas, minerais e metais, devido a aquisi¢do de
laboratérios na Europa (Gomes, 2012; SGS, 2014; SGS, 2015b).
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Figura 1.3: Publicacdo no Diario do Governo referente a constituicdo da SGS em Portugal
(Gomes, 2012).
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No final da década de 60, com o inicio da supervisdo de produtos petroquimicos em
Portugal, a SGS comeca a obter a sua prépria identidade, deixando de ser simplesmente uma
representacdo de Genebra (Gomes, 2012; SGS, 2014).

Na década de 70, firmou acordo com uma empresa de importagdo soviética para
realizar inspecdes na fabrica de industrias de calgado. A partir dai, a SGS passou a inspecionar
ndo apenas commodities, mas também produtos de consumo (Gomes, 2012).

Em 1980 a SGS expandiu-se mais ainda em Portugal, abrindo uma filial no Porto, em
virtude do aumento de trabalho, principalmente devido ao acordo firmado para a inspegéo pré-
embarque de importacdes angolanas, que eram expedidas na sua maioria a partir de Leixdes.
Esta foi uma grande empreitada para a empresa, visto que neste periodo cerca de 10% das
exportacdes portuguesas tinham como destino Angola, incluindo desde graneis
agroalimentares, minérios, petroquimicos, téxteis, alimentos a maquinas industriais (Gomes,
2012).

Atualmente, a SGS em Portugal possui mais de 230 funcionéarios diretos, divididos
pelos 8 escritérios presentes no continente e nas ilhas, 2 laboratérios e 2 entrepostos
aduaneiros (Figura 1.4) (SGS, 2013; SGS, 2015b), atuando em inspecdes, verificacbes
metroldgicas qualificadas, analises e ensaios e auditorias técnicas em diversas areas (SGS
Portugal, 2016).

Figura 1.4: Atual sede da SGS em Lisboa, reunindo todos os servicos da Grande Lisboa,
incluindo escritrios e SGS MultiLab.

1.3 COMPETENCIAS

Os principais servicos realizados pela SGS sdo inspecdo, testes, certificacdo e

verificagdo. Dentro dos servicos de inspecao esta a verificagcdo da qualidade e quantidade dos
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bens comercializados na etapa de transbordo. Os testes conduzidos permitem reduzir riscos,
garantir a qualidade e seguranca dos produtos. As certificacbes podem ser realizadas em
produtos, processos, servicos ou sistemas, com a finalidade de garantir o cumprimento das
legislacBes vigentes. Na verificacdo é assegurada a conformidade dos produtos e servicos
realizados pela SGS (SGS Portugal, 2016).

Dentro das areas de competéncia abrangidas por esta empresa estdo analises e
ensaios, formacdes, certificacdo e auditorias, supervisao de cargas e descargas nos portos,
entrepostagem aduaneira, seguranga alimentar, controlo de qualidade de produtos de
consumo, avaliagdo de aspetos ambientais, avaliacdo de riscos de salde e seguranca,
inspecao industrial, peritagem e averiguagéo do setor automobilistico (SGS, 2013).

No setor agroalimentar a SGS atua com base no principio “do prado ao prato com
qualidade e seguranga”, atuando na area de agricultura e pescas com analises da produgao,
de produtos, monitorizagdo e certificacéo, na inddstria alimentar com andlises microbiolégicas,
fisico-quimicas, nutricionais, sensoriais e de biologia molecular, acompanhamento de produto,
inspec¢bes na producao, auditorias de seguranca alimentar, certificacdo de produtos, da cadeia
produtiva e de sistemas, no transporte com supervisdo de cargas e descargas, no retalho e

restauracdo com analises de qualidade, auditorias, apoio técnico e certificacéo (SGS, 2015b).
1.4 LABORATORIOS EM PORTUGAL

Para apoiar os exportadores portugueses e atender com mais rapidez o0s prazos
estipulados pelos clientes foram abertos dois laboratérios pela SGS, o Laboratério Téxtil em
1983 no Porto e o Laboratorio Agroalimentar em 1988 em Lisboa (Figura 1.5), este dltimo

conhecido também como MultiLab (Gomes, 2012).

‘q-i) -f o

o

—

SGS MUI-TILAB Figura 1.5: Logo da SGS MultiLab

(Gomes, 2013).

No inicio da década de 90, devido a alteracao da legislacdo portuéria da concorréncia
no setor e devido a um grande nimero de isencdes de inspecdes pré-embarque das cargas
com destino a Angola, a SGS viu-se na obrigacdo de explorar novas estratégias para aumentar

a eficiéncia das operacgfes internas, ao mesmo tempo em que se buscava um aumento da
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diversificacdo do portfolio de servigos. Nesta estratégia de desenvolvimento foi oferecido

servicos laboratoriais, como auditoria e recolha de amostras para verificar questées de higiene

e qualidade, comec¢ando com clientes de grandes cadeias de Fast food, pastelarias, empresas

de distribui¢do e industrias transformadoras (Gomes, 2012).

Hoje em dia, o laboratério agroalimentar atua em diversas areas, devido ao aumento da

demanda, com uma equipe altamente qualificada (Figura 1.6). Possui laboratério acreditado na

area agroalimentar, de detergentes, cosméticos, produtos de higiene, dispositivos médicos,

ensaios ndo destrutivos, seguranga ocupacional e ambiental (Gomes, 2013; SGS Portugal,

2016).
SGSMultilab
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Figura 1.6: Organograma da SGS MultiLab Portugal (Adaptado de SGS, 2015a).
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2. HIPERSENSIBILIDADE ALIMENTAR

A hipersensibilidade é ocasionada pela ingestdo ou contato com alimentos ou aditivos
alimentares que pode ser caracterizada por alergia ou intolerancia alimentar. A alergia é
qguando had acéo do sistema imunitario, enquanto a intolerancia ndo ha agdo do sistema
imunitario (Fagundes Neto, 2009; Ispano et al., 1998; Skypala et al., 2015; Verd(, 2005).

2.1 INTOLERANCIA ALIMENTAR

A intoleréncia alimentar € causada por mecanismos ndo imunol6gicos, que provocam
efeitos adversos devido a uma caracteristica fisiolégica especifica do individuo, podendo ser
devido a alteracdes dos processos normais de digestédo e absor¢ao ou a substancias presentes
no alimento que causam algum tipo de irritacdo intestinal (Fagundes Neto, 2009; Verdu, 2005).

O mecanismo de acao pode ser por via enzimética, farmacoldgica ou indefinida. A mais
conhecida é a intolerdncia a lactose, causada por via enzimética, visto que em alguns
individuos ha uma deficiéncia na atuacdo da enzima lactase, responsavel pela quebra da
lactose em glicose e galactose (Ispano et al., 1998; NIAID, 2012; Ortolani e Pastorello, 2006;
Skypala et al., 2015).

A intolerancia farmacolégica pode ocorrer devido a atividade de algumas aminas
vasoativas presentes em alimentos, tendo como exemplo o vinho tinto. J& as de mecanismo
indefinido, como no caso de aditivos como sulfitos e glutamato monossaédico, sdo intolerancias
alimentares que ainda ndo se sabe o mecanismo de acdo (Ispano et al., 1998; Ortolani e
Pastorello, 2006).

Na Tabela 2.1 estdo descritos 0s principais sintomas provocados por intolerancia

alimentar.

Tabela 2.1: Principais sintomas provocados por intolerancias alimentares.
Local Sintomas
) _ Colica, ndusea, vomito, flatuléncia, dor abdominal, azia,
Trato gastrointestinal o L
diarreia, constipacéo
Pel Urticaria, dermatite atdpica, eczema, coceira, erupgoes
ele
cuténeas, acne
Sistema respiratorio Rinite, sinusite, asma
] Enxaqueca, mudanca de humor, depresséo, ansiedade,
Sistema nervoso central ) ) o
fadiga, hiperatividade

Sistema cardiovascular Hipertensao, taquicardia

12
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Tabela 2.1: Principais sintomas provocados por intolerancias alimentares (Continuacao).
Local Sintomas

Perda de peso, obesidade, retencao de agua, desnutrigéo,

Outros artrite, inflamacao nas articulagées, comprometimento do
crescimento e desenvolvimento de criancas
Fonte: Ortolani e Pastorello, 2006; Sousa, 2013; Tooke e Nelson, 2007; Vatn, 1997.

2.2 ALERGIA ALIMENTAR

A alergia alimentar ocorre quando o sistema imune reage erroneamente a presenca de
um antigeno, pensando ser um perigo ao organismo, e desta forma reage contra ele. Os
antigenos sdo compostos estranhos ao nosso organismo, que neste caso sdo os alergénios,
componentes especificos dos alimentos ou ingredientes adicionados aos mesmos, sendo
geralmente proteinas ou glicoproteinas (Granja, 2013; NIAID, 2012; Pereira et al., 2008; Ramos
et al., 2013; Skypala et al., 2015).

Um alergénio pode possuir um Unico epitopo, que se vai repetindo ao longo da cadeia,
ou varios epitopos diferentes (Sathe et al., 2005). Epitopo, também conhecido como
determinante antigénico, € a menor por¢ao do antigeno com potencial para gerar uma resposta
imune, pois é a area da molécula que se liga ao anticorpo, tornando possivel a interacao
antigeno-anticorpo (Lenz, 2004).

Algumas propriedades dos alergénios alimentares séo resisténcia as proteases, acidos,
coccdo e digestdo (Pereira, 2012). Alguns podem promover reagdes alérgicas apenas pelo
consumo, mas variando da sensibilidade do individuo e caracteristica do alergénio, podem
provocar reacdes alérgicas apenas pela inalagdo ou contato (Carrapatoso, 2004; Pilolli et al.,
2013).

A alergia alimentar normalmente desenvolve-se em duas etapas: a primeira e segunda
exposi¢do ao mesmo alergénio. Na primeira exposi¢cao ndo ocorrerd uma reacao adversa, pois
nesta etapa o organismo prepara-se para responder a uma segunda exposi¢éo, ai sim ocorrera
uma reagédo (NIAID, 2012).

Na primeira exposicdo ao alergénio ocorre a sensibilizagdo, tendo o organismo
detetado que o mesmo € um perigo, estimulando uma resposta imune primaria, produzindo
anticorpos IgE especificos ao alergénio consumido. Estes anticorpos séo transportados na
corrente sanguinea até se anexarem aos mastocitos e basofilos. Os mastocitos sao
encontrados em todos os tecidos do corpo, principalmente nas areas em que tipicamente
ocorrem reacdes alérgicas, ja os basofilos encontram-se no sangue e em tecidos em que
ocorrem inflamacao devido a reacao alérgica (NIAID, 2012; Valenta et al., 2015).

Na segunda exposicdo o alergénio liga-se aos anticorpos IgE, que por sua vez estdo
ligados aos mastdcitos e baséfilos, desencadeando a libertacdo de produtos quimicos como a

histamina e, dependendo de onde esses produtos sao libertados, € onde ocorrera a reagéo
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alérgica, tendo efeitos de grau moderado a grave (NIAID, 2012; Sathe et al., 2005; Valenta et
al., 2015; Woods, 1998).

A primeira exposi¢ao ao alergénio normalmente é através da ingestéo do alimento que
o contém, porém, dependendo do alimento, como no caso de amendoim, apenas o toque, uso
de produtos de pele que possuam amendoim na composi¢cdo ou até mesmo pela respiracéo,
em um local que contenha amendoins ou préximo a uma pessoa que o esteja consumindo, ja é
considerada uma primeira exposicédo (Fagundes Neto, 2009; NIAID, 2012). Além disso, o leite
materno pode transportar proteinas estranhas que sejam potencialmente alergénicas, podendo
causar alergias alimentares mesmo aos bebés que possuem uma dieta exclusivamente de leite

materno (Fagundes Neto, 2009).

2.2.1 Fatores relacionados ao desenvolvimento de alergias

alimentares

As alergias alimentares ainda ndo possuem uma etiologia clara, porém sabe-se que a
predisposi¢cdo genética, imaturidade do sistema imune de mucosas, altera¢des imunolégicas,
introducéo precoce de alimentos solidos antes dos quatro meses de idade e infe¢Bes sdo uns
dos fatores decisivos para o desenvolvimento desta doenca (Fagundes Neto, 2009; Pereira,
2012; Ramos et al., 2013; Sathe et al., 2005). Ou seja, deve se levar em consideracdo os
fatores genéticos e relagdo com o ambiente, que comeca a contar desde a gravidez (Fagundes
Neto, 2009).

De entre os fatores genéticos, a existéncia de alergia na familia, ndo necessariamente
alimentar, aumenta a possibilidade dos seus sucessores adquirirem alergia alimentar (NIAID,
2012). A probabilidade de uma crian¢a desenvolver alergia, tendo os dois pais algum tipo de
alergia, € de 70%, ja quando apenas o pai ou a mée possui alergia a probabilidade diminui para
33% (FSA, 2008).

Como fator ambiental, estima-se que o aumento de refeicbes feitas fora de casa e do
consumo de alimentos industrializados venha a aumentar a predisposicdo das pessoas ao
desenvolvimento desta doenca (Ramos et al., 2013).

Até meados do século XX, as criancas eram amamentadas exclusivamente por leite
materno e por um periodo de tempo maior. Porém, com o passar do tempo, a mulher foi sendo
incorporada no mercado de trabalho, com consequente diminuicdo do tempo de aleitamento
aos bebés, que foram apresentados a outros tipos de leites e férmulas preparadas
industrialmente cada vez mais cedo. A partir dessa altura, comecou a perceber o aumento do
desenvolvimento de alergias alimentares (Fagundes Neto, 2009).

A forma como os alimentos s&o introduzidos na alimentacdo, também possui uma
relagdo direta com o desenvolvimento de reacdes alérgicas alimentares. Os principais
alimentos que podem causar alergias sdo o ovo e leite de vaca, sendo este Ultimo uma das

alergias mais comuns em crianc¢as, que pode estar relacionado ao fato de este alimento ser um
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dos primeiros que possuem proteinas estranhas que é introduzido na dieta dos bebés (Vieira,
2015). Em relagdo a alergia a peixes e crustaceos, costuma desenvolver-se na fase adulta,
pois sao alimentos incorporados tardiamente na dieta (Pereira et al., 2008).

Os alimentos que sdo consumidos com maior frequéncia também estao relacionados
com um aumento de casos de reacdes alérgicas, como é exemplo o arroz, em que a alergia é
maior no Japédo do que nos Estados Unidos, e do bacalhau, que tem maiores casos de alergia

na Escandinavia do que nos Estados Unidos (NIAID, 2012).

2.2.2 Incidéncia

O numero de individuos que possuem alergias alimentares tem vindo a aumentar
consideravelmente, sendo a maior exposi¢do da populacdo a diversos alergénios alimentares,
um dos fatores a ser levado em consideracao (Miller e Steinhart, 2007; Pereira et al., 2008).

Devido ao aumento de incidéncia de alergia nas dltimas duas décadas, principalmente
em criangas, esta doenca € considerada um problema de salde significativo, pois estima-se
que 30 a 40% da populacdo mundial sofre com pelo menos algum tipo de alergia, que inclui
asma, rinite, a medicamentos, insetos, alimentos, entre outros. Também é um grave problema
para a salde, porque mais frequentemente as alergias estdo afetando mdultiplos 6rgaos,
elevando a morbilidade e os servigcos de salde necessarios para o tratamento (Pawankar et al.,
2011; Valenta et al., 2015).

Globalmente, cerca de 220 a 250 milh8es de pessoas sofrem com alergia alimentar,
afetando a qualidade de vida, principalmente em relacdo as criangas. Cerca de 11 a 26 milhfes
de individuos da populacdo europeia sofrem de alergia alimentar, porém este € um nimero
aproximado, devido a nem todos os casos de alergia serem reportados a organismos de salde,
além do que muitos que possuem apenas intolerancia alimentar podem sofrer um diagnéstico
erroneo (Fiocchi et al., 2011; Nunes et al., 2012).

Considerando os 2 a 4% da populacdo mundial que sofrem deste problema, as
criangas sdo o grupo mais afetado, podendo chegar até 8% de incidéncia, sendo que em
adultos, esta estimativa baixa para 1 a 2% (Costa et al., 2012; Fagundes Neto, 2009; Fiocchi et
al., 2011, Pereira et al., 2008; Ramos et al., 2013; Valenta et al., 2015).

Em lactentes e criancas os alimentos que mais ocasionam reacfes alérgicas
alimentares sdo os ovos, leite, amendoim, frutos de casca rija e trigo. JA em adultos, os
alimentos mais comumente relacionados a esta doenca sdo crustaceos, amendoim, frutos de
casca rija e peixe (NIAID, 2012; Valenta et al., 2015).

As alergias desenvolvidas na infancia, como a ovos e leite, costumam desaparecer
apos alguns anos, com exce¢do do amendoim. J& quem possui uma alergia desenvolvida na
fase adulta permanece com ela durante a vida toda (Fagundes Neto, 2009; NIAID, 2012;
Pereira et al., 2008; Pomés et al., 2003; Ramos et al., 2013).
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2.2.3 Tipos de reacdes

As alergias alimentares podem ser divididas de acordo com a reacdo: mediada por
imunoglobulina E (IgE), ndo mediada por IgE ou mista (Costa et al., 2012; Ispano et al., 1998;
Ramos et al., 2013).

As reagBes mediadas por IgE sdo as mais comuns. Acontece quando ocorre a
producdo de anticorpos IgE, seguida pela libertacdo de substancias quimicas como histamina,
causando os sintomas classicos de alergia, que ocorrem em apenas alguns minutos ou poucas
horas depois da exposi¢do a proteina alergénica (Costa et al., 2012; Fiocchi et al., 2011; NIAID,
2012; Ramos et al., 2013; Skypala et al., 2015).

As rea¢Bes ndo mediadas por IgE ndo possuem participacdo dos anticorpos IgE, mas
sim dos linfécitos T e das imunoglobulinas do tipo G, afetando principalmente a mucosa
gastrointestinal, sendo raramente fatais. Nestas reacdes, diferente das mediadas por IgE, os
sintomas aparecem somente depois de 24 a 48 horas ap0s a exposi¢do ao alergénio (Costa et
al., 2012; Fiocchi et al., 2011; Pereira et al., 2008; Ramos et al., 2013; Skypala et al., 2015).

Ja as mistas ocorrem devido tanto a a¢do dos anticorpos IgE quanto as células do
sistema imunoldgico, caracterizadas por sintomas gastrointestinais de natureza cronica
(Fagundes Neto, 2009; Ramos et al., 2013).

2.2.4 Sintomas

Os sintomas provenientes de alergias alimentares podem variar devido a sensibilidade
da pessoa ao alergénio, a quantidade de alergénio que o individuo foi exposto, a forma como o
mesmo entrou no organismo e em que partes do organismo as substancias responséaveis pela
reacao alérgica sao libertadas (NIAID, 2012; Ramos et al., 2013).

Um exemplo da variabilidade de sintomas é a alergia ao leite de vaca, que em alguns
individuos pode ocasionar problemas no intestino, causando diarreia, vomitos e dores
abdominais; na pele, causando erupg8es cutaneas, edemas e urticarias ou até nas vias aéreas.
Além disso, ainda existem individuos em que as substancias quimicas séo libertadas em todo o
corpo, ocasionando uma reacgéo alérgica sistémica, conhecida como anafilaxia (Ramos et al.,
2013).

A anafilaxia € um sintoma grave da reacdo alérgica, que caso nao seja tratada
imediatamente pode ser fatal, pois abrange diversas rea¢cdes que podem ocorrer com diversas
combinagcbes, como inchaco e vermelhiddo na pele, corrimento nasal e espirros, prurido e
inchagco na boca e garganta, dificuldade de engolir e rouquidéo, tosse, diminuicdo da pressao
arterial, vomitos, diarreias, tonturas, desmaios e obstrucao das vias aéreas (FDA, 2010; NIAID,
2012).

O trato digestivo, pele e sistema respiratorio sao os locais do organismo mais afetados

por alergias alimentares (Fagundes Neto, 2009).
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As manifestacdes podem ser de moderadas a graves, podendo abranger apenas um
sintoma caracteristico ou uma combinacao destes (Nunes et al., 2012). Na Tabela 2.2, estédo

descritos os principais sintomas ocasionados por alergias alimentares.

Tabela 2.2: Principais sintomas provocados por alergias alimentares.

Local Sintomas
Prurido, urticaria, vermelhidao, inchaco, eczema, erupcdes
Pele cuténeas, dermatite atépica, angioedema
Olho Prurido ocular
Nariz Espirros, corrimento nasal, nariz entupido
Boca Prurido, formigamento, inchago dos labios e/ou lingua
Prurido, sensac¢éo de aperto, dificuldade em engolir,
Garganta

rouquiddo, inchaco da garganta e cordas vocais
) o Falta de ar, tosse, chiado, dor no peito, sensacéo de aperto,
Sistema respiratério n
asma, rinite
Sistema cardiovascular Diminuicdo da pressao arterial, taquicardia, arritmia cardiaca
] Tontura, irritabilidade, ansiedade, confusdo mental, perda da
Sistema nervoso central o
consciéncia
Vémito, nausea, diarreia, colite, gastroenterite, dor
Trato gastrointestinal abdominal, flatuléncia, regurgitacéo, constipacao, sangue
nas fezes, anemia ferropriva
Sistémico Anafilaxia
Fonte: Besler, 2001; FDA, 2010; Fiocchi et al., 2011; NIAID, 2012; Nunes et al., 2012; Pereira,

2012; Sathe et al., 2015; Taylor e Hefle, 2001; Valenta et al., 2015.

2.2.5 Alimentos envolvidos

Existem mais de 160 alimentos que podem causar alergias alimentares, porém apenas
oito destes abrangem 90% das reacbes alérgicas, que sdo leite de vaca, ovos, peixes,
crustaceos, frutos de casca rija, amendoim, trigo e soja (Costa et al., 2012; FDA, 2010; Nunes
et al., 2012; Pereira et al., 2008; Ramos et al., 2013; Skypala et al., 2015).

Dentro destes alimentos, os frutos de casca rija e 0 amendoim sdo 0s responsaveis por
causar reacbes adversas graves com maior frequéncia, como a anafilaxia (Costa et al., 2012;
Pomés et al., 2003).

Na tabela 2.3 estdo presentes os alimentos que devem ser excluidos da alimentacao
devido a reacdes adversas ocasionadas pelos oito alimentos mais responsaveis por alergias

alimentares.
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Tabela 2.3: Alimentos que devem ser excluidos da dieta devido a reacBes adversas
provocadas pelos oito alimentos mais comumente relacionados com alergias alimentares.

Alergia Alimentos

Leite de vaca, de cabra, de ovelha, leite condensado, em po,

Leite desnatado e evaporado, queijo, requeijao, iogurte, natas,
manteiga, papas lacteas e chocolate
Ovos de galinha, codorniz, peru, avestruz e pata, clara e gema do

ovo ovOo e ovo em po

Couscous, farinha, farelo e floco de trigo, massas, pées, tosta,
Trigo flocos de cereais, gelados com biscoitos ou bolachas, chocolate

Amendoim e frutos de

com bolachas, papas lacteas e nao lacteas

Amendoim, améndoa, aveld, coco, caju, noz, pinh&o, pistachio

casca rija

Caranguejo, lagosta, mexilhdo, camardo, ostras, lulas, ameijoas,

Crustaceos

polvo, chocos, marisco e siri

Atum, truta, salmao, sardinha, arenque, enguia, cavala, linguado,

Peixe

Soja

Soja e derivados

Fonte: Nunes et al., 2012; Thompson, 2014.

pescada, galo, nero, cherne, garoupa e corvina

No presente estudo, apenas oito alimentos seréo avaliados, sendo estes descritos com

mais detalhes na Tabela 2.4.

Tabela 2.4: Alimentos avaliados no presente estudo com 0s seus respetivos alergénios, tipos
de reacBes e 0s sintomas caracteristicos.

Alimento Alergénio
Aipo Apig 1, Apig 2, Api
(Apium g 3, Api g 4, Api g 5,

graveolens) Apig6

Arah 1, Arah 2, Ara
h3,Arah4, Arahb5,
Arah 6, Arah 7, Ara

Amendoim
) h8,Arah9, Arah
(Arachis
10, Arah 11, Ara h
hypogaea)

12, Arah 13, Ara h
14, Ara h 15, Ara h

16, Arah 17

Tipo de

~ Sintomas
reacao
Gastrointestinais,
i respiratorios,
Mediada ;
cardiovasculares, na
por IgE
pele, boca e
sistémicos
Gastrointestinais,
) respiratoérios,
Mediada ]
cardiovasculares, na
por IgE ]
pele, nariz e
sistémicos

Referéncias

Ballmer-Weber et
al., 2000; Knulst e
Warner, 2014;
Qualfood, 2011;
WHO/IUIS, 2016.

Al-ahmed et al.,
2008; Oliveira e
Solé, 2012; NFSMI,
2014; Woods,
1998; WHO/IUIS,
2016.
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Tabela 2.4: Alimentos avaliados no presente estudo com 0s seus respetivos alergénios, tipos
de reacdes e os sintomas caracteristicos (Continuacao).

Alimento

Aveld
(Corylus

avellana)

Caju
(Anacardium
occidentale)

Noz

(Juglans

regia)

Pistachio
(Pistacia

vera)

Sésamo
(Sesamum

indicum)

Soja
(Glycine

max)

Alergénio
Coral, Cora?2, Cor
a8, Cora9, Cora
11, Cora 12, Cor a
13, Cora 14

Anaol, Anao 2,
Anao 3

Jugril,Jdugr?2,Jdugr
3,Jugr4

Pisv 1, Pisv 2, Pisv
3,Pisv4,Pisvb

Sesil, Sesi 2, Ses i
3,Sesi4,Sesib,
Sesib, Sesi7

Gly m 3, Gly m 4, Gly
m5, Glym 6, Glym
7,Glym 8

Tipo de
reacao

Mediada
por IgE

Mediada
por IgE

Mediada
por IgE

Mediada
por IgE

Mediada
por IgE

Mediada
por IgE

Nao
mediada
por IgE

Sintomas

Gastrointestinais,
respiratérios, na pele

e sistémicos

Gastrointestinais,
respiratérios, na pele
e sistémicos
Respiratorios, na
pele, boca e
sistémicos
Gastrointestinais,
respiratorios,
cardiovasculares, no
sistema nervoso, na
pele, boca e
sistémico
Gastrointestinais,
respiratérios, no
sistema nervoso, na
pele, boca e
sistémicos
Gastrointestinais,
respiratorios,
cardiovasculares, na

pele e sistémicos

Gastrointestinais e
na pele

Referéncias

Besler et al.,
2001a; Melo, 2011;
WHO/IUIS, 2016.

Davoren e Peake,
2005; Valk et al.,
2014.

Manchester, 2006;
WHO/IUIS, 2016.

MT, 2014;
Noorbakhsh et al.,
2011; Porcel et al.,

2006.

Besler et al.,

2001b; Fox e

Clarke, 2014;
Steinman, 2012.

Besler et al., 2000;
Warner e Meyer,
2014; WHO/IUIS,

2016.

Na Tabela 2.4, a nomenclatura utilizada para denominacgéo dos alergénios é constituida

por dois termos seguida de um numero. O primeiro termo do alergénio € proveniente do

género, seguido pela primeira letra da espécie, jA 0 nimero esta relacionado com a ordem

cronolégica de purificagédo do alergénio (Melo, 2011).
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2.2.6 Reatividade cruzada

Compreender as alergias alimentares implica também o conhecimento das reatividades
cruzadas que podem ocorrer entre os alimentos. Estudos nesta area indicam que individuos
gue possuem alergia a um alimento de determinada familia, pode vir a ter alergia a outros
alimentos da mesma familia devido as suas semelhancas estruturais (Blanco, 2002; Nunes et
al., 2012; Pereira et al., 2008).

Os anticorpos possuem elevada especificidade, porém, sabe-se que um mesmo
anticorpo IgE pode reconhecer diferentes antigenos, através do principio de que o anticorpo
reconhece uma cadeia curta de aminoacidos do antigeno, desta forma, se duas proteinas
possuem a constituicdo de aminoacidos semelhantes, € muito possivel que possa existir uma
reatividade cruzada entre elas (Blanco, 2002; Pereira, 2012; Ramos et al., 2013).

Os alimentos mais associados a reatividades cruzadas s8o 0s crustaceos, peixes,
legumes, frutos secos, frutas rosaceas e cereais. Logo, quando um individuo possui alergia a
um alimento que sabe-se que pode haver reatividade cruzada com outros alimentos da mesma
familia, aconselha-se a eliminacdo da dieta destes outros alimentos, pois 0 seu consumo pode
desencadear uma reacao idéntica a que ocorreria se houvesse o consumo do alimento que
possui o0 alergénio alimentar original (Blanco, 2002; Carrapatoso, 2004; Granja, 2013).

No que respeita aos crusticeos, as caracteristicas estruturais sdo tdo semelhantes que
um individuo que possui alergia a algum crustaceo possui cerca de 75% de probabilidade de
possuir reacao alérgica a uma segunda espécie de crustaceo. Quanto aos peixes, as hipoteses
de possuir sensibilidade a uma segunda espécie da mesma familia é de 50% (Carrapatoso,
2004).

2.2.7 Prevencao

Embora a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) afirme que as alergias alimentares
sdo consideradas o quarto problema de saude publica, ainda ndo existem tratamentos efetivos
para o combate desta doenca, no entanto, é possivel durante uma crise alérgica controlar os
sintomas manifestados através da administracdo de medicamentos (Costa et al., 2012; Pilolli et
al., 2013; Ramos et al., 2013).

Para prevenir o desenvolvimento de alergias alimentares, o aleitamento exclusivamente
materno nos primeiros meses de vida é fundamental, assim como a introducdo tardia de
alimentos sélidos relacionados com alergias a dieta do bebé, pois estudos indicam que a
introducéo tardia induz a tolerancia (Pereira et al., 2008).

Recomenda-se a adi¢do de ovos, produtos a base de soja e peixes somente apos 0
primeiro ano de vida, e amendoim apds os trés anos de idade (Pereira et al., 2008).

O leite materno pode transportar proteinas estranhas, que sejam potencialmente

alergénicas, desta forma, a lactante deve eliminar ou reduzir o consumo de alimentos que
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possam conter alergénios. Porém, esta é ainda uma recomendacdo controversa, visto que
alguns autores afirmam que as restricdes durante a gravidez sdo ineficazes para a prevencao
de alergias (Fagundes Neto, 2009; Vieira, 2015).

Para evitar que ocorram reacdes alérgicas, os individuos que possuam sensibilidade a
determinado alergénio devem eliminar da sua dieta, todos os alimentos e derivados deste, que
podem possuir na sua composicdo este composto. Além disso, devem evitar consumir
alimentos que sao suscetiveis a causar reatividade cruzada (Costa et al., 2012; Cucu et al.,
2015; FDA, 2010; Linacero et al., 2016; Ramos et al., 2013).

2.3 LEGISLACAO

Uma maneira de evitar que individuos sensiveis consumam alimentos que possuam
alergénios é através da rotulagem, uma ferramenta utilizada para informar sobre todos os
constituintes presentes no alimento, inclusive os alergénios, sendo esta a forma mais eficaz
para evitar que ocorram reacdes alérgicas (Besler, 2001; Costa et al., 2012; FDA, 2010; Monaci
e Visconti, 2009).

Segundo os Regulamentos da Unido Europeia n°1169/2011 e n°828/2014, é obrigatdria
a indicacdo no rotulo de todos os auxiliares tecnolégicos, ingredientes e seus derivados, que
possuam efeito alergénico ou de intolerancia alimentar, sendo realgados no texto, para que se
possam distinguir dos restantes ingredientes. Se estiverem presentes nos alimentos, o0s
alergénios que devem constar no rétulo sdo cereais que contém glaten (superior a 20 mg/Kg),
crustaceos, ovos, peixes, amendoins, soja, leite, frutos de casca rija, aipo, mostarda, sementes
de sésamo, tremoco, molusco e diéxido de enxofre (sulfitos), sendo este dltimo mencionado

apenas em concentracdes superiores a 10 mg/kg ou 10 mg/L.
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3. METODOS DE DETECAO DE ALERGENIOS EM ALIMENTOS

Os métodos para detegdo de alergénios em alimentos podem ser divididos em dois
grupos: detecdo de proteinas e de DNA (Melo, 2011; Soares, 2014). Sendo que no grupo de
detecdo de proteinas ainda hd uma segunda divisdo, entre os métodos imunoldgicos e de
separacao de proteinas (Pérez, 2013; Soares, 2014).

Os métodos imunolégicos sdo baseados nos anticorpos similares aos que causam
reacdes alérgicas nos humanos, como o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e LFD
(Lateral Flow Devices), sdo amplamente utilizados devido a elevada especificidade e
sensibilidade dos anticorpos (Besler, 2001; Monaci e Visconti, 2010). JA& o método de
separacao de proteinas é o de espectrometria de massa, um método baseado na separacgéo
das proteinas e seus fragmentos devido a diferencas de tamanho e carga (Melo, 2011; Pérez,
2013; Ridley, 2015).

Quanto a detecdo de DNA, o método utilizado € o PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase), que é capaz de amplificar o gene codificante da proteina alergénica, tornando
possivel a sua identificacdo (Melo, 2011; Ridley, 2015).

Com excecdo do glaten, que possui como método de detecdo oficial o ELISA, para a
detecdo dos demais alergénios alimentares ndo existe um método oficial. Isto porque nem
todos os métodos possuem resultados fidveis para todos os tipos de alimentos, deste modo, a
escolha do método deve levar em consideracdo alguns fatores, como o tipo de alimento que se
deseja analisar, os possiveis alergénios que serdo procurados e 0s custos das analises (Costa
et al., 2012; Monaci e Visconti, 2010; Soares, 2012).

Independente do método utilizado, é necessario uma validagéo para os alimentos que
serdo utilizados e alergénios a serem detetados, para garantir a fiabilidade dos resultados
(Monaci e Visconti, 2010; Soares, 2014).

3.1 METODOS IMUNOLOGICOS

O método ELISA é imunoenzimatico, ou seja, € um teste que deteta anticorpos
especificos, sendo possivel detetar e quantificar os alergénios presentes nos alimentos
analisados a partir da interagéo entre anticorpo e antigeno. E utilizado amplamente na industria
alimentar na forma de kits (Figura 3.1), sendo necessério equipamento especifico para a leitura
da absorbéancia final (Costa et al.,, 2012; Melo, 2011; Montserrat et al., 2015; Pérez, 2013;
Soares, 2012; Soares 2014).
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Figura 3.1: Exemplo de kit ELISA utilizado para detecé@o de alergénios em alimentos (Novus
Biological, 2016).

Possui como vantagens a sua elevada especificidade e sensibilidade, sendo um
método rapido e simples de ser executado, de baixo custo, com elevado rendimento e
capacidade de obtencéo de resultados quantitativos (Besler, 2001; Soares, 2014).

Porém, apesar da sua grande utilizagédo, este método possui fiabilidade limitada, por
possuir elevada suscetibilidade a reatividade cruzada com proteinas ndo alvo. E também
devido a ter como alvo a dete¢do direta de proteinas, que possuem como caracteristica baixa
resisténcia a variagcbes de pH e temperatura, tornando-as altamente suscetiveis a
desnaturacdo devido as diversas etapas de processamento que um alimento pode passar,
comprometendo a sua detecdo devido a alteracdo da estrutura proteica, que seria detetavel
pelo anticorpo (Costa et al., 2012; Cucu et al., 2015; Linacero et al., 2016; Soares, 2012). Uma
outra limitacéo é a dete¢do de somente um alergénio por teste, ou seja, caso o alimento tenha
a possibilidade de conter 4 alergénios distintos, serdo necessarios 4 testes, aumentando o
custo e tempo de andlise (Pérez, 2013; Pilolli et al., 2013).

O método ELISA é ideal quando o objetivo é obter resultados quantitativos, para
validacdo de procedimentos de higienizagdo, como em andlises ambientais, de aguas de
lavagem, também utilizado em ingredientes, produtos finais e para confirmacdo de outros
métodos que possuam menor sensibilidade e especificidade como o LFD (Pérez, 2013; Soares,
2014).

O LFD é outro método amplamente utilizado, sendo este uma versdo simplificada do
meétodo ELISA (Costa et al., 2012; Koizumi et al., 2014; Soares, 2014). Os dispositivos LFD s&o
fitas ou tiras reativas (Figura 3.2) que realizam a detecéo do alergénio qualitativamente a partir

do principio de imunocromatografia. E um teste colorimétrico, constituido por uma linha
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controlo, que comprova a validagdo do método, e uma linha de teste, que ira identificar a

presenca ou auséncia do alergénio (Pérez, 2013; Soares, 2014).

Figura 3.2: Dispositivo LFD para detecdo de alergénios em alimentos (Alfa Scientific, 2016).

O LFD é um método sensivel, rapido, de baixo custo, de simples execucdo e nao
necessita de equipamentos especificos para a sua utilizagdo (Costa et al., 2012; Melo, 2011;
Monaci e Visconti, 2010). Porém, somente consegue obter resultados qualitativos,
necessitando de outros métodos para confirmacéo dos resultados obtidos (Melo, 2011; Pérez,
2013).

E tipicamente utilizado para verificacbes de rotina de amostras ambientais e
procedimentos de higienizacdo, na triagem de alimentos e em produtos acabados (Melo, 2011;
Pilolli et al., 2013; Soares, 2014). Sendo recomendado, uma analise de ELISA periodicamente

para confirmacédo de resultados (Pérez, 2013).

3.2 ESPECTROMETRIA DE MASSA

Dentro dos métodos citados, a espectrometria de massa € o mais recomendado para
identificar as proteinas alergénicas em alimentos. Em conjunto com a cromatografia gasosa
(Figura 3.3) ou liquida, este método € capaz de identificar proteinas e peptideos com base na
sua massa e carga de ides, através de um bombardeamento das moléculas por um feixe de
eletrbes com elevada energia, promovendo a separagdo dos ides pela razdo massal/carga
(Costa et al., 2012; Monaci e Visconti, 2009; Soares, 2012; Soares, 2014).
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Figura 3.3: Cromatdgrafo gasoso acoplado com um espectrometro de massa para andlise de
alergénios em alimentos (Elca Laboratories, 2016).

Apbs a espectrometria de massa, o espectro obtido é analisado a partir de uma base
de dados que contém varias sequéncias proteicas, para proceder a sua identificacdo (Melo,
2011).

Este método possui elevada sensibilidade e especificidade na detecdo de multiplos
alergénios em uma Unica analise. Além disso, o resultado da analise € mais preciso, pois ndo é
afetado por processos de fabricacgao, isto devido a identificac@o do alergénio ser realizada com
base na sequéncia de aminoacidos e ndo na estrutura em si da proteina, tornando possivel a
identificacdo de proteinas com a estrutura modificada. Sendo assim, este € um método
recomendado quando os alimentos a serem analisados passaram por diversas etapas de
processamento (Melo, 2011; Monaci e Visconti, 2009; Soares, 2012).

Porém, apesar das vantagens apresentadas, a complexidade na sua execucéo,
necessidade de aquisicdo de equipamentos com elevado custo e a exigéncia de pessoal
altamente treinado séo fatores que limitam a sua escolha (Arnaud, 2012; Costa et al., 2012;
Koizumi et al., 2014; Melo, 2011; Soares, 2014).

Por ser um método com um custo muito elevado, é utilizado na maioria das vezes para
confirmagdo de resultados obtidos a partir de outros métodos, como um mecanismo de

confirmacédo secundario (Pérez, 2013; Soares, 2014).

3.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

O método de biologia molecular utilizado para detecao de alergénios em alimentos é o

PCR (Figura 3.4), baseado na detecdo de DNA. A identificacdo do alergénio é realizada
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através da amplificagdo de um gene que codifica a proteina alergénica (Melo, 2011; Monaci e
Visconti, 2010; Ridley, 2015; Soares, 2014).

Este método visa a extracdo do DNA e a sua amplificacdo, partindo do principio da
separacao das duplas cadeias de DNA, com posterior hibridacao dos primers, que irdo ligar-se
aos locais complementares da cada cadeia simples, para que ocorra a amplificacdo. Desta
forma, o gene sera amplificado por uma enzima termorresistente, até que se torne possivel
visualizar a sua presenca, através da geracao de fluorescéncia (Besler, 2001; Costa et al.,
2012; Ridley, 2015).

Figura 3.4: Método de PCR para analise
de alergénios em alimentos (UAB, 2011).

O PCR é uma otima alternativa para analise de alimentos processados, pois as
diversas etapas de processamento podem ocasionar a desnaturacdo das proteinas, tornando
limitantes os métodos que as identificam. A desnaturacdo pode gerar novos epitopos, que
podem impedir a correta identificacdo de proteinas pelas técnicas mencionadas anteriormente.
Deste modo, a andlise ao DNA é uma alternativa mais estavel do que as proteinas (Costa et
al., 2012; Linacero et al., 2016; Soares, 2012).

Como vantagens, este método possui uma rapida detegéo, elevada sensibilidade e
especificidade, podendo ser um substituto do método ELISA quando este ndo esta disponivel,
ou quando os seus resultados sao questionaveis, como no caso da presenca de proteinas
hidrolisadas (Costa et al., 2012; Soares, 2014).

Em alguns casos, os testes de detecdo de DNA sdo mais indicados do que o ELISA.
Isto acontece quando é necessario indicar no rétulo, os alergénios presentes, pois Kkits
comerciais de ELISA ndo conseguem distinguir, por exemplo, améndoas e sementes de
damasco, além disso, o0 PCR é o0 mais indicado para a detecdo de nozes, pois tem capacidade
de diferenciar as espécies de nozes presentes (Arnaud, 2012).

Dentro das suas limitagfes estdo o elevado preco dos equipamentos, a instabilidade do
DNA, que por mais que seja uma molécula estavel, em meios acidos, como no caso do extrato
de tomate, torna-se altamente instavel, a necessidade de uma area isolada somente para estas

analises e a divergéncia no resultados da presenca/auséncia de alergénios, pois a auséncia de
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DNA nédo necessariamente indica a auséncia da proteina alergénica e vice-versa (Costa et al.,
2012; Linacero et al., 2016; Soares, 2014). A detecdo do DNA e ndo da proteina alergénica, é
questionada por alguns autores, pois a presenca de DNA ndo tem necessariamente relagdo

direta com a quantidade de alergénio no alimento (Costa et al., 2012; Soares, 2014).
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4. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

4.1 HISTORIA

O método de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é proveniente do inglés
Polymerase chain reaction (Novais et al., 2004). Foi descrito pela primeira vez por Saiki em
1985, porém necessitava de uma grande quantidade de enzimas em cada ciclo de amplificacao
do DNA. Quem inovou este método foi Kary Mullis em 1987, que aumentou a facilidade de
execucdo da técnica conseguindo a especificidade na cépia de segmentos especificos. Além
disso, introduziu o conceito de primer, a utilizacdo da DNA polimerase termoestavel e também
foi o responsavel pelo desenvolvimento dos termocicladores, equipamentos para
automatizagcdo do método (Contri, 2006; Nelson e Cox, 2004; Vieira, 2002a).

Entretanto, o desenvolvimento deste método por Mullis sé foi possivel devido a alguns
elementos essenciais para o seu funcionamento ja serem conhecidos. Como as enzimas
endonucleases de restricdo, descobertas nos anos 70, que sdo capazes de cortar a cadeia de
DNA (Figura 4.1) em pontos especificos, tornando mais facil o isolamento de segmentos de
DNA que possuam o gene de interesse. Nesta época, o0s cientistas estudavam o DNA
utilizando endonucleases e sondas de oligonucleotideos, sendo estes constituidos por uma
pequena cadeia de bases de nucleotideos especificamente ordenados, tendo como funcao

hibridar com a sequéncia de nucleotideos da cadeia simples de DNA (Mullis, 1990).

Figura 4.1. Representacdo da estrutura do DNA que possui duas cadeias constituidas por
nucleotideos, sendo uma complementar a outra (Adaptado de Mullis, 1990).

Outro elemento essencial foi a enzima DNA polimerase, descoberta em 1955 por Arthur

Kornberg da Universidade de Stanford e seus associados. Esta enzima apresenta diversas
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funcgBes, inclusive a capacidade de reparacdo e replicacdo do DNA, pois possui a capacidade
de alongar um nucleotideo denominado primer anexando um nucleotideo adicional na posicéo
3'. Porém, o primer hibrida apenas a uma cadeia complementar denominada como molde.
Desta forma, o nucleotideo que a enzima anexa sera complementar a base da posicao
correspondente na cadeia molde (Mullis, 1990).

Devido a grande repercussdo do PCR, Mullis ganhou o Prémio Nobel de Quimica em
1993 (Nobel Prize, 2014).

Ja o PCR em tempo real foi uma melhoria do método tradicional, por possuir maior
sensibilidade. Foi desenvolvido em 1993 por Higuchi e colaboradores que utilizaram uma
camara de video para monitorizar a amplificacdo de DNA ao longo do processo. A camara
possuia a capacidade de detetar a acumulagédo da cadeia dupla de DNA na reacdo de PCR,
através de imagens que mostravam a fluorescéncia do brometo de etidio. Partindo do principio
gue a acumulacao de fluorescéncia durante a reacdo era considerada diretamente proporcional
ao numero de cépias de DNA, quanto menor a quantidade de ciclos necessarios para gerar a
fluorescéncia detetavel, maior seria a quantidade da sequéncia de DNA alvo presente na
amostra (Higuchi et al., 1993).

4.2 APLICACAO

Este método permitiu que a biologia molecular ampliasse a sua area de atividade para
a medicina, agricultura e biotecnologia (Cavalcanti et al., 2008), sendo desde entéo
amplamente utilizado devido & sua capacidade de amplificar sequéncias de DNA partindo de
guantidades muito reduzidas (Contri, 2006).

Através do PCR, a biologia molecular conseguiu obter avancos importantes, pois
através deste método tornou-se possivel realizar o estudo da genética molecular como o
sequenciamento do genoma, a rapida detecdo da paternidade, doencas hereditarias, andlise
de sequéncias bacterianas, virais e de protozodrios, patdgenos em alimentos e de produtos
transgénicos (Cavalcanti et al., 2008; Contri, 2006; Novais et al., 2004).

No caso dos microrganismos, devido a elevada especificidade e sensibilidade, o PCR
em tempo real é ideal para o diagnéstico de doencas infeciosas, pois possui a capacidade de
detetar mutagBes nos microrganismos, que os tornam resistentes a antibiéticos (Silva et al.,
2007).

Outro campo onde pode ser amplamente utilizado devido a sua elevada sensibilidade &
na medicina forense, pois através de pequenas quantidades de sangue e tecido que poderdo
conter apenas uma unica célula é possivel identificar o DNA referente a uma determinada
pessoa (Novais et al., 2004).

Na area alimentar, o PCR ja é utilizado na identificacdo de organismos geneticamente

modificados e compostos alergénicos (Contri, 2006; Melo, 2011).
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Na Europa, o PCR é utilizado amplamente por érgédos de fiscalizagdo e controlo de
qualidade de alimentos. Isto porque mesmo que o alimento sofra diversas etapas de
processamento, 0 que constitui um obstaculo para o sucesso da reacdo porque pode levar a
clivagem aleatéria do DNA, o PCR ainda é um método considerado eficaz, por ter a capacidade
de amplificar pequenos fragmentos de DNA (Contri, 2006).

4.3 FUNDAMENTOS

O PCR é um método que amplifica “in vitro” sequéncias especificas de DNA, sendo
possivel a amplificacdo de uma Unica molécula em 100 bilides de moléculas idénticas, durante
algumas horas (Cavalcanti et al., 2008; Mullis, 1990). Para que isto seja possivel, este método
consiste em trés etapas: desnaturacao da cadeia dupla de DNA, a partir da quebra das pontes
de hidrogénio que ligam as cadeias; posteriormente ocorre a hibridagdo, em que os primers se
ligam na cadeia simples de DNA e por fim ocorre a amplificagdo, promovida pela enzima de
amplificacdo (Arruda, 2007).

Para a reacdo ocorrer, € necessario partir de um DNA molde, extraido de uma
determinada amostra ou de uma amostra de RNA, que a partir da transcriptase reversa é
convertida a cDNA, que é o DNA complementar. E para que 0 processo ocorra corretamente,
espera-se que o acido nucleico esteja livre de impurezas como proteinas, lipidos e reagentes
de extracdo que se estiverem presentes, poderdo inibir a reacdo de amplificacdo (Vieira,
2002a).

O DNA extraido pode ser armazenado a uma temperatura de -20°C até dois anos em
uma solugéo tampdao apropriada, sem ocasionar alteragfes perceptiveis (Vieira, 2002b).

Na reacdo de amplificagdo, juntamente com o DNA alvo é adicionada uma solucao
tampdo constituida basicamente de dNTPS (desoxirribonucleétidos trifosfato), que sédo as
unidades constituintes do DNA, primers, enzima de amplificacdo e diversos ides, como Na* e
Cl-, que tem por finalidade otimizar as condi¢es da reacédo (Contri, 2006; Vieira, 2002a).

Apéds esta etapa, a solugdo € colocada num termociclador, equipamento que possui a
capacidade de alternar entre ciclos de temperatura pré-estabelecidos e com tempos
determinados (Contri, 2006). O produto proveniente da reacdo de PCR pode ser denominado
como amplicon (Ponchel et al., 2003).

O PCR desenvolvido por Mullis € considerado um método qualitativo, consistindo em
apenas dois resultados, positivo ou negativo. E para que ndo se tenham ddvidas quanto aos
resultados deve-se utilizar um controlo de amplificac&o nas reacdes. Assim, se um resultado for
negativo, temos como saber se foi por falta do DNA alvo ou devido a falhas na reac&o. Se o
controlo de amplificacao for positivo no resultado da reagéo para o controlo positivo e negativo
para o controle negativo, entdo os resultados sé&o fiaveis (Vieira, 2002c).

Para avaliar os resultados do PCR qualitativo pode-se utilizar a eletroforese em gel de

agarose que separa as cadeias de DNA por tamanho. Na presenca de brometo de etideo,
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composto que confere fluorescéncia, € possivel visualizar as cadeias de DNA através de luz
ultravioleta (Ahmed, 2002; Arruda, 2007).

O brometo de etideo € um composto fluorescente, amplamente utilizado para detecéo
de DNA em gel de agarose e que possui atividade mutagénica (Oliveira, 2009).

Uma das vantagens do PCR é a elevada sensibilidade e capacidade de detetar e
amplificar quantidades pequenas de DNA alvo (Alonso, 2008; Nelson e Cox, 2004). Isto
também pode tornar-se uma desvantagem na medida em que contaminacdes poderao originar
falsos positivos. Outra desvantagem esta relacionada com a utilizacdo de fluoréforos
interligantes, pois eles ndo se ligam apenas as cadeias duplas de DNA, mas também em

dimeros de primers e produtos inespecificos, aumentando a fluorescéncia (Alonso, 2008).

4.3.1 Enzimas de amplificacéo

O sucesso da amplificacdo do DNA é devido ao uso da enzima Taq DNA polimerase,
extraida originalmente do microrganismo Thermus aquaticus que vive em um ambiente de
cerca de 90°C. A enzima polimerase que originalmente foi utilizada nas primeiras pesquisas de
PCR, nao era termoestavel. Desta forma, apés o final de cada ciclo era necessario adicionar
mais uma quantidade desta enzima. Ja a Tag DNA polimerase, é resistente a temperaturas
elevadas, com temperatura 6tima de 72°C e termoestavel até 117°C, sendo, entdo, necessario
a sua adicdo somente no inicio da reacdo (Mullis, 1990; Nelson e Cox, 2004; Vieira, 2002a;
Yazd et al., 2009).

A enzima Tag DNA polimerase foi a primeira a ser caracterizada como uma enzima
termoestavel e, posteriormente, outras enzimas de estirpes Thermus foram estudadas como a
Tfl, Tth, Tfi, porém a Taq continua a ser a mais utilizada na reacao de PCR até aos dias de hoje
(Vieira, 2002a; Yazd et al., 2009).

Esta enzima atua na reacdo de amplificacdo da cadeia de DNA alvo desde que esta
sequéncia ja possua o primer ligado no ponto escolhido para o inicio da sintese (Novais et al.,
2004).

4.3.2 Primers

O método de PCR funciona utilizando dois oligonucleotideos sintetizados que sé&o
complementares as cadeias opostas de DNA alvo nas posicdes referentes as extremidades do
segmento a ser amplificado, um no sentido 5’-3’ e outro no sentido contrario 3’-5 (Ahmed,
2002; Nelson e Cox, 2004).

Estes oligonucleotideos, conhecidos como primers, além de definir a sequéncia de
DNA que sera amplificada, também irdo servir como iniciadores da amplificagdo, pois foram
desenvolvidos com a finalidade de hibridar com cadeias opostas da sequéncia de interesse,

agindo como um substrato para a enzima polimerase, tornando possivel a criagdo de uma
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cadeia complementar (Ahmed, 2002; Mackay et al., 2002; Nelson e Cox, 2004; Novais et al.,
2004).
4.3.3 Variacdes de temperaturas na reacao

A multiplicagdo dos segmentos especificos de DNA realiza-se através de ciclos, sendo
qgue cada ciclo é caracterizado pela variacdo da temperatura entre 60 e 98°C. Cada ciclo é
constituido por trés etapas principais: desnaturacdo do DNA, ligacdo dos primers e
amplificacdo da cadeia de DNA (Mullis, 1990; Vieira, 2002a). Cada ciclo pode durar poucos
minutos e em cada um, a molécula de DNA alvo é duplicada (Mullis, 1990).

Para a desnaturacdo da cadeia de DNA, ou seja, separacdo da cadeia dupla, a
temperatura deve ser elevada a 95°C, para a ligagdo dos primers a temperatura devera ser
reduzida para cerca de 75°C e para a amplificacdo do DNA a temperatura 6tima para a agéo
da enzima de amplificacdo € cerca de 72°-78°C (Mackay et al., 2002; Vieira, 2002a, Vieira,
2002b). Os ciclos ocorrem entre 25 a 30 vezes durante algumas horas num processo
automatizado (Nelson e Cox, 2004; Mackay et al., 2002), porém o nimero de ciclos pode ser

aumentado até 45-50.

4.4 LIMITACOES

As técnicas de PCR possuem algumas limitagbes que podem ocasionar resultados
falsos-positivos e falsos-negativos.

Os resultados falso-positivos podem ser resultantes de produtos amplificados em
reacBes anteriores e que contaminaram reagentes, tubos, bancadas e pipetas. Para evitar
estas situacdes, deve ser realizada previamente a desinfec¢do dos utensilios e equipamentos
que estardo em contato com os reagentes e amostras. E importante também a separacdo das
areas de pré e pos-amplificacéo (Cavalcanti et al., 2008; Contri, 2006).

Ja os resultados falso-negativos podem ocorrer caso o DNA nédo tenha sido extraido
corretamente, inibindo a amplificacdo. Para evitar que esta situacdo ocorra, deve-se realizar de
forma correta a extracao, purificacdo e remocado de inibidores da amostra que contém o DNA
alvo. Além disso, utiliza-se um gene de referéncia que sirva como controlo da amplificagédo do
DNA (Cavalcanti et al., 2008; Contri, 2006).

No caso das amostras serem alimentos, € preciso ter em consideracdo as diversas
etapas de processamento pelas quais foram submetidas e também a presenca de inibidores.
As etapas de processamento que utilizam por exemplo elevadas temperaturas e diminui¢cdo do
pH, podem acabar por danificar o DNA presente ou dificultar a sua extracdo. Além disso, caso
a extracéo e purificacdo do DNA néo seja realizada corretamente, os compostos normalmente
presentes nos alimentos como lipidos, proteinas, polissacéaridos &acidos como as pectinas,
compostos fendlicos, entre outros, podem inibir a acdo da enzima de amplificacdo, impedindo

assim que ocorra a amplificacdo do DNA. Neste caso, pode ocorrer uma retencéo fisica do
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DNA por outras macromoléculas, dificultando o contato da enzima polimerase ao DNA alvo,

favorecendo um resultado falso-negativo (Ahmed, 2002; Contri, 2006).

4.5 VARIACOES DO METODO

A partir do mesmo principio do PCR convencional, desenvolvido por Mullis, foram
desenvolvidos indmeros outros como o PCR multiplex, RT-PCR, Nested PCR, PCR
Competitivo, PCR em tempo real, entre outros (Oliveira, 2010).

O método de PCR multiplex ou PCR multiplo possui como caracteristica, a amplificacéo
de mais de uma cadeia de DNA na mesma reacéo, isto devido a utilizacdo de mais do que um
par de primers. Assim, é possivel simplificar alguns processos, como no caso da investigacado
de paternidade, pois neste caso, podem ser analisados varios marcadores genémicos (Oliveira,
2010; Vieira, 2002a).

O RT-PCR é proveniente da sigla Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
ou PCR por Transcriptase Reversa, sendo este um método caracterizado pela sua boa
reprodutibilidade e especificidade (Oliveira, 2010; Silva et al., 2009).

Esta reacéo distingue-se por ndo partir inicialmente de um molde de DNA, mas sim do
RNA, que através da transcricdo reversa, ird se converter em cDNA. E a partir desta molécula
gue sera realizada a amplificacdo da cadeia (Vieira, 2002a). Este método € utilizado para a
identificacdo de alguns virus, em que o genoma é constituido por RNA e ndo por DNA
(Cavalcanti et al., 2008).

No Nested PCR, a cadeia de DNA é amplificada de forma abrangente, numa primeira
etapa, em que ha amplificacBes de sequéncias ndo-especificas. A amplificacdo da sequéncia
alvo s6 serd realizada posteriormente. Este processo permite aumentar a eficiéncia e
especificidade da reacdo, pois na segunda amplificagdo, o DNA molde estard em
concentracdes elevadas e dessa forma, os primers terdo menor hipétese de se ligarem a
sequéncias inespecificas devido ao pequeno tamanho do molde (Vieira, 2002a).

Este método pode ser utilizado para a identificacdo de impressdes digitais e é
conhecido pela elevada sensibilidade e especificidade nomeadamente na detecdo de virus,
como de HTLV-I e HTLV-Il (Gallego et al., 2004, Oliveira, 2010).

No PCR competitivo, é utilizada uma sequéncia de DNA exbégena ao material estudado,
considerada como controlo da reacdo e que possui sequéncia, tamanho e concentragdo
conhecidos. Esta sequéncia de DNA e o DNA alvo possuem caracteristicas parecidas, pois
ambas sdo complementares aos mesmos primers, competindo entdo pela ligacdo destes e por
ligacbes com a enzima de amplificagdo. Com isto, ocorre a amplificacdo das duas sequéncias,
sendo que a quantidade final amplificada e as condi¢cdes da reacdo irdo dar o valor de
amplificacdo da sequéncia de DNA alvo. Isto € possivel porque a sequéncia exdgena possui
pares de bases diferentes da sequéncia alvo, permitindo desta forma a sua distingéo (Vieira,
2002a; Vieira, 2002c).
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Este método pode ser realizado para a detegdo de organismos geneticamente
modificados em produtos alimentares (Weighardt, 2007).

O PCR em tempo real pode ser reconhecido pela sigla qPCR ou gRT-PCR,
dependendo se o material de partida € DNA ou RNA, respetivamente, e tem a vantagem de ser
possivel visualizar a reacao de amplificacdo a medida que ocorre a reacdo (Arruda, 2007; Ma
et al., 2006; Oliveira, 2010).

45.1 PCR em tempo real

O PCR em tempo real por alguns autores é citado como gRT-PCR ou gPCR, o que
significa quantificacdo por PCR em tempo real ou PCR quantitativo (Oliveira, 2009). No
entanto, a realizacdo da quantificacéo a partir deste método nem sempre é utilizada, podendo
ser apenas uma pesquisa qualitativa, como acontece no caso dos compostos alergénicos.

Este método combina a técnica de PCR com compostos fluorescentes, conseguindo
detetar simultaneamente a amplificacdo do DNA alvo (Espy et al., 2006). Esta detecdo foi
possivel gracas a inovacao realizada por Higuchi e colaboradores que acoplaram uma camara
ao termociclador. Esta camara foi ligada a um software que permitia digitalizar as imagens para
serem salvas para manipulagdo posterior, sendo estas imagens salvas apds o término de cada
ciclo da reacao (Higuchi et al., 1993).

Posteriormente, verificou-se que através do numero de ciclos em que se obtém a
fluorescéncia necessaria para detecdo e a concentracdo conhecida do DNA alvo inicial,
consegue-se obter uma regressao linear. A razdo entre estes dois para@metros € assim utilizada
para quantificar o DNA, pois hd uma relacdo linear entre a quantidade de fluorescéncia e a
guantidade de DNA alvo (Higuchi et al., 1993).

Porém, para que este método seja quantitativo € necessario a realizagdo de uma curva
padrdo, conforme visualizado na Figura 4.2. Esta é obtida através de amostras com
concentracdes de DNA conhecidas versus os valores de Ct (Cycle threshold) de cada amostra,
tendo sempre uma proporcdo linear. Assim o valor de Ct obtido de uma amostra com
concentracdo desconhecida, pode ser comparado com esta curva padrdo, tornando assim

possivel saber a concentragéo inicial de DNA (Oliveira, 2009).

Ct

Figura 4.2: Exemplo de curva padrdo obtida a partir
de concentracdes conhecidas de DNA. Em uma escala
logaritmica o Ct corresponde a quantidade de DNA
alvo presente inicialmente na amostra.
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Para gerar a fluorescéncia necessaria, este método utiliza fluoréforos que se ligam aos
produtos sintetizados pela reagdo, permitindo assim a sua identificacdo e quantificacdo. O
aumento da fluorescéncia é proporcional a evolugédo da reacédo de amplificagdo. Assim, quanto
maior a quantidade de DNA sintetizado apos cada ciclo de amplificacdo, maior sera a
fluorescéncia gerada (Alonso, 2008).

Um controlo positivo da amplificagdo, conhecido como IPC (Internal Positive Control), é
necessario para detetar possiveis inibidores da reacado de PCR. Este controlo é constituido por
um fragmento sintético, quantificado e adicionado a todas as reacdes para confirmar o
desempenho dos componentes do sistema e a capacidade de amplificacdo das amostras
(Oliveira, 2009).

Para a aplicagdo deste método é necessario um espacgo fisico adequado para a
realizagédo deste procedimento, nomeadamente para a extracdo, preparacdo e amplificagédo do
DNA. Também deve ser tido em consideragdo o custo dos instrumentos que devem ser

adquiridos, além de materiais descartaveis, reagentes e softwares (Espy et al., 2006).

4.5.1.1 Vantagens

O uso do PCR em tempo real possui diversas vantagens relativamente ao PCR
convencional, pois em tempo real é possivel visualizar a progressao da reagcdo de PCR apds
cada ciclo ao invés de somente ser realizada no final, como acontece no PCR convencional
(Novais et al., 2004; Ponchel et al., 2003; Silva et al., 2007).

Com sensibilidade, especificidade e precisdo semelhantes ao PCR convencional, este
meétodo possibilita uma detecdo qualitativa ou quantitativa das sequéncias de DNA, diminuindo
a quantidade de trabalho necessaria para a andlise de dados. Além disto, simplifica o processo
e reduz o risco de contaminacdo dos produtos amplificados, uma vez que a amplificacdo e
detecdo do DNA séo realizadas no mesmo local fisico, diminuindo significativamente o risco de
contaminagdo, pois neste caso exclui-se a necessidade da etapa de eletroforese em gel (Espy
et al., 2006; Higuchi et al., 1993; Novais et al., 2004; Sales et al., 2013).

O PCR em tempo real também possibilita visualizar em que ciclo (Cycle threshold)
comeca a amplificacdo exponencial da reagdo, devido a utilizacdo de fluor6foros que emitem

fluorescéncia a medida que vai ocorrendo a amplificacéo (Silva et al., 2007).

4.5.1.2 Equipamentos

Em relagdo aos equipamentos, € necessario além do termociclador, um computador
que possua o software para a obtencdo de dados e analise final da reacdo de amplificacdo
(Figura 4.3 e 4.4) (Ahmed, 2002; Novais et al., 2004).
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Figura 4.3: Exemplos de termocicladores utilizados para analise de PCR em tempo real em
conjunto com o portatil que possui software para analise dos dados (Pray, 2005).

Figura 4.4: Pocos no termociclador onde € colocada a
amostra a ser analisada (Biometria, 2015).

O termociclador utilizado neste método possui um sistema Optico capaz de excitar e

recolher a emisséo de fluorescéncia de cada ciclo de amplificagcdo (Oliveira, 2009).

4.5.1.3 Cycle threshold

Um ciclo de amplificacdo pode ser realizado em apenas 30 segundos e isto € possivel
devido a reacao ocorrer numa superficie que oferega um rapido equilibrio entre a temperatura
do ar e dos componentes da reagdo. Com isto, é possivel que a reacdo completa de
amplificag@o ocorra num curto espaco de tempo (Silva et al., 2007).

Quando a reacdo de PCR inicia a fase de crescimento exponencial, significa que a
reacdo atingiu um nivel de fluorescéncia detetavel, estabelecido como Ct. Quanto menor o Ct
significa que mais moléculas iniciais de DNA alvo foram adicionadas a solugédo de mistura para
a amplificagdo. Desta forma, o nivel de fluorescéncia é diretamente proporcional ao aumento
do produto amplificado (Alonso, 2008; Novais et al., 2004; Oliveira, 2009; Ponchel et al., 2003).
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4.5.1.4 Compostos fluorescentes

A visualizacdo de resultados a partir do PCR em tempo real, é possivel pela utilizacédo
de moléculas fluorescentes. Estas emitem fluorescéncia quando ocorre a amplificacéo,
tornando viavel a visualizacdo da emissdo de luz por intermédio de um software especifico
(Espy et al., 2006; Mackay, 2002; Silva et al., 2007).

Existem dois métodos que sao os mais utilizados. Os fluor6foros como o SYBR®Green,
ligam-se inespecificamente as duplas cadeias de DNA amplificadas. Por outro lado, a utilizacéo
de sondas de hibridacdo, que também sé&o constituidas por fluorérofos mas, diferentes do
SYBR®Green, porque permitem maior especificidade para detetar e identificar os produtos de
amplificagé@o (Contri, 2006; Novais et al., 2004; Oliveira, 2009; Silva et al., 2007).

O SYBR®Green liga-se a qualquer cadeia dupla de DNA, promovendo o aumento da
fluorescéncia (Figura 4.5). As moléculas que ndo se ligam as cadeias duplas de DNA, geram
uma fraca fluorescéncia que serd observada na reagdo como ruido de fundo. No entanto,
quando se ligam a cadeias duplas, estas produzem fluorescéncia que vai aumentando a
medida que o DNA é amplificado (Espy et al., 2006; Novais et al., 2004).

1. Desnaturacao
@ SYBR Green

.. F
AENNENEENEENEEN

2. "Annealing"

Figura 4.5: Exemplo da acdo da
enzima Taq DNA polimerase sobre a
cadeia simples de DNA, com posterior
ligacao das moléculas de
SYBR®Green a cadeia dupla recém-
formada (Adaptado de Bioneer, 2011).

Apesar do baixo custo, elevada sensibilidade e facilidade de utilizag&do, este método
tem como desvantagem a baixa especificidade, pois este fluoréforo liga-se a qualquer cadeia
dupla de DNA, podendo ligar-se, além da cadeia especifica, a dimeros de primers e outros
produtos ndo especificos, sobrestimando a concentragdo do DNA alvo (Espy et al., 2006;
Novais et al., 2004; Oliveira, 2009; Ponchel et al., 2003).
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Para incrementar a sensibilidade e especificidade, podem-se utilizar sondas de
fluorescéncia, sendo trés as mais utilizadas: TagMan®, Molecular Beacons e sondas de
hibridizacdo FRET. Ambas contam com a transferéncia de luz entre duas moléculas, sendo
referido como um processo de transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia
(FRET). Estas trés sondas séo referidas frequentemente como sondas FRET, porém, a sonda
de hibridizagdo FRET é diferente da TagMan® e Molecular Beacons por possuir duas sondas
separadas (Espy et al., 2006).

A TagMan® é uma sonda de hibridizacdo constituida por uma extremidade de um
fluoréforo fluorescente denominado reporter e por outro, denominado quencher, situado na
outra extremidade (Figura 4.6) (Espy et al., 2006; Novais et al., 2004).

Esta sonda é mais especifica na ligagdo com a dupla cadeia de DNA, visto que possui
primers da sequéncia alvo, tornando assim, a fluorescéncia também especifica. Durante a
amplificacdo, a enzima de amplificagdo hidrolisa a sonda de hibridizagdo, separando o
quencher presente na extremidade 3’ da molécula do reporter que esta na extremidade 5,
gerando assim a fluorescéncia. A hidrolise da sonda ocorre de uma forma proporcional a
quantidade de produto amplificado pela reagéo, ou seja, de uma forma exponencial. Apesar do

custo elevado desta técnica, ela possui uma elevada especificidade (Oliveira, 2009).

1. Polimerizagao

Primer Q = Quencher
percursor Sonda
; 3’

5 —
3 §
5 3’
- a5
Primer
reverso
2. Substituicao da fita
Sonda
5 —
- 5
5 3
< 5
=~ { o
3. Clivagem Pa
Sonda
57 e i i eo—- g°
3’ 5
5 3
«— 5
e
4. Ciclo completo P o
lI\' & S " ¥ Figura 4.6: Representacdo da
0’ m— > reacdo de PCR em tempo real
¥ 5 com utilizacdo de sonda
. : TagMan® (Adaptado de Yuan

et al., 2000).
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A sonda Molecular Beacons é similar a TagMan®, porém nao necessita de ser clivada
pela atividade da enzima de amplificacdo. Nesta sonda ha um reporter na posicdo 5 e um
quencher na posicao 3. A regido de cada extremidade desta sonda é projetada para ser
complementar a si mesma. Assim, a baixas temperaturas, ha a formacéo de uma estrutura em
gancho, posicionando os dois fluoréforos das extremidades préximos um ao outro, extinguindo
a fluorescéncia. Ja a regido central da sonda é projetada para ser complementar a uma regido
do produto da PCR, e com o aumento da temperatura que separa a cadeia dupla de DNA com
posterior diminuicdo da temperatura, torna possivel a ligacéo entre a regido central da sonda a
molécula de DNA amplificada. E assim forcada a separacdo do reporter e do quencher,
diminuindo o efeito do quencher levando a que a fluorescéncia do reporter possa ser detetada
(Figura 4.7). Caso nado estejam disponiveis na rea¢do os produtos da amplificacdo, a sonda

liga-se a si mesma, forcando a aproximacdo do quencher e reporter, evitando a fluorescéncia

(Espy et al., 2006).
/ Excitacao
. Reporter (A) __' Extincdo de
fluorescéncia
Quencher

Hibridagéol
Acitagéo
B
ald 1 TTTTTTTT® st

PESRNANARS NN EA ANEEEE

DNA Alvo

Figura 4.7: (A) Sonda Molecular beacons em formato de gancho antes da ligagdo com a
cadeia dupla de DNA. (B) Estrutura da sonda apds a ligagdo com a cadeia de DNA (Adaptado
de Brown e Brown Jr., 2005).

J& as sondas de hibridizacdo FRET, conhecidas também como sondas LightCycler, sdo
constituidas por duas sondas, projetadas para hibridar préximas uma da outra, numa
configuracdo cabeca-com-cauda no produto do PCR. A sonda situada a montante, tem um
reporter (dador) na posicdo 3’ e a sonda a jusante, tem um fluoréforo recetor na posicdo 5’
(Figura 4.8). Se ambas as sondas se ligarem com o produto do PCR, a fluorescéncia da
posigdo 3’ é absorvida pelo fluoréforo recetor da posigdo 5’ da segunda sonda. Desta forma, o
segundo fluoréforo é estimulado e emite luz que ira ser detetada. Porém, se os dois fluoréforos
ndo se alinham em conjunto devido a falta de produto do PCR, ent&do ndo ocorre a FRET entre

os dois fluoréforos, pois a distancia entre eles € muito grande (Espy et al., 2006).
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Recetor : ! Dador
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Figura 4.8: Representacdo da reacdo de amplificacdo utilizando sondas de hibridacdo FRET
(Adaptado de Eurofins, 2014).

Entre estes compostos fluorescentes, os mais utilizados sdo o SYBR®Green e as
sondas TagMan®. Ambos sdo sensiveis e rapidos na geracdo da fluorescéncia. Porém, os
principios de detecao e optimizagdo sao diferentes, desta forma a escolha e a utilizagdo de um
destes dois compostos fluoréforos varia conforme o objetivo da analise (Ponchel et al., 2003).
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5. IMPLEMENTACAO E VALIDACAO DO METODO

A validacdo de um procedimento consiste em evidenciar que este é adequado para o
fim a que se destina, confirmando que os resultados séo fiaveis (Oliveira, 2009). Segundo o
Codex Alimentarius (2010), para a validagcdo de um método qualitativo de PCR s&o necessarias
analises de sensibilidade e robustez. A analise de sensibilidade é realizada para confirmar que
a partir deste método € possivel detetar uma amostra positiva, ja a analise de robustez serve
para avaliar a fiabilidade do método, comparando os resultados com outro laboratério
acreditado.

Uma boa prética na validacéo de métodos € a utilizagdo de ensaios interlaboratoriais
oficiais, porém, na auséncia destes, é utilizado o processo de comparacdo de resultados
realizado na presente validacéo.

Na presente valida¢@o, como foi utilizado o método de PCR em tempo real, além das
analises de sensibilidade e robustez, também foi aplicada a analise de precisdo, pois esta
etapa avalia a capacidade do método em fornecer resultados constantes para a mesma
amostra sempre que é utilizado (Oliveira, 2009).

Visto que serdo avaliados somente os pontos mencionados anteriormente, esta &
considerada uma validagdo secundéria, pois os kits utilizados j& foram validados no momento
da sua fabricacéo.

5.1 MATERIAIS E METODOS
5.1.1 Kits de extracdo e de detegdo de alergénios

O kit de extracdo de DNA utilizado na presente validacao foi o lon Force DNA Extractor
FAST da Generon®, que possui capacidade de extracdo de DNA das mais variadas matrizes
alimentares.

Este kit contém as solu¢des necessérias para a extragdo do DNA, além das colunas de

purificagdo e os seus respetivos coletores, conforme visualizado na Figura 5.1.
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Figura 5.1: Kit de extracdo lon Force DNA Extractor FAST da Generon®, constituido por 4
frascos, contendo em cada um 500 mL de Solugédo A, 1 frasco com 100 mL de Solugdo de
Purificagéo, 3 frascos com 250 mL de Solugdo Tampédo T em cada, 1 frasco com 50 mL de
Solugdo Tampao P, 1 frasco com 20,5 mL de Solugdo D, 100 colunas de filtracao e 100 tubos
coletores (Generon, 2015a).

Todas as solu¢des presentes vinham prontas para o uso, exceto a solu¢do Tampéo P,
que antes da primeira utilizac&o foi reconstituida com 200 mL de etanol 96% (Figura 5.2).

L3 P
230V <1000 W
120V se00 W

Figura 5.2: SolucBes presentes no kit de extracdo de DNA da Generon®. (A) Promove a
libertacdo dos constituintes celulares da amostra; (B) Permite a separacdo do DNA dos outros
constituintes celulares da amostra; (C) Auxilia na estabilizagdo do DNA,; (D) Fixa o DNA no filtro
ao mesmo tempo que remove impurezas; (E) Torna o DNA sollvel, retirando-o da membrana.
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Ja o kit de detecao de alergénios utilizado foi o SPECIALFinder, desenvolvido pela
mesma empresa (Figura 5.3).

Cada alergénio possui um kit diferente, fornecidos em embalagens de 50 ou 100
reacBes. Cada kit consiste num tubo com 500 pL de GENERase PLUS Mastermix, um com 250
uL de SPECIALFinder OLIGO Mix, um controlo positivo contendo 85 pL e um controlo negativo
de 200 pL.

O GENERase PLUS Mastermix possui compostos que intervém na amplificacdo da
cadeia de DNA. Este é constituido por bases azotadas, ibes como o magnésio, DNTPs e a
enzima Tag DNA polimerase. O SPECIALFinder OLIGO Mix possui os primers especificos para
a cadeia de DNA alvo, de forma a que a enzima de amplificagdo atue na formacéo da cadeia

de DNA complementar.

Figura 5.3: Kit de amplificacdo de DNA
SPECIALFinder da Generon®. (A) Tubos
com SPECIALFinder OLIGO Mix; (B)
""-\g,& Tubos com GENERase PLUS Mastermix;
(C) Controlos positivos; (D) Controlo
negativo (Adaptado de Generon, 2015b).

z

Para a preparacdo da Mastermix, € adicionado o contetdo total de um tubo de
SPECIALFinder OLIGO Mix (250 pL) no tubo de GENERase PLUS Mastermix (500 pL), tendo
como volume final 750 pL, que aproximadamente é suficiente para 50 reacdes. Os controlos

apresentam-se prontos para usar.

5.1.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados para a preparacao, extracdo, purificacdo e amplificacdo do
DNA séo:
e Picadora 1-2-3 Classica Moulinex® Modelo A320R1, utilizada quando ha necessidade
da moagem de amostras;
e Balanca Mettler-Toledo Modelo MS204S/01, utilizada para pesar as amostras;
e Banho maria Bio-Rad de 6 litros, que possui como controlo de qualidade uma
calibrac@o externa a cada dois anos. Este equipamento serve para a incubacéo das
amostras a uma temperatura adequada (85°C) que permita a libertacdo dos

constituintes celulares, inclusive o DNA;
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e Centrifuga Hermle Tipo Z 206 A, que é calibrada uma vez por ano, utilizada para a
centrifugacdo da amostra, permitindo assim a separacéo de fases;

e Micropipetas Bio-Rad de 2-20 uL, 20-200 pL e 100-1000 pL para pipetagem das
amostras, controlos e solu¢des, calibradas anualmente;

e Vortex Bio-Rad BR-2000, utilizado quando h& a necessidade de homogeneizac¢éo;

e Microcentrifuga Bio-Rad Modelo 16k, que é calibrada a cada dois anos, utilizada para
a centrifugagcé@o da amostra acondicionada em tubos menores (eppendorfs);

e Caixa de vicuo Promega, que € utilizada na etapa de filtragdo da amostra para
recolha de DNA;

e Bomba de vacuo Normax Modelo GM-0,5, utilizada em conjunto com a caixa de

vacuo, possibilita que esta etapa seja realizada;

Figura 5.4: Disposicao das camaras de preparacdo dos po¢os, com as suas respetivas pipetas
e pontas para evitar a contaminagao.

e Céamaras de preparacdo DNA/RNA UV-Cleaner Box UVT-B-AR, que possui como

controlo de qualidade, uma verificagdo interna mensal e manutengdo anual. S&o
utilizadas duas cadmaras que sempre antes da sua utilizacdo sdo descontaminadas
com luz UV durante 15 minutos.
A preparagdo dos pogos é realizada em camaras distintas para evitar que haja uma
possivel contaminagdo. Desta forma sdo adicionados os reagentes e controlo
negativo na primeira cdmara, sendo a segunda utilizada apenas para a adicao dos
controlos positivos e amostras. A Figura 5.4 mostra como estdo dispostas as duas
camaras utilizadas na presente validagéo.
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e Termociclador Bio-Rad Chromo 4, que possui uma manutengéo e calibragéo anual. E
utiizado para que ocorra a reacdo de PCR, sendo acoplado um computador
composto por um software capaz de obter os resultados em tempo real.

O software utilizado é o Opticon Monitor 3.4 e, para a determinacao de alergénios, o
mesmo foi programado para que ocorressem 45 ciclos, o que demora
aproximadamente duas horas, com oscilacdes de temperaturas caracteristicas, como

pode ser visualizado através da Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Temperaturas e duracdo de cada ciclo na reacdo de PCR em tempo real para a
determinac&o de alergénios.

Etapa T (°C) Duracéo Ciclos
UNG 50 2 min 1
Ativacdo da Taq 95 10 min 1
Desnaturacdo do DNA 95 15 sec 45
Annealing/Extenséo + Leitura do ciclo 60 60 sec

Fonte: Adaptado de Generon, 2015b.

A sigla UNG é proveniente do nome Uracil N-glycosylase, que é uma enzima que tem
como objetivo digerir produtos de PCR residuais formados em reac¢des anteriores, impedindo
que os mesmo amplifiquem na reacdo seguinte, desta forma, evitam a obtencéo de resultados

divergentes devido a presenca destes compostos (ThermoFisher, 2013).
5.1.3 Materiais
A seguir estdo descritos 0s materiais utilizados em conjunto com 0s equipamentos para
a preparacdo das amostras:

e Tubos e colunas de filtracdo, necessarios para as etapas de preparacdo, extracao e

purificagdo do DNA (Figura 5.5);

50



Ana Julia Benites

Figura 5.5: Tubos utilizados para a extragdo e purificacdo do DNA. (A) Tubo de recolha de
amostra de 50 mL; (B) Tubo cénico de 15 mL; (C) Tubo eppendorf; (D) Coluna de filtragao; (E)
Tubo coletor.

e Seringa, adaptador e torneira utilizados na etapa de filtracao;
e Pontas estéreis utilizadas nas micropipetas (Figura 5.6). As pontas eram mantidas
tapadas no interior das camaras de prepara¢do dos poc¢os, sendo abertas somente no

momento de sua utilizagao;

Figura 5.6: Pontas estéreis utilizadas nas micropipetas. (A) Utilizadas em micropipetas de 20-
200 pL; (B) Utilizadas em micropipetas de 2-20 pL.
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e Pocos e as suas respetivas tampas. Utilizadas para a adicdo dos reagentes, controlos
e amostras para a reacdo de PCR (Figura 5.7);

TR

Figura 5.7: (A) Pocos; (B) Tampas.
5.2 DETERMINAQAO DA SENSIBILIDADE DOS KITS

O primeiro passo para a validagdo do método foi a determinacdo da sensibilidade de
cada alergénio estudado. Para isto foi necessério diluir o controlo positivo de cada kit de
alergénio para identificar o limite de detecdo de cada um.

O limite de detecdo € a menor quantidade de DNA que pode estar presente na amostra
e que pode ser detetada, ou seja, que permita obter resultados com 100% de eficacia e
eficiéncia (Oliveira, 2009).

Para a diluicdo do controlo positivo foi colocado em tubos de eppendorf 45 pL de agua.
Na primeira diluigdo, adicionou-se ao tubo de eppendorf com &gua, 5 pL do controlo positivo
com posterior agitagdo no vortex para homogeneizacéo. Desta forma, obteu-se a diluicdo do
controlo positivo em 10x. Para a diluicdo seguinte, adicionou-se 5 pL do controlo positivo
diluido 10x, obtendo a diluicdo em 100x e, para a Ultima diluigdo, 0 mesmo processo. Desta
forma o controlo positivo apresentou diluicbes de 10x, 100x e 1000x.

A andlise de cada alergénio consistiu na preparagéo de 5 pocos para cada um. A forma
como foram preparados esta demonstrada na Figura 5.8.

.+5uLCN
‘ +5uLCP
+ 15 L de

Mastermix em O + 5 pL CP diluido 10x

cada pogo

O + 5 pL CP diluido 100x

Figura 5.8: Esquema dos pocos para analise de

O + 5 pL CP diluido 1000x sensibilidade de cada alergénio. Apesar de ser
somente uma fila, a fluorescéncia gerada é lida
em dois canais, FAM e HEX, responséaveis pela
identificacdo do alergénio e pelo controlo da
amplificacdo, respetivamente.
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ApOs a preparacao dos pogos os mesmos foram tapados e colocados no termociclador,
seguido pela escolha do programa de alergénios pré estabelecido no software, constituido

pelas temperaturas e tempos demonstrados na Tabela 5.1.

5.3 DETERMINACAO DA PRECISAO DOS KITS

Apo6s a andlise de sensibilidade, foi utilizada a uUltima diluicdo do controlo positivo em
gue foi detetada amplificacéo, para a determinacéo da precisdo dos kits. Isto € necessario para
verificar a capacidade do método em fornecer resultados reprodutiveis.

Foram realizadas em dias alternados (precisdo intermédia), 10 analises da Ultima
diluicdo do controlo positivo detetado para cada alergénio. Cada analise consistiu na
preparacdo de 6 pocos, 0 primeiro para o controlo negativo e os restantes para a ultima
diluicéo detetada do controlo positivo.

Apéds a preparacdo dos pocos, os mesmos foram colocados no termociclador e

selecionado no software o programa para amplificagéo dos alergénios.

5.4 AVALIACAO DA ROBUSTEZ

A analise de robustez foi o Ultimo passo para a validacdo do método, que consistiu na
andlise das amostras de DNA dos alimentos.

No total, a analise de robustez consistiu em quatro analises por alergénio, com duas
analises de uma amostra que apresentasse resultado negativo e outras duas numa amostra
com resultado positivo, sendo as analises realizadas em dias alternados.

Foram utilizados oito alimentos para as andlises de determinacé@o de alergénios. Os

mesmos encontram-se descritos na Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Descricéo dos alimentos e seus respetivos codigos utilizados para a determinagéo
de alergénios pelo método de PCR em tempo real.
CODIGO ALIMENTO

AL 1 Biscoito
AL 2 Caldo de galinha

AL 3 P&o de trigo e centeio
AL 4 Biscoito cream cracker
AL 5 Barra de cereal caju

AL 6 Barra de cereal nozes
AL 7 Barra de cereal pistachio
AL 8 Salsicha de soja

53



Ana Julia Benites

5.4.1 Preparacdo das amostras

Para a andlise pelo método de PCR em tempo real é necessario em primeiro lugar
extrair o DNA das matrizes alimentares. Este passo é constituido por trés etapas: preparacéao,
extracdo e purificacdo do DNA extraido. Posteriormente, esse DNA ¢é amplificado no
termociclador.

Caso a amostra fosse heterogénea, era necessaria a moagem da mesma. Esta etapa é
realizada em uma picadora 1-2-3, que foi previamente higienizada com lixivia, assim como os
utensilios utilizados como garfos e colheres, para que ndo houvessem vestigios de DNA de
outros alimentos que pudessem contaminar a amostra. Apds moida, a amostra foi

acondicionada em coletores esterilizados.

5.4.2 Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA pesou-se cerca de 5 g do alimento para um tubo de recolha de
amostra de 50 mL esterilizado e adicionou-se 20 mL de Solugédo A, seguido de agitacdo. O
tubo foi incubado no banho a 85°C durante 1 a 2 horas, pois esta temperatura possibilita a
destruicdo das células, com subsequente libertacdo do contetdo celular.

ApOs a incubacdo, o tubo foi agitado com inversdo de 2 a 3 vezes, sendo retirada a
maior parte da fase aquosa para um tubo cénico de 15 mL, para entdo ser colocado na
centrifuga durante 10 minutos a uma velocidade de 3000 g.

Do tubo cénico, retirou-se 3 mL da fase aquosa e colocou-se em trés tubos eppendorf.
Em cada um adicionou-se 0,7 mL de Solucdo de Purificacdo, homogeneizou-se no vortex
durante um minuto e colocaram-se os tubos na microcentrifuga a uma velocidade entre 10000
a 11000 g durante 5 minutos. A Solugdo de Purificacdo permitiu que o DNA se separasse dos
outros constituintes celulares, como proteinas, hidratos de carbonos, lipidos, etc.

Todos os tubos utilizados na extracdo e purificacdo do DNA podem ser visualizados na

Figura 5.5.

5.4.3 Purificagdo do DNA

ApOs a centrifugacgéo, retirou-se 0,8 mL do sobrenadante formado de cada um dos trés
tubos de eppendorf e adicionou-os num tubo coénico de 15 mL, onde previamente foi colocado
7,5 mL de Solugdo Tampao T, que € utilizada para auxiliar na estabilizacdo do DNA. Agitou-se
moderadamente pelas paredes do tubo, para evitar uma possivel danificacdo do DNA.

A amostra passou entdo por uma filtracdo com uma seringa e membrana de 0,45 um,
para evitar que as particulas suspensas passassem para a proxima fase e pudessem interferir

na reacdo de amplificacdo de DNA.

54



Ana Julia Benites

Preparou-se a caixa de vacuo, adicionando uma torneira, coluna de filtracdo e um
suporte para a seringa. O volume proveniente do tubo de 15 mL foi adicionado na seringa e
regulou-se a torneira de modo a que o fluxo fosse de aproximadamente 1 gota/segundo (Figura
5.9). Ap6s o volume ter sido totalmente filtrado, lavou-se a coluna trés vezes, cada uma com
0,75 mL de solugdo Tampédo P, que serve para fixar o DNA no filtro ao mesmo tempo que

remove impurezas.

Figura 5.9: Etapa de filtracdo na caixa de vacuo para que o DNA fique retido no filtro presente
na coluna de filtracdo. (A) Seringa onde é colocada a amostra; (B) Adaptador que permite o
encaixe da seringa a coluna de filtracdo; (C) Coluna de filtracdo; (D) Torneira; (E) Caixa de
Vacuo.

Retirou-se a coluna da caixa de vacuo e colocou-se num tubo coletor para ser
novamente centrifugada, desta vez a uma velocidade de 4000 a 5000 g durante 5 minutos,
para que houvesse a remoc¢ao de todo o etanol da solugéo tampéao P.

A coluna, ap6s passar pela microcentrifuga foi colocada num tubo eppendorf e
adicionou-se 150 pL de Solucéo D, deixando humedecer o filtro por dois minutos. Esta solugéo
torna o DNA sollvel, possibilitando a sua remocao do filtro. Apds esta etapa, o tubo de
eppendorf com a coluna de purificagdo foi colocado na microcentrifuga a uma velocidade de
100 a 200 g durante 30 segundos, sendo posteriormente aumentada a velocidade até 5000 g

durante 4 a 5 minutos.
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Descartou-se a coluna de purificacdo e o liquido remanescente no tubo de eppendorf
constituiu o DNA obtido da amostra, que é estavel durante uma semana a temperatura de até
4°C ou até um ano, se mantido a temperaturas de -20°C.

5.4.4 Amplificagdo do DNA

Os reagentes e controlos sdo conservados sob temperatura de congelacdo. Para
serem utilizados, foram retirados do frigorifico e mantidos a temperatura ambiente por cerca de
15 minutos para descongelacao, e posteriormente foram colocados brevemente no vortex e na
microcentrifuga para homogeneizacéo.

A andlise de um alergénio na amostra de DNA consistiu na preparagdo de trés pogos,
gue possuiam além de 15 pL de Mastermix em todos eles, mais 5 pL de controlo negativo,
controlo positivo e amostra, nos pogos respetivos (Figura 5.10).

Figura 5.10: Adicao do reagente, controlos positivo e negativo e amostra nos respetivos pogos.

5.5 ANALISES DE ROBUSTEZ

A Ultima etapa para a validagdo do método foi confrontar os resultados obtidos com os
de um laboratorio subcontratado, que possui certificagdo para a determinagdo de alergénios
pelo método de PCR em tempo real.

Para isto, as amostras utilizadas foram encaminhadas para o laboratério

subcontratado, avaliando os mesmos alergénios, conforme descrito na Tabela 5.3.
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Tabela 5.3: Alergénios analisados por PCR em tempo real, para cada amostra utilizada na
presente validagéo.
Alergénio

Aipo Amendoim Caju Noz Pistachio Sésamo Soja
+/- + - + - + - + - + - + - + -
AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL
1 1 4 5 1 6 1 7 4 3 2 8 1

Amostras

5.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplificacdo de DNA ocorrida no PCR em tempo real, para estes alergénios é
visualizada através de dois canais: FAM e HEX. O canal FAM é o que apresenta os resultados
da reagdo para o DNA alvo. O canal HEX é o controlo interno da reacdo que, no caso dos
alergénios, deve apresentar amplificacdo em todas as amostras, até mesmo no controlo
negativo, pois esta amplificacéo indica que ndo hé interferentes na amostra que impecam o
annealing dos primers com a consequente amplificacdo da cadeia de DNA.

Outra forma de avaliar se a reacdo ocorreu corretamente é através da verificacdo do
comportamento do controlo negativo no canal FAM, onde ndo poderd ocorrer a amplificacéo.
Caso amplifique, isto mostra que pode ter ocorrido uma contaminacdo cruzada na etapa de
preparacdo dos po¢os ou até mesmo contaminagdo no proprio tubo que contém o controlo
negativo. Com a mesma importancia, o controlo positivo serve para verificar a funcionalidade
dos reagentes utilizados, sendo um controlo para a presenca de inibidores da reacdo e, caso
nao amplifique, isto pode indicar que o reagente ndo foi preparado corretamente (Burkardt,
2000; Schaefer, 2006), devido a uma mistura ineficiente das duas soluc¢des, descritas no item
5.1.1, ou falta de controlo de qualidade em alguma etapa de preparacdo por parte do
fabricante.

A amplificacdo do controlo negativo e/ou ndo amplificacdo do controlo positivo rejeita
automaticamente os resultados obtidos na reagéo, sendo necessario reavaliar todas as etapas
de preparacdo da amostra e adicdo nos pogos, com posterior repeticAo do ensaio e, se
possivel, com novos reagentes e instrumentos calibrados (Burkardt, 2000).

Em relacdo ao kit de extracdo de DNA, para verificar se as solugcbes presentes no
mesmo estdo adequadas, é realizado um controlo negativo e um positivo no momento da
abertura do kit. Todas as etapas de extracdo do DNA sd&o utilizadas, porém, para o controlo
negativo ndo é utilizada nenhuma amostra, somente as solu¢des presentes no kit. Para o
controlo positivo é utilizada uma amostra que previamente sabemos que tem na sua
constituicdo o DNA alvo. O controlo negativo serve para verificar se ndo ha contaminantes

presentes nos reagentes e o controlo positivo tem como funcao avaliar a eficacia do kit.
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Quanto a avaliacdo e andlise de robustez, ambas foram compiladas na Tabela 5.4 que
torna possivel verificar a detecéo dos alergénios nas amostras analisadas, a partir de anélises

realizadas no laboratério da SGS e no laboratério subcontratado.

5.6.1 Determinacado da sensibilidade dos Kits

Os resultados das reacbes de PCR em tempo real estdo representados nos graficos
abaixo, referentes a determinacéo da sensibilidade e preciséo dos kits de amplificacéo, onde é
possivel visualizar o Ct (Cycle threshold) correspondente a ultima diluicdo detetada pelo kit, o
CN (controlo negativo) e o CP (controlo positivo) de cada reacao.

Na determinacgéo da sensibilidade, que tem como objetivo verificar se os kits utilizados
garantem a dete¢do de uma amostra positiva, mesmo que muito diluida, apenas os Ct menores
que 40 serdo considerados positivos, pois como esta reacdo de PCR em tempo real apresenta
45 ciclos, uma amplificacdo acima de 40 indica que possivelmente este aumento da
fluorescéncia ndo serd uma consequéncia da formacdo de novas cadeias de DNA molde, mas
sim devido a producéo de dimeros de primers e/ou ligacéo de produto inespecificos.

Em relacdo as cores representadas nos gréaficos desta etapa de validacdo, a linha
vermelha é o CN, a verde € o CP, a azul é o CP diluido 10x, a amarela € o CP diluido 100x e a
rosa € o CP diluido 1000x.

5.6.1.1 Aipo

A visualizagdo do sinal referente ao canal FAM (DNA alvo do aipo) esta representado
na Figura 5.11, onde se pode observar que quanto maior era a diluicdo do controlo positivo,
mais tardio era o Ct. Este fato demonstra que ambos estdo diretamente correlacionados, um
fator caracteristico do proprio método e comum a todos os kits de alergénios analisados no
presente estudo.

Este grafico demonstra que a Ultima diluicdo do controlo positivo detetada foi a de
100x, obtendo um Ct de 33,82.

] f’
.§ ] f_,/ | Descrigdo [ C(t) |
g 0257 / | CN IL_NA |
o ’ f/) | CP Aipo [ 2641 |
E: - Vs | CP 10x ™ 2003 |
] — | CP 100x [ 3382 |
D LI T l T LI I L T l T LI T ] LI | CP 1000 || N,fA |

10 20 30 40 | X
Ciclo

Figura 5.11: Sensibilidade do kit de amplificacéo do aipo.
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A Figura 5.12 corresponde ao sinal do canal HEX, referente & determinagdo da
sensibilidade do kit de amplificagdo do aipo. Este grafico exemplifica o comportamento das
amostras neste canal, visto que o mesmo desempenho ocorre nas outras reagfes, e por este
motivo, é apresentado apenas este grafico relativo ao canal HEX.

O canal HEX, conforme dito anteriormente, é o controlo interno da reacdo. A partir da
Figura 5.12 é possivel verificar que todos os controlos e diluicbes apresentaram amplificacao,
indicando que n&o existiam interferentes e que os resultados obtidos no canal FAM da mesma

reacao sao validos.

L | Descrigao [ co |
g | CN | 2805 ]
: , | CP Aipo | 3019 |
s | CP 10x | 3095 |
i —— ——— — — ] CP 100x | 3078 |
I L e e e CP 1000x [ 31,27 ]
Z0 30 40
Ciclo

Figura 5.12: Sinal referente ao Canal HEX na determinagdo da sensibilidade do kit de
amplificacé@o do aipo.

5.6.1.2 Amendoim

O amendoim foi um dos alergénios que teve a amplificacao do seu controlo positivo até
a dltima diluicao (Figura 5.13).

g | Descrigdo I co |
§ | CN [ ~nA ]
S il CP Amendoim [ 2405 |
S | CP 10x [ 2725 |
= [ CP 100x [ 3020 |

[ CP 1000x [ 3472 |

10 Z0 30 40
Ciclo

Figura 5.13: Sensibilidade do kit de amplificacdo do amendoim.

5.6.1.3 Avela

Assim como o amendoim, a aveld também apresentou amplificacdo até a Ultima
diluicdo do controlo positivo, obtendo um Ct de 33,25, conforme pode ser visualizado na Figura
5.14.
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0.15

=
E . | Descrigao | ct |
§ | CN I ~nA ]
5 o oc l CP Avela I 2455 |
i 11 CP 10x [ 2755 |
o R A | CP 100x [ 3015 |
LU UL CP 1000x [ 3325 ]

10 zZ0o 320 40
Ciclo

Figura 5.14: Sensibilidade do kit de amplificacao da avela.

5.6.1.4 Caju

O caju apresentou amplificacéo até a ultima diluicdo do controlo positivo, porém, como

pode ser visualizado na Figura 5.15, a diluicdo 1000x obteve um Ct de 43,45, que no presente

estudo ndo sera considerado. Desta forma, a Ultima diluigdo do controlo positivo considerada

sera a de 100x.

Fluorescéncia
o
™~
L]
]

D_%-H_|llrl|ll

10 z0 20 40
Ciclo

[ Descrigao [ co |
| CN [ NA ]
| CP Caju [[ 2796 |
| CP 10x [ 3135 |
| CP 100x | 3801 |
| CP 1000x [ 4345 |

Figura 5.15: Sensibilidade do kit de amplificacdo do caju.

5.6.1.5Noz

O kit de amplificacdo da noz apresentou amplificacdo na diluigdo 1000x do controlo

positivo, como pode ser observada na Figura 5.16.
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[ Descrigao [ cy |
[ CN [ ~naA ]
11 CP Noz [ 2532 |
[ CP 10x [ 2885 |
e g g——| CP 100x | 3231 |
llIl]llII'IllllllllIlll
10 -0 20 an | CP 1000x [ 3483 |
Ciclo

Figura 5.16: Sensibilidade do kit de amplificacdo da noz.

5.6.1.6 Pistachio

O pistachio obteve a ultima amplificacdo do controlo positivo na diluicdo 10x (Figura

5.17). Tal facto pode ser devido a falta de homogeneizacdo das amostras.

o

Fluorescéncia
o
(i3]

o
'

[

gl g g g gl ag

Tl'lll]]ll]]lll]lllll]l

| Descrigao [ co |
| CN [ w~a ]
| CP Pistachio [ 29,02 |
[ CP 10x [ 3195 |
| CP 100x [ ~na ]
| CP 1000x [ ~na ]

10 Z0 30 40

Ciclo

Figura 5.17: Sensibilidade do kit de amplificagdo do pistachio.

5.6.1.7 Sésamo

No caso do sésamo, a sensibilidade do kit foi observada até a diluicio 100x do controlo

positivo (Figura 5.18).

Fluorescéncia

.0s

| Descrigao [ cty |
( CN I ~na ]
| CP Sesamo [ 2470 |
. ( CP 10x [ 2834 |
E—: T T o T =] CP 100x [ 3265 |
LI T 1 T 1 T T T 1 T T 1
1o 2'0 3'0 4'0 | CP 1000x [ ~na ]
Ciclo

Figura 5.18: Sensibilidade do kit de amplificacdo da semente de sésamo.
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5.6.1.8 Soja

A soja apresentou amplificacéo até a diluicado 100x do controlo positivo, conforme pode

ser visto na Figura 5.19.

-§ 0.2 / | Descricao [ co |
8 | on T
$ 0.1 [ CP Soja [ 2696 |
S [ CP 10x [ 3110 |
= _':_T:l CP 100x | 3529 ]
5 20 a0 40 | CP 1000x [ ~A ]

Ciclo

Figura 5.19: Sensibilidade do kit de amplificacdo da soja.

5.6.2 Determinacado da precisao dos Kkits

Para esta etapa ser considerada valida e, desta forma, ser possivel passar para a
proxima fase de validacdo do método, a mesma deve apresentar em 90% das andlises a
amplificacdo da ultima diluicdo do controlo positivo verificado no item 5.6.1, ou seja, das 10
andlises realizadas para cada kit de amplificacdo de alergénios, 9 terdo que amplificar.

Quanto as cores representadas nos graficos de determinagdo de precisdo, a linha
vermelha é correspondente ao controlo negativo, ja as demais linhas sédo referentes as
dilui¢cdes do controlo positivo.

Para cada alergénio, as reacdes foram realizadas em dias diferentes, porém
constituidas pelas mesmas etapas, para evitar que possiveis erros humanos ou instrumentais

alterassem o resultado final da determinagéo de preciséo.

5.6.2.1 Aipo

Conforme a Figura 5.20, o aipo apresentou 90% de amplificacdo das amostras

analisadas.
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Descri¢ao [ cw
CN N/A
CP Aipo 100x 1 33,56
CP 100x 2 [ 3312 |
CP 100x 3 [ 3223 |
CP 100x 4 [ 3336 |
CP 100X 5 [ 40,00 |
Descrigao I cw
CN I NA
CP Aipo 100x 1 I 3543
CP 100x 2 [ 3494
CP 100x 3 [ NA
| CP 100x 4 [ 3382 |
| CP 100x 5 | 3693 |

Figura 5.20: Precisdo do kit de amplificacédo do aipo.

5.6.2.2 Amendoim

O amendoim apresentou amplificacbes bem definidas (Figura 5.21), apresentando

100% de amplificagdo da ultima diluicdo do controlo positivo utilizada neste estudo.

DIA 1
Fluorescéncia
o

DIA 2
Fluorescéncia
o

0 llllllll‘lllllllllll

10 z0 30 40
Ciclo

Descricao I co |
CN [ ~nA ]

CP Amendoim 1000x 1 || 3428 |
CP 1000x 2 || 3301 |

CP 1000x 3 || 32,83 |

CP 1000x 4 | 32,02 |

CP 1000x 5 || 3344 |
Descricao [ co |
CN I NnA

CP Amendoim 1000x 1 || 3459 |
CP 1000x 2 |[ 3545 |
CP 1000x 3 || 3543 |
CP 1000x 4 || 3466 |
CP 1000x 5 | 3480 |

Figura 5.21: Precisao do kit de amplificacdo do amendoim.
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5.6.2.3 Avela

No primeiro dia da analise de precisdo para a aveld todas as amostras diluidas do
controlo positivo apresentaram amplificacdo. Porém, no segundo dia somente trés amostras
amplificaram, indicando um valor inferior a 90% de amplificacéo total. Devido a esta situacgéo,
realizou-se novamente a preparacdo dos poc¢os para que ocorresse uma nova reacdo de PCR,
no entanto, esta segunda reagdo apresentou somente ruido de fundo, como pode ser
observado na Figura 5.22, comprovando que este kit de amplificacdo ndo possui precisédo
suficiente para a validacao da detecéo deste alergénio.

Para tentar validar este alergénio utilizou-se outro kit de amplificacdo, a partir de um
lote diferente, mas do mesmo fornecedor. A analise de determina¢éo da sensibilidade também
indicou uma amplificagdo do controlo positivo até a diluicdo 1000x, porém na etapa de
determinacdo de precisdo grande parte das amostras contendo a diluicdo do controlo positivo
apresentaram apenas ruido de fundo.

A falta de precisao deste kit de amplificacdo pode indicar uma possivel falha humana
ou até mesmo uma falha no controlo da qualidade do fabricante, sendo o ideal no futuro esta
validacéo ser feita por uma pessoa diferente, com equipamentos recém calibrados e, caso ndo

se consiga atingir a validacéo, obter um kit de amplificacdo de um fornecedor diferente.

'5 0.08 Descri¢éo C(t)
< CN N/A
“| 8 5 02 | CP 1000x Avela | 3479 |
g S CP 1000x 37,01
w CP 1000x 33,19
0 | CP 1000x || 3329 |
| CP 1000x || 3626 |
«© Descrigao C(t)
‘© 0.025 g
=
@ CN N/A
o
(] g CP 1000x Avela N/A
“ls CP 1000
<| 2 X | NA ]
a|" CP 1000x [ 3682 ]
0 | CP 1000x [ 39,02 ]
| CP 1000x [ 4350 ]
© Descrigao C(t)
R % 0.01 CN N/A
w2 CP 1000x Avela | nNnAa ]
< | s 0.00s CP 1000x 42,96
o T CP 1000x N/A
a CP 1000x I NA
CP 1000x I ~na ]

Figura 5.22: Preciséo do kit de amplificacdo da avela.

64



Ana Julia Benites

5.6.2.4 Caju

O caju apresentou 90% de amplificagcdo, como pode ser visualizado na Figura 5.23. No

segundo dia, uma das amostras que continha a diluicdo do controlo positivo apresentou Ct

superior a 40, porém como estavamos a realizar uma analise de precisdo, em que o controlo

positivo esta presente em concentragdes muito baixas, estando perto do limite de detecéo, este

resultado sera considerado, visto que também é evidente a diferenca do resultado desta

amostra para 0 controlo negativo, indicando que esta amplificacdo muito provavelmente

decorreu devido a extensao da cadeia de DNA alvo.

® . [ Descrigao [ co |
S d
S . CN I ~nA ]
- | 8 0-05 CP Caju 100x 1 [ 3232 |
g S - CP 100x 2 || 3641 |
- i CP 100x 3 [ 3621 |
UE‘—?—V—“FH—.. e CP 100x 4 [ ~nA ]
10 20 20 CP 100x 5 |[ 3602 |
Ciclo
2 0.1 4l Descrigao | ct |
% . & Al CN [ ~nA ]
N e i [ CP Caju 100x 1 || 4020 |
< |5 0.05-
a |3 1 | | CP 100x 2 || 3769 |
B e s e s iRl | CP 100x 3 I[ 3730 ]
0 ! B e = I | == == = | I | gy Em=t IJAI‘_ = = ] T I CP 100X 4 ” 35724 I
10 2o 30 40 [ CP 100x 5 [ 3424 |
Ciclo

Figura 5.23: Precisado do kit de amplificacao do caju.

5.6.2.5Noz

Tal como o caju, a noz também apresentou uma amostra com Ct superior a 40 (Figura

5.24). No entanto e apés a avaliacdo do grafico, esta também sera considerada, atingindo

assim o0s 90% de amplificacéo.
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Figura 5.24: Precisao do kit de amplificacdo da noz.

amplificacéo da ultima diluicdo do controlo positivo detetada na analise de sensibilidade.

DIA 1

DIA 2

5.6.2.6 Pistachio

Conforme a Figura 5.25, pode-se visualizar que o pistachio apresentou 100% de
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( CP 10x | 3634 |
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Figura 5.25: Precisao do kit de amplificagao do pistachio.
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5.6.2.7 Sésamo

O sésamo apresentou 100% de amplificacdo do controlo positivo diluido. Isto foi
possivel porque a linha threshold foi ajustada abaixo do ruido de fundo inicial como pode ser
observado na Figura 5.26.

Esta abordagem foi realizada atendendo a que a quantidade de controlo positivo esta
em pequenas quantidades e que a reagdo se apresenta no limite do nivel de detecédo, pois
numa reacao normal, como no caso da avaliacdo da robustez, a linha é ajustada acima do
ruido de fundo, para garantir a fiabilidade do resultado.

O ruido de fundo (background) numa reagédo de PCR em tempo real é normal, sendo
caracteristico nos ciclos iniciais da reagéo, apresentando um sinal fraco devido a fluorescéncia

inespecifica da reacédo (Cunha, 2013).

LLI
- | Descrigao Il ct |
g | CN [ ~vA ]
- § 0.05 [ cPsSesamo100x1 || 3981 |
S |8 i CP 100x 2 3586 |
i | CP 100x 3 |[ 3537 |
0 T | CP 100x 4 [ 37,08 |
10 zo 30 40 | CP 100x 5 |[ 36,39 |

Ciclo

5. itk | Descrigao [ ct |

a .
G | CN I ~NnA |
N “é [ CPSesamo100x1 || 3548 |
: g 0-02% [ CP 100x 2 3407 |
= | CP 100x 3 [ 3352 |
0 — | CP 100x 4 [ 3497 ]

CP 100x 5 39,90

I I ]

Figura 5.26: Precisao do kit de amplificacdo da semente de sésamo.

5.6.2.8 Soja

Tal como aconteceu com o sésamo, na determinacdo de precisdo da soja também
foram ajustadas as linhas que determinam o Ct abaixo do ruido de fundo. Desta forma, este

alergénio apresentou 90% de amplificagéo da diluicdo do controlo positivo (Figura 5.27).
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Figura 5.27: Precisado do kit de amplificacao da soja.

5.6.3 Avaliacado e andlise darobustez

Os resultados da avaliagdo seguida pela analise de robustez encontram-se na Tabela
5.4, que demonstram que todos os resultados das andlises realizadas no laboratério da SGS
estavam em concordancia com os obtidos no laboratério subcontratado.

Os graficos obtidos da avaliacao da robustez no laboratério da SGS estdo presentes no
Apéndice |, j& os resultados da determinacédo de alergénios dos laboratérios subcontratados

estdo no Anexo |.

Tabela 5.4: Dete¢do da amplificacdo do alergénio nas amostras analisadas para avaliagdo e
andlise da robustez.

. Andlises
Alergénio +/-  Amostras
Lab. SGS Lab. subcontratado
+ AL 8 v v v
Aipo
- AL 1 v v v
+ AL 1 v v v
Amendoim
- AL 4 v v v
+ AL 5 v v v
Caju
- AL 1 v v v
+ AL 6 v v v
Noz
- AL 1 v v v
+ AL 7 v v v
Pistachio
_ AL 4 v v v
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Tabela 5.4: Detecdo da amplificacdo do alergénio nas amostras analisadas para avaliacdo e
andlise da robustez (Continuagéo).

; Anédlises
Alergénio +/-  Amostras
Lab. SGS Lab. subcontratado
+ AL 3 v v v
Sésamo
- AL 2 v v v
+ AL 8 v 4 v
Soja
- AL 1 v v v

A partir destes Ultimos resultados conseguiu-se validar o método de detecdo dos
alergénios estudados pelo método de PCR em tempo real. Todas as etapas para esta
validacéo foram necessérias para garantir a fiabilidade dos resultados obtidos.

Entre os alergénios estudados, o Unico com o qual nao foi possivel atingir a validagéo

do método foi a aveld, devido a falta de precis@o apresentada pelo kit de amplificag&o.
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CONCLUSOES

Com base no aumento significativo da incidéncia de alergias alimentares na populagéo
mundial, principalmente em criancas, além da elevada morbilidade, a identificacdo de
alergénios em alimentos mostra-se indispensavel no requisito de seguranca alimentar, visto
que a rotulagem de alimentos é o principal meio para evitar que haja o consumo de alergénios
por individuos sensiveis.

Dentro dos métodos utilizados para detecéo de alergénios em alimentos, a partir das
informagdes presentes na literatura e dos resultados deste estudo, € possivel concluir que o
método de PCR em tempo real € indicado para a identificacdo destes compostos,
principalmente em alimentos processados, em que 0os métodos de detecdo de proteinas mais
utilizados, como ELISA e LFD, apresentam limitagdes.

Dos oito alergénios analisados, foi possivel a implementagdo e validacdo de sete,
sendo estes 0 aipo, amendoim, caju, noz, pistachio, sésamo e soja, demonstrando que o
método de PCR em tempo real, para os presentes alergénios, possui elevada precisao e
sensibilidade nos resultados qualitativos obtidos.

A avela foi o Unico alergénio em que néo foi possivel obter a validacdo do método, visto
que este ndo apresentou amplificac6es suficientes na etapa de andlise de preciséo, indicando
a possibilidade de falha humana ou problemas presentes no préprio kit disponibilizado pelo
fabricante.

Caso seja de interesse da empresa a validagéo deste alergénio futuramente, o ideal é
que o ensaio seja realizado por uma pessoa diferente, com equipamentos recém calibrados e,
se necessario, com kits provenientes de outro fabricante. Além disso, como perspetivas futuras,
€ possivel considerar a validacdo de outros alergénios pelo mesmo método, ampliando a

capacidade de detecdo de alergénios pela empresa.
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APENDICE I. Resultados da andlise de robustez

Ana Julia Benites

A seguir estdo os graficos obtidos da analise de robustez para os kits de amplificacéo

de alergénios no laboratério da SGS. A cor vermelha representa o CN, a verde é o CP e a azul

é a amostra utilizada.

As andlises, que foram realizadas em duplicata, foram feitas em dias alternados para

evitar que alguma falha humana ou instrumental pudesse interferir no resultado da reacao.
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Figura A.1: Avaliac&o da robustez do kit de amplificagc&o do aipo.
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Figura A.2: Avaliacdo da robustez do kit de amplificacdo do amendoim.
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Figura A.3: Avaliacéo da robustez do kit de amplificacdo do caju.
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Figura A.4: Avaliacdo da robustez do kit de amplificacdo da noz.

A avaliacao de robustez do pistachio foi a Unica em que numa mesma reacgao foram

adicionados 0s pocos correspondentes da amostra negativa e positiva. A linha azul no gréfico

representa a amostra AL 7, ja a linha amarela € respetiva da amostra AL 4.
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Figura A.5: Avaliag&o da robustez do kit de amplificagdo do pistachio.
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Figura A.6: Avaliagcdo da robustez do kit de amplificacdo do sésamo.
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Figura A.7: Avaliacdo da robustez do kit de amplificacdo da soja.
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ANEXO I|. Resultados de analise de robustez do laboratorio
subcontratado
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TEST REPORT N. 15/000466703

date of issue 24/12/2015

Messrs

Customer ID 0029755/002 SGS PORTUGAL SA
POLO TECNOLOGICO DE
LISBOA, 6 - PISO 2
1600-546 LISBOA

Portogallo
Sample information
Acceptance number  15.544589.0002
Delivered by UPS on 22/12/2015
Receiving Date 22/12/2015
Place of origin SGS PORTUGAL SA POLO TECNCLOGICO DE LISBOA, 6 - PISO 2 1600-546 LISBOA
Portogallo
Sample Description  AL3
Sampling information
Sampled by Customer
ANALYTICAL RESULTS
Value/Uncertain Unit of measure LoQ LoD Start/end Op. Row
date of units
analysis
ON EXTRACTED DNA 1
SESAME (gene Rbel) - PCR present mg/kg 10 23nze01s-  O1 2
Met.: MP 1383 rev 2 2010 -24/12/2015

Operative units

Unit 01 : Via Fratta Resana (TV)

Biologist responsible Laboratory Director
Doft. Riccardo Zuccherato Dott. Sébasfien Moulard

QOrdine nazionale dei biclogi
Albc professicnale n.059975 sez. A

- If not otherwise specified, the uncertainty is extended and has been calculated with a recovery factor k=2 corresponding to a probability interval of about 85%. - LoD is the detection
limit and identifies a confidence interval of zero with a probabilty interval of about 99%. - LoQ is the limit of guantification.*n.d" is not detected and indicates a value inferior to the LoD
“"traces (X)" means a value between LoD and LoQ, this value is indicative. "<x" or ">x" indicate inferior or superior to the measurement field of the test. - If not differently specified, the
sums are calculated by lower bound criteria (L.B.). - Registration with the number 7 of the Regional List of the laboratories of the Regione Veneto which perform analyses as regards
the procedures for the food safety in food industries, as reported in Annex A of DDR n®73 of 16th January 2008 - If not differently specified the quantitative microbiological tests
(excluded MPN) are performed on single repetition and two consecutive dilutions in accordance to 1ISC 7218:2007/Amd1:2013. - If there is a specification (customer specifications, law
limits) which has been compared to the analytical results, the values shown in bold indicate a result which is out of the specification. - If not differently specified the opinions and
interpretations eventually reported are referred to analysed parameters and are based on the comparison of the value with the reference values without considering the confidence
interval of measure.

Template 716/SQrev. 5 Page 1 of 1

Report digitally signed according to the law in force.
The results contained in this Test Report refer only to the analyzed sample. This Test Report can not be copied, even partially, without Chelab's written permission

Chelab S.r.l, a Mérieux NutriSciences company

Head office: Via Fratta 25 31023 Resana, ltaly Phone. + 39 0423.7177 / Fax + 39 0423715058 www.chelab it
VAT nr. 01500800269, R.E.A Trevisc n. 156079 Fully paid up € 103.480,00
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Vi Requisigao: 6383
Data recepgdo: 23/11/2015
Transporte BIOPREMIER: Nao Data recepgiio Data de entrada Data Conclusdo
Tipo de produto: Alimentar 2015-11-23 2015-11-23 2015-12-01
Tipo de pedido: Pontual Parametros de anélise Biologia Molecular Agroalimentar e Ambiental
Data Iniclo: 2015-11-23 Data fim: 2015-12-01
tecgo de Pistachio (DNA) por PCR * PT00.152 NI/A (LD - 0,01%) Negativo
Detecgdo de amendoim (DNA) por real time PCR PT04.13 N/A (LD - 0,01%) Negativo
2014-09-25
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de Laboratorio. Os resultados produzidos referem-se unicamente aos ilens ensaiados. Qualquer emenda ou rasura anula a validade deste -~
Relalério. O presente Relatdrio foi emilido com assinatura electrénica, Bruno Almeida
Responséve! Técnico

Biologia Molecular Agroalimentar e Ambiental
Biopremier ~ Inovagho e Servigos em Biotecnologia, S.A. - NIPC: 506604233
Ed. TECLABS (ICAT). Campus da FCUL. Campo Grande - 1748-016 Lisboa Portugal | Tel:+351 217 500 473 | E-mail:info@biopremier.com
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';‘ Relatorio de ensaios
L ¢ [EETRREITEET | D

we?
e

BIOPREMIER Original 2015-12-01 15_5416.6886
AMOSTRA N.° 6886 DOS CLIENT
Entrada N.°: 5416 AIC: Sofia Sousa
Designagdo: ALS Entldade: SGS Portugal, S.A.
Cédigo da amostra: N/A Morada: Folo Tecnologico de Lisboa, n® 6, Piso 2
Lote: N/A Cédlgo Postal: 1600-546 Lisboa
Data de validade: N/A Pais: Portugal

VI Requisigio: 6383
Data recepgéo: 23/11/2015

Transporte BIOPREMIER: Nao Data recepgdo Data de entrada Data Concluséo
Tipo de produto: Alimentar 2015-11-23 2015-11-23 2015-12-01
Tipo de pedido: Pontual Parametros de Blologla Molecular Agroallmentar e Ambiental
Data Iniclo: 2015-11-23 Data fim: 2015-12-01

| E i oy ‘ ’ ) =
Ensaio QU | Resyitade

= pis ’ 2 L

Detecgdo de caju {DNA) por real time PCR PT04.15 MNiA (LD - 0,01%) Posilive

2014-08-25

Legenda:
LD - Limite de detecgao; LA — Limite de quaniificagio: N/A - Nio aplicavel

As nolas, obsarvaghes, apreciagbes e Qulrds camenlérios esido fora do mbilo de acredilagio. Apss o envio do relatdrio de ensaios, o
remanescents da emoslma serd guardade duranle 5 dies Glois, sendo possive! a sua devolugio nesta prazo, caso sofilicilado pelo cliente. Este o
relatério nao pade ser reproduzido parc) sem aulorizegéo do Resp vel de Laboratéro. {

Qs resultados produzidos referem-se unicamente aos itens ensgiados Qualquer smenda ou rasura anula a validade desle relatério. O presanla
relatério foi emilide com assinatura elecironica

Bruno Almeida
Responsavel Técnico

Biologia Molecular Agroalimentar @ Ambiental
Biopremier— novag#o e Servigos em Biotecnologia, S.A. - NIPC: 506604233
£d. TECLABS (ICAT). Campus da FCUL. Campo Grande - 1788076 Lisboa Porntugai | 7ei:+357 ZT7 500 %73 | E-mailinfic@bicpremier.com
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Relatério de ensaios

Tipo de relatério ]N_

Ana Julia Benites

4 ¥
o el

BIOPREMIER Original 2015-11-30 15 5417.6887
AMOSTRA N.° 6887 DADOS CLIENTE
Entrada N.°: 5417 AIC: Scofia Sousa
Designagdo: ALE Entldade: SGS Portugal, S.A.
Cddigo da amostra: N/A Morada: Polo Tecnoldgico de Lisboa, n° 6, Piso 2
Lote: N/A Codigo Postal: 1600-546 Lisboa
Data de valldade: NiA Pais: Portugal
Vi Requisigao: 6383
Data recepgdo: 23/11/2015
Transporte BIOPREMIER: No Data recepgéo Data de entrada Data Conclusdo
Tipo de produto: Aflimentar 2015-11-23 2015-11-23 2015-11-30
Tipe de pedido: Fontual Parametros de analise Blologla Molecular Agroalimentar e Ambl
Data Iniclo: 2015-11-23 Data fim: 2015-11-30

Detecgaio de noz Europa/Pecan {DNA) por PCR PT00.013 N/A (LD - 0,01%)
Legenda:
LD - Limite de detecgdo; LG — Limile de quantificacio; N/A - Nao aplicéve!
As nolas, observagbes, apreciagbes @ oulros ios esi3o fora do Ambito de acredilagio. Ap6s o envio do relslério de ensaios, o ’)b
remanescente da amastra serd guardado duranle 5 dias Uleis, sendo possivel a sua devoluglo nesie prazo, caso solilicitado pelo cliente. Esle .
latdrio nfic pode ser rep ido parci sam aulorizagio do Resp L # (‘
Os d 35 ref aos ilens er Qualquer da ou rasura anula a validade deste relalbrio. O p -

relattrio foi emitido com assinalura electrénica. Bruno Almeida
Responsavel Técnico
Biologia Molecular Agroalimentar e Ambiental
Biopremier— Inovagio e Servicos em Biotecnologia, S.A. - NIPC: 506604233
Ed. TEGLARS TICAT). Tampus da FCUL, Campo Grande - 759076 Lisboa Pontugsl | Tei:¥351 217 SU0 773 | E-mait:infoviopremier com
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' ' Relatdrio de ensaios
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BIOPREMIER Original 2015-12-01 15_5424 6894
AMOSTRA N.” 6894 DADOS CLIENTE
Entrada N.°: 5424 AJC: Sofia Sousa
Designagdo: AL7 Entidade: SGS Portugal, S.A.
Cédigo da amostra: AL7 Morada: Polo Tecnoldgico de Lisboa, n® 6, Piso 2
Lote: N/A Cédlgo Postal: 1600-546 Lisboa
Data de validade: N/A Pais: Portugal

V/ Requisigio: 6383

Data recepglo: 23/11/2015

Transporte BIOPREMIER: Nzo Data recepgdo Data de entrada Data Concluséio
Tipo de produto: Alimentar 2015-11-23 2015-11-23 2015-12-01
Tlpo de pedido: Pontual F os de anélise Biologla Molecular Agroall tar e Ambiental
Data Infclo: 2015-11-23 Data film: 2015-12-01
_ - [ ’ ; I : - -:. b -
i : Y oy |
i . g ¥l ¥ . |
Detecgéo de Pistachio (DNA) por PCR PT00.152 N/A (LD - 0,01%) Positivo

Legenda:
LD - Limite de detecgio; LQ — Limite de quanlificag8o; N/A - Nao aplicavel
As notas, ohservagbes apreciagbes e oulros comenlérios esldo fora do dmbilo de acredilagho. Apds o envio do relatdrio de ensaios, 0
serd gl duranle 5 dias dleis, sendo possivel a sua devoluglio nesle prazo, caso solilicitlado pelo clienle. Este Y
rsiatbnn nfo pode ser reproduzido parcialmente sem autorizago do Responsével de Laboratério.
Os resuflados produzidos referem-se uni e aos itens ensai Qualquer ou rasura anula a validade deste relatdrio. O presenle
relaldrio foi emilido com assinalura electronica. . Bruno Almeida
Responsavel Técnico

Biologia Molecular Agroalimentar e Ambiental

Biopremier— movagdo @ Servicos em Biotecnologia, S.A. - NIPC: 506604233
£d. TECLABS {ICAT). Campus da FCUL. Campo Grande - 1749-076 Lisboa Portugal | Tel:+351 217 500 273 | E-mailinfo@biopremier.com
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CHELAB
SILLIKER

a Mérieux NutriSciences Company

TEST REPORT N. 15/000467600

date of issue 28/12/2015

Messrs

Customer ID 0029755/002 SGS PORTUGAL SA
POLO TECNOLOGICO DE
LISBOA, 6 - PISO 2
1600-546 LISBOA

Portogallo
Sample information
Acceptance number  15.544589.0001
Delivered by UPS on 22/12/2015
Receiving Date 22/12/2015
Place of origin SGS PORTUGAL SA POLO TECNOLOGICO DE LISBOA, 6 - PISO 2 1600-546 LISBOA
Portogallo
Sample Description  AL8
Sampling information
Sampled by Customer
ANALYTICAL RESULTS
Value/Uncertain Unit of measure LoQ LoD Startlend Op. Row
date of units
analysis
ON EXTRACTED DNA 1
CELERY (gene tRNA) - PCR present makg 10 ewieeois 01 2
Met.: MP 1380 rev 2 2010 -24/12/2015

Operative units

Unit 01 : Via Fratta Resana (TV)

Biologist responsible Laboratory Director

Doft. Riccardo Zuccherato Dott. Sébasfien Moulard

Qrdine nazionale dei biol
Albo professicnale n.059975 sez.A

- If not otherwise specified, the uncertainty is extended and has been calculated with a recavery factor k=2 corresponding to a probability interval of about 85%. - LoD is the detection
limit and identifies a confidence interval of zero with a probabilty interval of about 98%. - LoQ is the limit of quantification."n.d" is not detected and indicates a value inferior to the LaD.
"traces (X)" means a value between LoD and LoQ, this value is indicative. "<x" or ">x" indicate inferior or superior to the measurement field of the test. - If not differently specitied, the
sums are calculated by lower bound criteria (L.B.). - Registration with the number 7 of the Regional List of the laboratories of the Regione Veneto which perform analyses as regards
the procedures for the food safety in food industries, as reported in Annex A of DDR n“73 of 16th January 2008 - If not differently specified the quantitative microbiological tests
(excluded MPN) are performed on single repetition and two consecutive dilutions in accordance to 1ISQ 7218:2007/Amd1:2013, - If there is a specification {customer specifications, law
limits) which has been compared to the analytical results, the values shown in bold indicate a result which is out of the specification. - If not differently specified the opinions and
interpretations eventually reported are referred to analysed parameters and are based on the comparison of the value with the reference values without considering the confidence
interval of measure.

Template 716/SQ rev. 5 Page 1 of1

Report digitally signed according to the law in force.
The resulis contained in this Test Report refer only to the analyzed sample. This Test Report can not be copied, even partially, without Chelab's written permission

Chelab S.r., a Mérieux NutriSciences company
Head office: Via Fratta 25 31023 Resana, ltaly Phone. + 39 0423.7177 / Fax + 39 0423715058 www.chelab.it
VAT nr. 01500800269, R.E.A Treviso n. 156079 Fully paid up € 103.480,00.
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Relatério de ensaios

Ana Julia Benites

3 acreditegto
Tipo Ge relaord " Data| =
[y
BIOPREMIER Original 2015-12-17 15_5984.7512
AMOSTRA N.° 7512 LIEN
Entrada N.°: 5984 AJC: Sofia Sousa
Deslgnagdo: AL 8 Entidade: SGS Portugal, S.A.
Cédigo da amostra: N/A Morada: Polo Tecnolbgico de Lisboa, n° 6, Piso 2
Lote: N/A Cédlgo Postal: 1600-546 Lisboa
Data de valldade: N/A Pals: Portugal
VI Requisigéo: 6412
Data recepgdo: 11-12-2015
Transporte BIOPREMIER: Nao I Data recepcdo Data de entrada Data Conclusdo
Tipo de produto: Alimentar 2015-12-11 2015-12-11 2015-12-17
Tipo de pedido: Pontual F v = i
Data Iniclo: 2015-12-11 Data fim: 2015-12-17
io Codigo de ens: | Un ! d |
NN R : |
Detecgao de soja (DNA) por PCR PT03.20 N/A (LD - 0,01%) Positivo
2014-07-16

Legend:

a:
LD - Limite de delecgdo; LQ - umnla de qumuﬁmﬂa NIA Nao aplicavel

esiso fora do ambito de acreditagio. Apds o envio do relatorio de ensaios, 0

As nolas, outros
remanescente da amosira serd guavoado durante 5 dias dleis, sendo possivel a sua devolugao nesle prazo, caso solilicilado pelo cliente. Este —_—b
relalério ndlo pode ser del
Os ref aos ilens Qualquer emenda ou rasura anula a validade desle relatério. O presenle
relatdrio foi emitido com assinalura electronica ‘ Bruno Almeida
Responsavel Técnico
Biologia Molecular Agroalimentar e A
Biopremier - Inovagao e Servigos em S.A.-NIPC:
Ed. TECLABS (ICAT). Campus da FCUL. Campo Grande - 1749-016 Lisboa Portugal | Tel:+351 217 500 473 | E-mail.info@biopremier.com
Péagina 1/1
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