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Resumo

Estima-se que atualmente cerca de 1 % a 2 % da populacgédo, e até 8 % das criangas, sofram de alguma
alergia alimentar com sintomas que variam de relativamente leves a graves e, por vezes, até com
consequéncias fatais.

Muitos alimentos sdo popularmente conhecidos por provocarem alergia alimentar, como sejam o
amendoim, as nozes, 0 trigo, a soja, o leite, o ovo, 0 peixe e 0 marisco. Estes alimentos sao
responsaveis por causar a maioria das reacdes alérgicas (> 90 %).

Como tal, a populagdo esta cada vez mais preocupada com a sua saude e qualidade de vida, bem
como em mudar alguns dos seus habitos alimentares.

E reconhecido que a alergia alimentar se tornou um relevante problema de satde, especialmente nos
paises industrializados. Nos Ultimos anos, a sensibilizacdo para a gestao de alergénios aumentou entre
0s operadores da cadeia alimentar pois, uma vez que uma pequena quantidade de alimentos
alergénicos pode desencadear uma reacao alérgica, € essencial a informagéo detalhada em rétulos de
produtos alimentares para pessoas que sofrem de alergia alimentar.

Um ponto-chave para reduzir o risco de contaminag¢do ndo controlada é verificar que o produto se
encontra isento de alergénios através de ensaios laboratoriais de resposta rapida e baixo custo. Deste
modo, este trabalho foca-se na implementacdo da detecdo e quantificacdo de leite em alimentos pelo
método Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA), na empresa SGS Portugal, S.A.

A implementacao do método teve como base as Guidelines for Method Validation of Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays applied to Food Samples.

Com base nos resultados obtidos e no cumprimento dos parametros indicados nos procedimentos de
validacéo de métodos imunoenzimaticos, foi possivel a sua implementacéo na empresa SGS Portugal,
S.A.

Palavra-Chave: Alergénios, Leite, ELISA, caseina, 3-Lactoglobulina

Vil



Detecédo e quantificacao de leite pelo método ELISA no Laboratério SGS | Ana Hipdlito

Vil



Detecédo e quantificacao de leite pelo método ELISA no Laboratério SGS | Ana Hipdlito

Abstract

It is estimated that about 1 % to 2 % of the population, and up to 8 % of children, suffer from food
allergies with symptoms ranging from light to severe, or in some cases, even fatal. Many foods are
known to cause food allergies, including peanuts, nuts, wheat, soy, milk, eggs, fish and shellfish, which
are responsible for causing the majority (> 90 %) of allergic reactions. Therefore, the population is
increasingly concerned about their health and quality of life, as well as on changing some of their eating
habits. It is recognized that food allergy has become a major health problem, especially in industrialized
countries. In recent years, awareness of allergen management has increased among food chain
operators. Since a small amount of allergenic food can trigger an allergic reaction, food labels are
essential to inform consumers who suffer from food allergies. A key point to reduce the risk of
uncontrolled contamination is to verify that the product is allergen-free through a rapid response and
low cost laboratory testing. Therefore, this work focuses on the implementation of the detection and
quantification of milk in foods by the Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA) method, in the
company SGS Portugal, S.A. The implementation of the method was based on Guidelines for Method
Validation of Enzyme-Linked Immunosorbent Assays applied to Food Samples. Based on the results
obtained and the compliance with the parameters indicated in the procedures for the validation of

immunoenzymatic methods, it was possible to implement this method in SGS Portugal, S.A.

Key Words: Allergens, Milk, ELISA, Casein, B-Lactoglobulin
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1 Introducéo

1.1 Enquadramento e objetivo

Uma percentagem da populacéo (1 a 3 % dos adultos e 4 a 6 % das criancas) sofre de consequéncias
adversas para a saude como resultado do consumo de alimentos ou ingredientes alimentares
especificos. Tais respostas hipersensiveis podem manifestar-se de diversas maneiras e podem ser
amplamente categorizadas como alergias alimentares ou intolerancias alimentares. A alergia alimentar
classica resulta numa resposta imunologica que é mediada por anticorpos (Imunoglobulina E). A
Intolerancia alimentar € mais dificil de caracterizar, uma vez que pode ser causada por componentes
alimentares ndo proteicos (lactose, por exemplo), ao contrario das alergias verdadeiras que sao,
geralmente, o resultado de uma reagao a um ou mais componentes de proteinas individuais (European
Food Safety Authority, 2014).

Nos Ultimos anos, a sensibilizagdo para a gestdo de alergénios aumentou entre os operadores da
cadeia alimentar, pois dado que uma pequena quantidade de alergénio pode desencadear uma reacao
alérgica, é de grande relevancia a existéncia de informacéo em rétulos de produtos alimentares de

modo a prevenir reagdes alérgicas (Galan-Malo et al., 2017).

Existem varias técnicas para a detecao de alergénios, sendo estas agrupadas de acordo com o alvo
que reconhecem. Os ensaios a base de proteinas incluem Enzyme-Linked Immunosorbent Assays
(ELISA), Dispositivo de Fluxo Lateral (LFD), Immunobloting, Biossensores e espectrometria de massa
(SM) e geralmente detetam proteinas alérgicas, enquanto os métodos baseados em DNA (&cido
desoxirribonucleico), como PCR (reacdo em cadeia polimerase) e PCR em tempo real, detetam DNA

especifico para um componente alergénico (Holck et al., 2011).

Com base nas necessidades de identificacdo de alergénios em alimentos e devido a elevada procura
por parte de clientes e consumidores, o objetivo do presente estudo foi implementar o método de ELISA
para detecdo e quantificacdo de Leite, através do kit comercial RIDASCREEN®FAST MILK validado
pelo fornecedor.
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1.2  Estrutura

No capitulo 1 é feito um enquadramento inicial do trabalho e é apresentado o objetivo e a estrutura do

mesmo.
O capitulo 2 é destinado a uma descricdo breve da empresa em que foi desenvolvida a componente
pratica da tese: nele é feita a caracterizacdo da empresa, sao indicados os setores em que esta atua e
a sua historia.

O capitulo 3 elucida os conceitos acerca do tema alergia alimentar, evidenciando a importancia da
identificacdo de alergénios em alimentos e a sua importancia para a rotulagem que é legalmente

obrigatéria.

O capitulo 4 foca-se no alergénio leite, na sua composicdo e no desenvolvimento de uma alergia

alimentar. Neste capitulo é ainda abordado como o efeito do processamento afeta a proteina do leite.

No capitulo 5 sdo apresentados os métodos de determinagcdo de alergénios, bem como as suas

vantagens e desvantagens.

O método ELISA, aplicado no presente trabalho, é explicado no capitulo 6.

No capitulo 7 sdo referidos os pardmetros minimos necessarios que devem ser avaliados para se poder

realizar o processo de validagdo de um método analitico.

No capitulo 8 estdo apresentados os resultados obtidos com uma breve discussao.

O capitulo 9 corresponde, finalmente, a conclusao do trabalho.
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2 Caracterizacdo da empresa

2.1 Société Générale de Surveillance - SGS

A Société Générale de Surveillance - SGS, foi fundada em 1878 na cidade de Rouen, em Franca, por
Henri Goldstlick depois de este verificar que os exportadores de cereais a granel estavam
continuamente a perder dinheiro por ndo estarem a ser devidamente representados no porto de destino,
dado que os importadores pagavam apenas a quantidade de gréos recebidos e ndo o que foi enviado.
Deste modo, Henri Goldstlick sentiu a necessidade de um representante para os exportadores de
gréos, para verificacdo da quantidade e qualidade dos grdos na chegada ao porto. Formou uma
parceria com Johann A. Hainze, para realizar inspe¢cdes em navios que carregassem graos e assim

nasceu a Goldstiick e Hainze & Ca, mais tarde Société Générale de Surveillance (SGS, 2016).

A empresa que comegou com a inspec¢do de um Unico carregamento de grédo da Ruissia para Franca
tinha crescido de forma exponencial. Em 1913, a empresa j& inspecionava cerca de 21 milhdes de
toneladas de gréo por ano, numa rede de 45 escritorios na Europa, tornando-se lider no negdcio de
inspecdo de grédo (SGS, 2016).

Em 1915, a empresa mudou a sua sede de Paris para Genebra, na Suica e a 19 de Julho de 1919, deu
mais um passo na sua reconstru¢cdo e adotou o nome que ostenta hoje: Société Générale de
Surveillance (SGS, 2016).

A partir de 1939 a empresa expandiu-se para os paises da América do Sul e dedicou-se a inspecéo e
andlise de matérias-primas, minerais e metais através da aquisicdo de laboratérios na Europa. No
entanto, é na década de 70 que ocorre uma grande ampliacdo das atividades que atualmente a SGS
desenvolve (SGS, 2016).

Presentemente, a SGS esta em mais de 140 paises, possui cerca de 850 escritdrios, 340 laboratérios
e conta com a colaboragdo de 50.000 pessoas oferecendo um leque de servicos que se divide em
quatro grandes grupos (SGS, 2017):

e Servicos de Inspecdo - inspecdo e verificagcdo da quantidade e qualidade de produtos

agricolas, minerais, petroliferos e petroquimicos, bens de consumo e equipamentos.

e Servicos de Andlise - realizacdo do controlo de qualidade de produtos alimentares ou nao

alimentares, avaliando a sua conformidade com requisitos legais aplicaveis.

e Servicos de Certificacdo — certificagdo de sistemas de gestéo, produtos ou servi¢os de acordo

com os referenciais normativos aplicaveis.
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e QOutros Servicos - servigos de formacéo, servigos de recrutamento de técnicos especializados,
servicos de logistica, servicos de consultaria técnica na &rea da qualidade, ambiente,

seguranca alimentar, servicos de peritagem e averiguagéo destinados ao setor segurador.

O alicerce de toda a estrutura séo as pessoas que integram o0 Grupo SGS. Todos os colaboradores sédo

um referencial técnico e ético.

Figura 2.1 - Logotipo da empresa

2.2 SGS em Portugal

A SGS Portugal, S.A. foi fundada em 1922 pelo grupo SGS, tendo sido determinado que esta afiliada
desenvolvesse a sua atividade pelos mesmos principios estratégicos geradores da agdo do proprio

grupo: a Independéncia, a Integridade, a Confidencialidade e a Inovagéo (SGS, 2017).

Inicialmente, a SGS Portugal dedicava-se apenas ao controlo de opera¢fes de carga e descarga de
granéis de cereais. Gradualmente foi alargando a sua atividade a outros sectores, respondendo as
exigéncias e necessidades do mercado (SGS, 2017).

Atualmente, a SGS Portugal possui laboratorios acreditados nas areas Agroalimentar, Detergentes,
Produtos de Higiene, Cosméticos, Dispositivos Médicos, Ensaios Nao Destrutivos, Ambiental e
Seguranca Ocupacional, assegurando que os seus produtos cumprem os padrdes internacionais e
garantindo assim a seguranca do consumidor (SGS, 2017).
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Figura 2.2 - Sede da SGS em Lisboa, reunindo todos os servigos da Grande Lisboa

O laboratoério de Ensaios Fisico-Quimicos, Microbiolégicos e Amostragem da SGS Portugal, localizado
no Po6lo Tecnolodgico de Lisboa, € um dos mais modernos laboratérios do pais, acreditado desde 1992
de acordo com a norma NP EN ISO/IEC 17025, tendo 0 mérito de ter sido um dos primeiros laboratorios

privados em Portugal acreditado nesta area (SGS, 2017).
A sua capacidade reconhecida em diversas areas de atuagdo, compreende (SGS, 2017):

e Laboratério de analises microbiolégicas para produtos alimentares, &guas, ambiente,
detergentes, produtos de higiene e cosméticos (DPH, Difenidramina) e dispositivos médicos;

e Laboratorio de ensaios fisico-quimicos com competéncia para andlises a produtos alimentares
e aguas, estando equipado para dar resposta de forma automética a cerca de 80 % das suas

andlises de rotina;
e Laboratorio de ensaios fisico-quimicos para analises a DPH;
e Rede de técnicos especializados para a recolha e transporte de amostras em Portugal

Continental e llhas, estando a amostragem incluida no ambito da acreditacéo;

e Area especializada em apreciacéo técnica de rotulagem e apoio no cumprimento da legislagéo

em vigor.

A realizagdo da implementagdo do método de detecdo e quantificacdo de leite pelo método ELISA
decorreu no Laboratorio de Quimica da SGS Portugal, em Lisboa. Para tal foram utilizados

equipamentos, materiais e reagentes cedidos pela empresa.
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3 Alergia Alimentar

3.1 Contexto histérico

O primeiro relato sobre a alergia alimentar € geralmente atribuido a Hipécrates, sendo que, no entanto,
foram os imperadores chineses Shen Nong (~ 2735 aC) e Huang Di (2698-2598 aC) os primeiros a
aconselhar que individuos com lesdes cutédneas deviam evitar certos alimentos. Nos escritos de
Hipécrates, datados entre 460 e 377 aC, a presenca de humores hostis (atualmente conhecidos como
anticorpos Imunoglobulina E- IgE) em alguns individuos era observada apés a ingestdo de queijo. A
citagdo de Tito Lucrécio Cato, entre 98 e 55 aC, de que "O que é alimento para um, para outro é veneno

de classe" sugere fortemente a existéncia de uma compreenséo das reacdes adversas aos alimentos
desde ha mais de 2000 anos (Cohen, 2008).

No século XVII, os relatos de casos de reagfes de hipersensibilidade aos alimentos comecaram a
aparecer na literatura médica. Jean Baptiste Van Helmont publicou em 1662 ataques asmaticos ap0s
a ingestdo de peixes em Oriatrike. Entre 1798 e 1808, Robert Willan descreveu sintomas de urticaria
apos a ingestdo de améndoas, cogumelos, peixes, caranguejos, lagostas e mexilhdes, e urticéria
febralis (anafilaxia fatal) apés a ingestdo de mexilhdes e lagostas (Sampson, 2016). Nao obstante varios
relatos de reacgdes aos alimentos aparecessem periodicamente na literatura médica, foi apenas em
1921 que Prausnitz iniciou uma investigacao cientifica sobre a alergia alimentar e estabeleceu a base

imunolégica das reacgdes alérgicas (Sampson, 2016).

No inicio dos anos 80, a alergia alimentar ainda ndo era abordada como um problema de satde publica.
A maioria dos médicos eram céticos ao diagndstico e os estudos eram escassos, principalmente porque
muitos ndo consideravam a area como uma ciéncia (Sampson, 2016).

Ha 35 anos atras, a prevaléncia estabelecida de alergia alimentar nos Estados Unidos era semelhante
ao que é relatado hoje, ou seja, cerca de 13 %. Embora fosse espectavel que actualmente fosse inferior
a 1 %, dados recentes revelam a sua prevaléncia entre 3,5 % e 5 % da populagéo geral e de 8 % da
populacdo pediatrica (Sampson, 2016). As rea¢Bes alérgicas graves aos alimentos eram raras ha 35
anos, mas agora representam a principal causa de anafilaxia tratada nos servicos de emergéncia dos
EUA. Os dados dos EUA e da Austrdlia (figura 3.1) indicam que houve um aumento acentuado nas
hospitalizag6es devido a alergia alimentar. A razdo para este rapido aumento da alergia alimentar

diagnosticada entre os paises industrializados permanece uma questdo em aberto (Sampson, 2016).

As caracteristicas dos transtornos alérgicos alimentares e dos sintomas alérgicos aos alimentos foram
sendo definidos de uma forma mais precisa, melhorando o diagnéstico e facilitando o registo dos casos

clinicos (Sampson, 2016).
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Nos ultimos 35 anos assistimos a mudancas notaveis na nossa compreensao basica dos distlrbios
alérgicos alimentares devido a compilagdo de numerosos relatos anteriormente desconsiderados por
pesquisadores e clinicos, elevando a alergia alimentar a uma ciéncia com centenas de artigos
publicados anualmente em revistas cientificas de elevado prestigio. Hoje, os disturbios alérgicos
alimentares mediados por IgE e ndo IgE estdo bem caracterizados e os esfor¢cos para tratar estas
alergias através de varias estratégias imuno-terapéuticas estdo bem encaminhados (Sampson, 2016)
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Figura 3.1 - Admissdes de anafilaxia hospitalar induzida na Australia por faixa etéria de 1994 a 2005 (adaptado
de Sampson, 2016)
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3.2 Alergia Alimentar vs Intolerancia Alimentar

Os mecanismos que estdo na base das alergias alimentares, assim como das restantes doencas
alérgicas, sdo de extrema complexidade. Acredita-se que as alergias alimentares resultam quer da
falha de indug&o de tolerancia, quer da perda da tolerancia oral a determinado alimento. A tolerancia
oral € um estado de auséncia de resposta imunoldgica induzida por administracéo oral de um antigénio

in6cuo, como por exemplo as proteinas alimentares (Ortolani & Pastorello, 2006).

O desenvolvimento de alergia alimentar esta associado a uma resposta Th2 (Linfocitos T-helper subtipo
2) inapropriada, traduzida num aumento no nimero de células Th2, relacionada com um aumento da
producédo de Imunoglobulina E especifica a alergénios de alimentos. A pele e o intestino sdo os locais
através dos quais pode ocorrer diretamente sensibilizacdo a determinado alimento e, por si s6, podem
fornecer uma importante informacdo acerca do decurso da alergia. O intestino, com a sua extensa
mucosa, assume um papel central no equilibrio imunolégico do organismo. A sua funcdo imunitaria

assenta numa resposta de tolerancia a proteinas nédo patogénicas (Paidassi, 2017).

Certos mecanismos conduzem a privacéo do desenvolvimento da tolerancia, tais como: a apoptose de
células T especificas de antigénio, com consequente perda da sua fungdo imunoldgica especifica; a
paralisia das células T que pode ocorrer se a apresentacdo do antigénio das células epiteliais intestinais
(que funcionam como células apresentadoras de antigénio) esta incompleta devido a falta de moléculas
co-estimuladoras; e o defeito na produgdo das células T reguladoras. O desenvolvimento dessas
células é estimulado por fatores externos como a flora bacteriana normal apds o nascimento (Ortolani
& Pastorello, 2006).

Em 1995, a Academia Europeia de Alergia e Imunologia Clinica (EAACI) estabeleceu uma classificagéo
simples e facil de aplicar as reagdes adversas aos alimentos com base no mecanismo patogenético. A
primeira distincdo é feita entre as reacdes adversas téxicas e ndo téxicas a alimentos (figura 3.2)
(Dabrowski & Sikorski, 2004).

Reac0es tbéxicas resultam de um efeito prejudicial que o alimento tem sobre todos os individuos que o
consumam, como por exemplo, as toxinas. As toxinas podem estar naturalmente presentes nos
alimentos, induzidas pelo processamento de alimentos ou incorporadas nos mesmos COMo
contaminantes ou aditivos. Os alimentos modernos contém pequenas quantidades de toxinas e uma
dieta variada evita a sua acumulagéo. Por sua vez, as reac¢des nao téxicas sdo aquelas que ocorrem
na presenca de alimentos que ndo séo tolerados por alguns individuos. Estas podem dar origem a
denominada alergia alimentar (reagdo imunoldgica) e intolerancia alimentar (rea¢cdo ndo imunolégica)
(Ortolani & Pastorello, 2006).
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Reacéo adversa ao

alimento
Toxica N&o Toxica
Reacbes ndo imuno-mediadas Reacbes imuno-mediadas
(Intolerancia Alimentar) (Alergia Alimentar)
Enzimatico Farmacol6gico Mediada-IgE Néo rrgeEdiada-
N&o definido Mista

Figura 3.2 - Reacdes adversas a alimentos segundo a classificacdo de EAACI

A EAACI caracteriza a alergia alimentar da seguinte forma: “Propomos que uma reagao adversa aos
alimentos deve ser chamada de hipersensibilidade alimentar. Quando os mecanismos imunoldgicos
séo evidenciados o termo apropriado € alergia alimentar e se o papel da IgE é destacado, o termo é
alergia alimentar mediada por IgE. Todas as outras reacdes, anteriormente referidas como "intolerancia
alimentar", devem ser referidas como hipersensibilidade alimentar ndo alérgica. Reacdes alérgicas
severas, generalizadas aos alimentos, podem ser classificadas como anafilaxia.” (Dabrowski & Sikorski,
2004).

A alergia alimentar € definida como uma condicdo desencadeada por uma resposta imunolégica
especifica adquirida a um antigénio inofensivo. Um antigénio é qualquer substancia que faz com que o
sistema imunoldgico produza anticorpos contra ele. Um antigénio neste tipo de reagdo de

hipersensibilidade € chamado de alergénio (Rance et al., 2015).

A alergia alimentar pode ser dividida de acordo com a rea¢éo: mediada por IgE, ndo mediada por IgE
ou mista (Vicker et al., 2011). A reacdo mediada por IgE constitui a maioria das rea¢fes alérgicas aos
alimentos. A IgE esta ligada a recetores especificos de alta afinidade (FceRI) presentes nos mastécitos,
células fixas presentes na mucosa, pele e basofilos circulantes no sangue. Quando as proteinas
alergénicas sédo absorvidas no intestino, entram em contacto com IgE especificas ligadas a mastocitos
/| basdfilos desencadeando a libertacdo de mediadores, por exemplo histamina, provocando uma
resposta imunoldgica (figura 3.3) (Cianferoni & Spergel, 2009; Ortolani & Pastorello, 2006). A resposta
ocorre em apenas alguns minutos ou poucas horas depois da exposi¢cdo ao alergénio (Nunes et al.,

2012). As alergias alimentares mediadas por ndo-IgE representam a minoria das rea¢des imunolégicas

aos alimentos (Cianferoni & Spergel, 2009). As reacdes ndo mediadas por IgE ndo possuem a
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participacdo dos anticorpos IgE, mas sim das células T e das imunoglobulinas do tipo G (IgG), afetando
principalmente a mucosa gastrointestinal e sendo raramente fatais. Nestas reacdes, diferente das
mediadas por IgE, os sintomas aparecem somente depois de 24 a 48 horas ap6s a exposi¢cdo ao
alergénio (Nowak-we, 2015; Nunes et al., 2012; Ortolani & Pastorello, 2006). Relativamente a alergia

alimentar mista é mediada tanto por células como por IgE (Cianferoni & Spergel, 2009).
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Figura 3.3 - Mecanismo de reacao alérgica mediada por IgE — Alergénio provoca uma sensibilizagdo que resulta a
producao de anticorpos IgE especificos de alergénios que, em seguida, se ligam aos recetores nos mastocitos e
basofilos. Apds a exposicao subsequente hd libertagdo de mediadores quimicos (adaptado de Taylor & Hefle,
2001)

A intolerancia alimentar pode ser devida tanto a auséncia ou insuficiéncia da enzima como ao efeito de
substancias farmacolégicas. As reacdes nao classificaveis em qualquer mecanismo conhecido sao
referidas como intolerancia alimentar indefinida (Ortolani & Pastorello, 2006). A intolerancia alimentar
enzimatica é uma reacao alimentar adversa resultante de defeitos enzimaticos do trato gastrointestinal.
Os sintomas manifestam-se no trato gastrointestinal ap6s a ingestao de certos alimentos. Um exemplo
deste tipo de intolerancia, e a mais comum, € a intolerancia a lactose. No intestino delgado, a B-
galactosidase facilita a hidrolise da lactose nos dois monossacéridos que sdo entdo absorvidos. Na
deficiéncia de B-galactosidase a lactose ndo pode ser completamente hidrolisada e as moléculas
atingem o célon onde séo degradadas por bactérias em H20, CO: e Hz. A fermentacado no c6lon provoca

disturbios como inchaco, dor abdominal e, por vezes, diarreia (Ortolani & Pastorello, 2006).
A intolerancia alimentar farmacoldgica € causada por aminas vasoativas (por exemplo, dopamina,

histamina, norepinefrina, feniletilamina, serotonina e tiramina) e outras substancias presentes nos

alimentos. Na maioria dos casos, ha uma relagdo dose-efeito. As de mecanismo indefinido, como no
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caso de aditivos como sulfito e glutamato monossadico, séo intolerancias alimentares cujo mecanismo
de acao ainda nédo é conhecido (Ortolani & Pastorello, 2006).

E bem reconhecido que a alergia alimentar se tornou um problema relevante a nivel mundial,
especialmente nos paises industrializados. Estima-se que cerca de 1 % a 2 % da populacéo, e até 8 %
das criancas, sofram de alguma alergia alimentar. Muitos alimentos podem causar uma reacao alérgica
alimentar, como é o exemplo dos amendoins, das nozes, do trigo, da soja, do leite, do ovo, do peixe e
do marisco, que séo responsaveis por causar a maioria das reacdes alérgicas (> 90 %) (Sicherer &
Sampson, 2014; Surojanametakul et al., 2012).

3.3 Sintomas

A alergia alimentar pode manifestar-se clinicamente de forma moderada a grave, podendo mesmo, em
alguns casos, ser fatal. Os sintomas podem surgir rapidamente (reacdo imediata), entre alguns minutos
até duas horas apds a ingestéo do alergénio, e incluem manifestagbes cutaneas (erupcdes cutaneas,
eczema, urticaria), gastrointestinais (vémitos, dores abdominais, diarreia) e respiratérias (pieira,
dificuldade respiratoria, edema da glote e da lingua, sensacéo de formigueiro na boca, diminuicdo da
pressao arterial, perda de consciéncia) (Nunes et al., 2012; Plaza-Martin, 2016).

A anafilaxia ou choque anafilatico é uma reacdo que envolve mais do que um érgéo, tratando-se de
uma manifesta¢@o muito grave, com mdultiplos sinais e sintomas, onde se incluem os cardiovasculares
(Nunes et al., 2012).

3.4 Epidemiologia

A determinacéo da prevaléncia de alergia alimentar € influenciada por diversos fatores, tais como
populag@es de estudo, metodologias, variagdo geogréfica, idades e exposicdes dietéticas. No entanto,
€ sabido que a alergia alimentar afeta mais de 1 % a 2 %, mas menos de 10 % da populagdo, nao

estando, contudo, claro se a prevaléncia estd a aumentar (Sicherer & Sampson, 2014).

Segundo o estudo desenvolvido por Gupta et al., (2013) através de uma pesquisa eletrénica nos
Estados Unidos entre 2009 e 2010, estimou-se que 8 % das crian¢as tinham alergia alimentar, 2,4 %
tinham alergias alimentares a diversos produtos e aproximadamente 3 % desenvolveram reacgfes

graves.

No estudo de Soller et al., (2012) verificou-se num grupo de 9667 individuos de 10 regifes diferentes
do Canadéa que 7,1 % das criancas e 6,6 % dos adultos tinham tido episddios de alergia alimentar. O
leite de vaca (2,2 %), amendoim (1,8 %) e nozes (1,7 %) foram os alergénios mais comuns nas criancgas,

sendo que marisco (1,9 %), frutas (1,6 %) e vegetais (1,3 %) foram os mais comuns em adultos.
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De acordo com os dados da Health Interview Survey, nos EUA criancas entre 0 e 17 anos, a prevaléncia
de alergias alimentares aumentou de 3,4 % entre 1997 a 1999 para 5,1 % no periodo de 2009 a 2011
(Sicherer & Sampson, 2014).

Segundo EAACI mais de 17 milhdes de pessoas sofrem de alergia alimentar na Europa, e uma em
cada quatro criancas europeias em idade escolar vive com problemas alérgicos. Além disto, as reacdes
alérgicas graves potencialmente fatais (anafilaxia) provocadas por alergia alimentar estdo a crescer na
populacdo mais jovem. Apesar de consideravelmente subdiagnosticada, os dados epidemiol6gicos
mostram uma incidéncia de anafilaxia na Europa entre 1,5 a 8 por 100,000 pessoas/ano, com um
aumento dos casos de anafilaxia nos Ultimos 20 anos. A prevaléncia de anafilaxia na Europa esta

estimada em 0,3 % e considera-se que a sua morbilidade esta subestimada (Panesar et al., 2013).

3.4.1 Fatores derisco

Nos ultimos anos, o pressuposto de que a exposicéo precoce ao alergénio infantil era um fator de risco
para alergia alimentar tem vindo a mudar, ou seja, a prevenc¢do prolongada de alergénios poderia ser
um fator de risco porque a indugéo da tolerancia oral seria ignorada (Sicherer & Sampson, 2014). Um
estudo recente mostrou que as criangas israelenses, que consomem frequentemente amendoins antes
do primeiro ano de idade, apresentam uma prevaléncia 10 vezes menor de alergia, em comparacgao
com criangas nos Estados Unidos e Reino Unido que raramente consomem este alimento antes dos

doze meses de idade (Cianferoni & Spergel, 2009).

Existe uma infinidade de fatores de risco que influenciam a reacéo alérgica ou sensibilizagéo, tais como
0 género (rapazes parecem estar em maior risco do que as raparigas e as mulheres mais que 0s

homens), a raca/etnia (maior entre criangas asiaticas e de ascendéncia africana em comparag¢éo com

1

criangas caucasianas), a genética (associa¢Bes familiares, human leukocyte antigen - e genes

especificos), a atopia® (dermatite atépica, asma, rinite alérgica), o nivel dietético (consumo reduzido de

acidos gordos e antioxidantes), o aumento do uso de antidcidos (reducao da digestdo de alergénios),
a obesidade (devido ao estado inflamat6rio) e 0 momento e via de exposi¢cao aos alimentos (risco
aumentado de retardamento de alergénios). Alguns destes fatores podem proporcionar oportunidades
de prevencgdo ou tratamento (Boyce et al, 2014; Liu et al., 2006; Sicherer et al., 2004; Untersmayr &

Jensen-jarolim, 2010).

! Antigeno leucocitario humano (Human leukocyte antigen) - Complexo genético que codifica o complexo principal
de histocompatibilidade

2 Conceito que escreve uma tendéncia familiar para produzir anticorpos da classe IgE contra alergénios
ambientais, geralmente proteinas.
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3.5 Legislacéo

Quantidades muito pequenas de um alergénio permitem desencadear uma reacao alérgica, pelo que
se torna necessario evitar a ingestdo ou exposicao aos alergénios (Steve L. Taylor et al., 2014). Para
proteger os consumidores contra os efeitos nocivos dos alergénios alimentares, as autoridades
europeias estabeleceram um quadro legislativo para garantir que 0s consumidores sejam
adequadamente informados sobre os ingredientes dos alimentos que consomem. Entre outras
indicacdes, os rétulos dos alimentos devem incluir informacdes sobre a presenca de ingredientes
alimentares com propriedades alérgicas. Neste contexto, € obrigatdria a inclusdo de qualquer um dos
14 alergénios, apresentados na tabela 3.1, que se encontram na lista regulamentar (Regulamento
EU1169/2011).

Tabela 3.1 - Substancias ou produtos que provocam alergias ou intolerancias (adaptado do Regulamento EU
1169/2011)

. Cereais que contém gliten e produtos a base destes cereais;
. Crustaceos e produtos a base de crustaceos;

. Ovos e produtos a base de ovos;

. Amendoins e produtos a base de amendoins;

. Soja e produtos a base de soja;

. Leite e produtos a base de leite (incluindo lactose);

0 N oo o WwN P

. Frutos de casca rija, nomeadamente, améndoas, avelas, nozes, castanhas de
caju, nozes pistacios, nozes de macadamia e produtos a base destes frutos;

9. Aipo e produtos a base de aipo;

10. Mostarda e produtos a base de mostarda;

11. Sementes de sésamo e produtos a base de sementes de sésamo;

12. Diéxido de enxofre e sulfitos em concentragdes superiores a 10 mg/kg ou 10
mg/l em termos de SO: total que deve ser calculado para os produtos propostos
como prontos para consumo ou como reconstituidos, de acordo com as
instruc6es dos fabricantes;

13. Tremogo e produtos a base de tremoco;

14. Moluscos e produtos a base de moluscos.

A fim de assegurar a rotulagem exata do teor de alergénios, a indUstria alimentar, a distribuicéo e a
restauracdo devem implementar um plano de controlo de alergénios (ACP) dentro do seu Sistema de
Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controlo (HACCP). Dois dos componentes de ACPs séo a

prevencdo da contaminacdo cruzada durante as operacdes de processamento e o uso de
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procedimentos de limpeza validados para equipamentos (Jackson et al., 2008). Esta contaminacgéo por
vezes é devida a residuos alimentares de natureza proteica que permanecem em superficies de

manuseamento apds o processo de limpeza (Jackson et al., 2008; Sakiyama et al., 2013).

Uma vez que estes alergénios "ocultos" podem néo ser controlados através de uma inspecao visual, é
muito dificil evitar a sua presenca nos produtos finais. Por conseguinte, a eficacia do processo de
limpeza deve ser avaliada apés cada lote fabricado, utilizando-se métodos apropriados e validados.
Para proteger os consumidores contra a presenca de alergénios, os fabricantes devem rotular os seus
produtos com a declaracao de alergénio "pode conter vestigios” ou “contém” (Schubert-Ullrich et al.,
2009). Por esta razéo, os operadores da industria alimentar devem considerar todas as possiveis
contramedidas para evitar a contaminacdo cruzada, a fim de evitar o uso do rétulo de precaucéo.
Somente quando a probabilidade de contaminagdo cruzada com alergénios for significativa,
significando um alto risco para o consumidor alérgico, a informacdo se torna uma ferramenta til de

comunicacao de risco (Muraro et al., 2014; Reese et al., 2015).
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4 Leite

O leite de bovino €, de longe, o tipo de leite mais consumido, liderando a produc&do mundial de leite. No
entanto, em certos locais do mundo e contextos locais, o leite de outras espécies animais tem também
uma participacao significativa no consumo. Para além do leite de bovino (representando 85 % do leite
produzido a nivel mundial), a produgcdo mundial de leite € mais elevada para o leite de bufala (11 %),
seguindo-se o leite de cabra (2,3 %), de ovelha (1,4 %) e de camelo (0,2 %) (Claeys et al., 2014).

O leite de todos os mamiferos contém os mesmos componentes principais, nomeadamente agua,
proteinas, lipidos, hidratos de carbono, vitaminas e minerais. Em média, o leite é constituido por 90 %
de agua, 5 % de hidratos de carbono (48 g/L de lactose e pequenas quantidades de glucose e
galactose) e 4 a 5 % de proteinas (40-50 g/L) (Verhoeckx et al., 2015). De acordo com a literatura, o
leite de origem animal foi inserido na dieta humana cerca de 9000 anos atras. A domestica¢éo do gado

forneceu carne e leite como componentes importantes da nossa dieta (Hochwallner et al., 2014).

O leite humano é considerado o melhor alimento para criangas devido ao seu valor nutricional. A
composicao do leite materno varia ao longo da lactagdo. No periodo de colostro de lactac&o inicial, o
leite materno contém um teor mais elevado de proteinas do que o leite maduro, uma vez que a
guantidade de proteinas no leite diminui a cada més de lactagdo. O colostro e o leite maduro sao
considerados os alimentos mais importantes e dificeis de substituir devido a sua excelente fonte de
nutrientes essenciais para o crescimento e desenvolvimento, como por exemplo, proteinas, lipidos,
célcio, fosforo, magnésio e vitaminas. E também uma fonte de proteinas bioativas, como por exemplo,
lactoferrina, lisozima, imunoglobulina secretiva, lactalbumina, k-caseina e (-caseina, cujo papel é
aumentar a absorcao de nutrientes no trato gastrointestinal, estimular o sistema imunoldgico e criar
mecanismos de defesa contra microrganismos. No trato gastrointestinal, estas proteinas aumentam a
digestao e a absor¢éo de nutrientes através de inibidores, como o inibidor de tripsina ou outras enzimas
ativas. Além disso, estao envolvidas na estimulag@o da resposta imunolégica contra microrganismos,
ou seja, promove o crescimento de bactérias benéficas nos intestinos, como por exemplo, Lactobacillus
ou Bifidobacteria e inibe o crescimento da flora intestinal patogénica, tal como, Streptococcus mutans,

S. pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans (Micinski et al., 2013) .

As primeiras reagBes adversas ao leite foram relatadas por Hipécrates antes de 370 aC,
nomeadamente sintomas cutédneos e gastrointestinais apds o consumo deste alimento. Quinhentos
anos mais tarde, o médico e investigador grego Galen de Pergamum mencionou uma relagdo causal
entre esses sintomas e o consumo de leite. No inicio do século XX verificou-se que as reagfes adversas
ao leite se tornaram mais frequentes (Hochwallner et al., 2014). O leite contém varias proteinas que
podem provocar uma rea¢do alérgica num individuo sensibilizado. Algumas destas proteinas sao
consideradas alergénios maiores, outras sd@o consideradas alergénios menores, e outras ainda

raramente ou nunca foram associadas a reag¢®es clinicas (Fiocchi et al., 2010).
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Existem varios mecanismos que conduzem a sensibilizacao inicial as proteinas de leite: supbe-se que
a sensibilizacdo possa ocorrer mesmo antes do nascimento, tendo-se revelado que pequenas
qguantidades de proteinas alimentares consumidas por mulheres gravidas podem ter repercussdes no
feto através da placenta (Szepfalusi et al., 2000). A ingestdo oral, através da pele ou por inalagao
também foram consideradas (Hochwallner et al., 2014). Geralmente, as reagfes clinicas comegam nos
primeiros dias de vida, ap0s a interrup¢édo do aleitamento materno e com a introducéo do leite animal
na dieta, existindo, no entanto, casos raros em que 0s sintomas aparecem logo durante a lactacédo

(Jarvinen & Suomalainen, 2001) .

A alergia ao leite tornou-se uma doenca comum na primeira infancia, sendo que a sua prevaléncia varia
de 1,6 % a 2,8 % entre criangas com menos de 2 anos de idade (Ji et al., 2016). No entanto,
ocasionalmente, ocorre em adultos (Savilahti, 1981). O leite inclui mais de 25 proteinas diferentes mas
apenas algumas delas sdo conhecidas por serem alergénios, sendo as principais as caseinas, B-

lactoglobulina e a-lactalbumina (Verhoeckx et al., 2015).

4.1 Composicéo dos alergénios do leite

O leite contém entre 3,0 e 3,5 % de proteinas que podem ser divididas em duas classes principais:
caseinas (80 %) e proteinas de soro de leite (20 %) (Monaci et al. , 2006). O ultimo grupo de proteinas
permanece sollvel no soro do leite apds precipitacao 4cida de caseinas a pH 4,6 que forma o coagulo
(Farrell et al., 2004). As caseinas e as proteinas do soro de leite apresentam diferentes caracteristicas
fisico-quimicas. A caseina € a principal fracédo das proteinas do leite e é subdividida em varias familias,
das quais as mais importantes sdo aS1-caseina, aS2-caseina, B-caseina e k-caseina, sendo a caseina
aS1 o alergénio mais importante da fragdo correspondente a esta proteina. Os alergénios encontrados
na fracdo de soro de leite sdo a-lactalbumina, B-lactoglobulina, imunoglobulinas, albumina de soro
bovino e vestigios de lactoferrina. A a-lactalbumina e a B-lactoglobulina sdo os alergénios mais
importantes da fracdo do soro de leite, representando, respetivamente, 5 % e 10 % do total de proteinas
do leite (Hochwallner et al., 2014; Monaci et al., 2006).

4.1.1 Caseinas

O leite contém particulas coloidais que sédo compostas por um complexo de proteina associada e fosfato
de célcio. Estas particulas sdo denominadas por micelas de caseina que sdo agregados esféricos com
didmetros entre 100 e 300 nm (figura 4.1) (Kruif et al., 2012, Hochwallner et al., 2014).

As caseinas sdo proteinas fosforiladas insollveis que representam 80 % da proteina total no leite. As
caseinas ja foram estudadas muito extensivamente e provavelmente sdo o grupo de proteinas
alimentares mais caracterizado. Em 1818 foi reconhecido que as caseinas pertencem a composicao

do leite e sdo caracterizadas como grandes particulas suspensas na fase aquosa (soro de leite).
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Inicialmente, a caseina era referida como " caseinato de calcio - particulas de fosfato de calcio ". O
termo "micela de caseina" foi introduzido em 1921 e os dois termos foram utilizados por varios anos,

mas, desde 1960, o Ultimo termo foi usado exclusivamente (Fox & Brodkorb, 2008).

z Submicela

-7, Cadeia peptidica saliente

Fosfato de célcio

Figura 4.1 - llustracdo do modelo de micela (adaptado de Kruif et al., 2012)

Os quatro alergénios de caseina (tabela 4.1) sao conhecidos como Bos d 8. As fracdes de caseina
diferem em concentracdo, contetdo de fésforo, composi¢cdo de aminoécidos, peso molecular e ponto
isoelétrico. Cada caseina individual - aS1-caseina, aS2-caseina, p-caseina e k-caseina - representa
um composto quimico bem definido, mas eles reticulam-se para formar agregados ordenados (micelas).
As micelas possuem uma parte hidrofébica (central) e uma camada hidrofilica (periferia) na qual estao
presentes os principais fosfatos, responsaveis pelas propriedades de ligagdo ao célcio e transferéncia
de caseinas. As propriedades funcionais da aS1-caseina, aS2-caseina, B-caseina e k-caseina diferem
entre elas, como por exemplo, aS1 caseina, aS2 caseina, B-caseina parecem ser sensiveis ao calcio,
enguanto que k-caseina nao é. No entanto, as quatro caseinas apresentam caracteristicas biofisicas
comuns, tal como a resisténcia ao calor e suscetibilidade a protéases. Outro grupo € o das y-caseinas
que estdo presentes em quantidades muito baixas no leite e sdo subprodutos da protedlise da B-

caseina (European Food Safety Authority, 2014, Bernard, et al., 1999).
A sensibilizagéo é particularmente frequente contra a-caseina (100 %) e k-caseina (91,7 %) (Restani

etal., 1995). Varios estudos identificaram a a S1-caseina como um alergénio importante que induz forte

reacao alérgica imediata ou retardada (Ruiter et al., 2006).
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Tabela 4.1 - Alergénios do Leite — Caseinas (adaptado Hochwallner et al., 2014)

Nome alergénio Nome bioquimico
Bosd9 as1-Caseina
Bos d 10 as2-Caseina
Bosd 11 B-Caseina

NA y1-Caseina
NA y2-Caseina
NA y3-Caseina
Bos d 12 K-Caseina

aS1-caseina representa até 40 % da frag&o das caseinas no leite. Sdo cadeias de polipéptidos simples
com a mesma sequéncia de aminodcidos que diferem apenas no grau de fosforilagdo (Hochwallner et
al., 2014).

aS2-caseina representa 12,5 % da frac@o das caseinas e sao as mais hidrofilicas de todas as caseinas.
Estas consistem em 2 componentes principais e outros menores que exibem variaveis niveis de
fosforilagcdo pos-tradugéo e graus menores de ligagéo dissulfureto intermolecular que ndo participam

na interagdo com outras caseinas (Farrell et al., 2004).

A familia de -caseina € responsavel por 35 % da fracdo das caseinas e é bastante complexa por
causa da acdo da protéase natural do leite. Esta protéase atua sobre a (3-caseina e, assim, origina
fragmentos de y1-y2-y3-caseina. O (B-caseina € o componente mais hidrofébico da fra¢édo total de
caseinas (Visser et al., 1995).

A ultima familia é representada por k- caseina, que representa 12,5 % da fracéo total da caseina. k-
caseina consiste maioritariamente em componentes hidratos de carbono livres e um minimo de seis
componentes menores (Farrell et al., 2004). O grupo k-caseina desempenha um importante papel nas

propriedades de estabilidade e coagulacéo do leite (Muller-Renaud et al., 2004).

4.1.2 Proteinas de soro do leite

O soro de leite (tabela 4.2) contém essencialmente proteinas globulares, principalmente pB-
lactoglobulina, a-lactalbumina e lactoferrina, que séo sintetizados na glandula mamaéria, enquanto
outras proteinas, tais como a albumina de soro bovino ou imunoglobulinas, vém do sangue (European
Food Safety Authority, 2014).
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Tabela 4.2 - Alergénios do Leite — Proteinas de soro (adaptado Hochwallner et al., 2014)

Nome alergénio Nome bioquimico
Bosd 4 a-lactalbumina
Bosd5 B-lactoglobulina
Bosd 6 Albumina de soro

Lactoferrina

Imunoglobulinas

B-Lactoglobulina é uma proteina importante do soro de leite da maioria das espécies de mamiferos,
mas ndo é encontrada nos humanos. E uma proteina pequena constituida por 162 aminoacidos e
ocorre naturalmente numa forma dimérica, apresentando uma forma globular. A fung&o desta proteina
do leite ainda nédo é conhecida mas € importante para as lipocalinas, uma superfamilia de proteinas

que transporta moléculas hidrofébicas como o colesterol e a vitamina D2 (Adams et al., 2006).

Existem dois isémeros principais de B-lactoglobulina, A e B, que diferem nos aminoacidos 64 e 118
(acido aspartico e valina na A, glicina e alanina na B). A potencial alerginicidade deste foi atribuido a
sua elevada estabilidade e ao fato da B-lactoglobulina ndo estar presente no leite humano (Wal, 2004).
Contudo, dados recentes indicam que a-lactalbumina € o alergénio de soro mais importante
(Hochwallner et al., 2010).

A a-Lactalbumina é uma proteina pequena monomérica, &cida, com ligacBes de calcio, que é
estabilizada por quatro pontes dissulfureto. Atua como um componente regulatério no sistema de
galactosiltransferase que sintetiza a lactose (Permyakov & Berliner, 2000) e pode interagir com
membranas lipidicas, acido estearico e acido palmitico (Cawthern et al., 1996). Uma forma multimérica
de lactalbumina pode induzir a apoptose no tumor, mas ndo nas células normais (Svensson et al.,
2000).

A lactoferrina é uma glicoproteina de ligacdo de ferro com 703 aminoacidos e pertence a familia
transferrina. A sua fungéo consiste no sequestro de radicais livres e actua como antioxidante, tendo
propriedades antimicrobianas e desempenhando um papel importante na defesa contra infecbes (Wal,
2002).

A albumina de soro tem 582 aminoacidos e contém 17 ligacBes dissulfureto. Esta desempenha um

papel importante no transporte, metabolismo, distribuicao de ligactes e pressdo osmética do sangue e

prevencao de radicais livres (Farrell et al., 2004).
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4.2 Alergia ao leite

O leite € um dos primeiros alimentos a ser introduzido na dieta e, consequentemente, é uma das
principais causas de alergia alimentar na infancia. A sua prevaléncia varia significativamente entre os
estudos o que pode ser devido a diferentes métodos utilizados para o diagnéstico ou diferengcas nas
idades das populacdes estudadas. Além disso, os fatores geograficos podem influenciar as taxas de
prevaléncia. De um modo geral, o nimero de casos relatos de reacdes adversas ao leite sdo muito
mais elevados do que os diagndsticos confirmados, ndo sé nas criancas, mas também nos adultos
(Hochwallner et al., 2014).

Constata-se que 0,6 a 2,5 % dos pré-escolares, 0,3 % das criancas e adolescentes e menos de 0,5 %
dos adultos sofrem alergia ao leite. A sua prevaléncia esta a aumentar o que pode ser explicado por
uma diminuicdo na amamentagdo e um aumento da alimentagdo com foérmulas a base de leite
(Hochwallner et al., 2014). Varios fatores que podem aumentar o risco do desenvolvimento de alergia
ao leite sdo descritos como predisposi¢cdo genética para alergia, como por exemplo, atopia, ingestédo
precoce de pequenas quantidades de leite e também fatores relacionados com a flora intestinal.

Curiosamente, a maioria dos lactentes alérgicos ao leite superam a alergia (Savilahti & Savilahti, 2013).

4.3 Mecanismos imunolégicos da Alergia ao leite

A terminologia “Alergia ao Leite” € adequada quando os mecanismos imunolégicos especificos foram
comprovados (Fiocchi et al., 2010). O termo alergia alimentar € muitas vezes confundido com
intolerancia alimentar. Na verdade, a intolerancia alimentar € muito mais comum do que a alergia
alimentar. A intolerancia ao leite refere-se a rea¢cdes nao imunolégicas, como distlrbios da digestéo,
absorcdo ou metabolismo de certos componentes do leite. A gama de sintomas que podem ser
induzidos € muito semelhante aqueles causados por alergia alimentar complicando assim a distincdo
entre os dois termos. A intolerancia ao leite manifesta-se de varias maneiras, produzindo sintomas
como eczema, vomitos, diarreia e célicas estomacais, mas nado urticaria ou problemas respiratérios
(sintomas de alergia ao leite). O inicio dos sintomas € frequentemente tardio, o que torna a detegéo da
origem alimentar dificil de reconhecer. Deste modo, contrasta com a alergia alimentar, em que a reacéo

€ geralmente imediata e muitas vezes ocorre no inicio da vida (Monaci et al., 2006).

A alergia pode ser mediada por anticorpos, mediada por células ou, ocasionalmente, ambos podem
estar envolvidos. Se a IgE estiver envolvida na reacdo, o termo "alergia alimentar atépica" € apropriado.
Se 0s mecanismos imunolégicos diferentes da IgE estiverem predominantemente envolvidos, é o termo

"alergia alimentar ndo mediada por IgE" que deve ser utilizado (Fiocchi et al., 2010).
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A reatividade imuno-mediada pode surgir com uma ou qualquer combinacédo dos 4 tipos basicos de

reacdes imunoldgicas delineadas por Gell e Coombs (Damage, 2017):

A. A hipersensibilidade mediada por Tipo | ou IgE leva a sintomas imediatos, tais como

urticaria, angioedema e/ou outra reacgao anafilatica.

B. Nas reacdes de tipo Il (citotdxico), o antigénio liga-se a superficie celular e a presenca de

anticorpos (IgG, IgM ou IgA) perturba a membrana, conduzindo a morte celular.

C. Nas reag6es do tipo lll (tipo Arthus), os imunocomplexos antigeno-anticorpo-complemento
(anticorpos imunoglobulina G, M, A e E) ficam presos em pequenos vasos sanguineos ou

nos glomérulos renais.

D. As reag6es de tipo IV (retardadas) séo mediadas por linfécitos T sensibilizados.

As reacdes tipo | sdo as mais bem compreendidas e sdo muitas vezes referidas como as reagdes
alérgicas mais comuns e classicas. Os outros 3 tipos, coletivamente descritos como alergia ndo
mediada por IgE, sdo mais dificeis de investigar e, portanto, menos bem compreendidos (Fiocchi et al.,
2010).

4.4  Efeito do processamento térmico e ndo térmico

Nos paises desenvolvidos, o leite é extensivamente processado antes do consumo e raramente é
consumido na sua forma bruta. Apds a colheita, o leite é arrefecido a 4 °C e é armazenado e
transportado em tanques de aco inoxidavel a essa temperatura. Em seguida, o leite é centrifugado de
modo a separar a gordura do residuo de leite desnatado. O préximo passo é a padronizacao, que é a
adicdo industrial de gordura de leite ao leite em uma propor¢ao especificada. Esta propor¢céo determina
o tipo de leite produzido: leite desnatado (1 % ou menos de gordura), leite semidesnatado (2 %) ou leite
integral (superior a 3,25 %). Finalmente, o leite é aquecido. As condi¢des de tratamento térmico mais
utilizadas sdo a pasteurizagdo (aquecimento de leite a 70-80 °C durante 15-20 segundos), a
esterilizagdo (110-120 °C durante 10-20 minutos) e o processamento de temperatura ultraelevada
(UHT) (135-145 °C durante 0,5-4 segundos). Apds o aquecimento, o leite € imediatamente arrefecido
até uma temperatura inferior a 4 °C e embalado. Para produzir produtos contendo leite, este é

processado posteriormente (Verhoeckx et al., 2015).

Até a0 momento, a Unica maneira de evitar a alergia ao leite € abster-se de consumir componentes do
leite. No entanto, fazer isso € dificil porque muitos alimentos processados contém leite (Meng et al.,

2017), pelo que reduzir o potencial alergénico do leite seria benéfico na reducdo do risco do
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desencadeamento de uma reacdo alérgica. Estudos demonstram que o tratamento térmico
convencional pode ser efetivo na diminuicdo da alerginicidade, alterando as estruturas das proteinas
alimentares (Achouri & Boye, 2013; Tong et al., 2012). No entanto, esse tratamento causa numerosas
mudancas nas qualidades sensoriais e no valor nutricional do leite, que afetam a aceitagdo e os

requisitos do consumidor (Contador et al., 2015).

As técnicas de processamento comumente aplicadas incluem tratamentos térmicos e aplicacdes nao
térmicas. Diferentes métodos de processamento alteram a estrutura das proteinas alimentares de

diferentes formas o que pode implicar modificacdes estruturais (Rahaman et al., 2016).

441 Efeito de tratamentos térmicos

O tratamento térmico é a técnica de processamento convencional e mais comum para muitos alimentos,
a fim de reduzir a carga microbiana, aumentar a vida til e melhorar a qualidade do produto final. Neste
processo podem ocorrer mudangas estruturais, como por exemplo o desdobramento/delecéo da
estrutura da proteina ou proporcionar interacdes moleculares. Tais alteragBes estruturais podem
expressar, mascarar ou destruir epitopos em proteinas alimentares e assim influenciar a
alergenicidade. Além disso, 0 aquecimento também pode alterar a suscetibilidade das proteinas a
digestao gastrointestinal e sua absor¢éo através da mucosa e assim modular o seu potencial alergénico
(Rahaman et al., 2016).

As caseinas sdo estaveis ao calor porque ndo possuem uma estrutura complexa que possa ser
quebrada pelo aquecimento, pelo que o aquecimento do leite s6 pode reduzir parcialmente a sua
alergenicidade. Por sua vez, a estrutura complexa da a-lactalbumina e p-lactoglobulina é alterada apés
0 seu aquecimento, conduzindo a um aumento de exposicdo de epitopos e aumentando

significativamente a sua alergenicidade (Rahaman et al., 2016; Verhoeckx et al., 2015).

442 Aplicagdes ndo térmicas

Embora a aplicacédo térmica possa ser usada para alterar o potencial alergénico de muitos alimentos,
esta pode, por vezes e simultaneamente, ter um impacto negativo sobre a qualidade dos produtos,
alterando as propriedades organoléticas, a cor e o teor de nutrientes. Com procedimentos néo térmicos,
0 alimento preserva as suas caracteristicas originais, aparece mais fresco e as vezes é mais nutritivo
que os alimentos tratados termicamente. Estes procedimentos incluem altas pressfes, radiacdo gama,

ultrassom, fermentagdo microbiana e hidrélise enzimética (Rahaman et al., 2016).
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4.42.1 Altas pressbes

A utilizacdo de alta pressdo em alimentos € um método de processamento nao térmico e é utilizada
para inativar microrganismos e enzimas a temperatura ambiente, o que mantém a qualidade e o valor
nutricional dos alimentos (Meng et al., 2017). Esta técnica afeta principalmente as intera¢des entre
moléculas de proteinas, reorganizando a sua estrutura e, consequentemente, modificando a sua

digestibilidade e alergenicidade (Rahaman et al., 2016).

4.4.2.2 Radiacao

A radiacdo € uma técnica bem-sucedida na preservagcdo de alimentos com alteracdo minima nas
caracteristicas nutritivas e sensoriais dos mesmos. A radiagdo provoca alteragcdes como a modificagao
de aminoacidos em proteinas alimentares que podem modificar a reatividade sob organismo. O efeito
da alergia é, assim, dependente da dose de irradiacdo. Neste processo, a proteina sofre uma
aglomeracdo causando a auséncia de epitopos e, consequentemente, uma redugdo no
desencadeamento alérgico (Rahaman et al., 2016).

4.4.2.3 Fermentacdo e hidrdlise enzimatica

A fermentacdo é uma das técnicas tradicionais para processamento e preservacdo de alimentos. A
hidrélise enzimética microbiana das proteinas alimentares durante a fermentagdo produz alguns
peptideos com potenciais beneficios para a salde, tais como propriedades anticancerigenas e anti-
hipertensivas, enquanto destroem alguns epitopos antigénicos, resultando na diminuicdo da
alergenicidade. A fermentagdo dos alergénios, tais como a-lactalbumina, B-lactoglobulina e caseina
através das bactérias do acido latico, que preferencialmente utilizam a lactose como fonte de carbono,
aparenta reduzir fortemente a alergenicidade (Lima et al., 2009; Rahaman et al., 2016; Verhoeckx et
al., 2015).
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5 Métodos para a determinacado de Alergénios em Alimentos

As alergias alimentares, como ja referido, sédo qualificadas como um problema de saude relevante nos
paises industrializados. Alergénios ndo declarados como contaminantes em produtos alimentares
representam um risco importante para pessoas sensibilizadas, pelo que a Diretiva Europeia de
rotulagem dos géneros alimenticios exige que todos os ingredientes adicionados intencionalmente aos

produtos alimentares sejam incluidos no rétulo (Poms et al., 2004).

Assim, é fundamental a existéncia de métodos fiaveis de detecdo e quantificacdo de alergénios
alimentares para garantir a conformidade com a rotulagem dos alimentos e melhorar a protecdo dos

consumidores (Poms et al., 2004).

Para a andlise de alimentos existem diferentes métodos analiticos: Enzyme-Linked Immunosorbent
Assays (ELISA), Dispositivo de Fluxo Lateral (LFD), Immunoblotting, Biossensores, Espectrometria de
massa (SM), Reagdo em cadeia da polimerase (PCR), PCR-ELISA e Reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (Real-time PCR) (tabela 5.1) (Holck et al., 2011). Estes métodos sédo complementares e

podem ser utilizados para confirmacao de resultados de rastreio (Ambifood, 2017).

Tabela 5.1 - Métodos de dete¢do (adaptado de Holck et al., 2011)

Método Tipo de Método Alvo
ELISA Imunolégico Proteina
LDF Imunolégico Proteina
Immunoblotting Imunolégico Proteina
Biossensores Imunolégico Proteina
Espectrometria de Massa Eletromagnético Proteina
PCR Biologia Molecular DNA
PCR-ELISA Biologia Molecular e DNA
Imunolégico
Real-time PCR Biologia molecular DNA

27



Detecédo e quantificacao de leite pelo método ELISA no Laboratério SGS | Ana Hipdlito

5.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA)

Na década de 1980, o desenvolvimento de ensaios imunoenzimaticos do tipo ELISA teve o seu avanco
em aplicagBes bioquimicas e biomédicas devido a sua alta especificidade, sensibilidade e manipulagéo
de amostras (Schubert-Ullrich et al., 2009).

O ELISA é o método mais utilizado para a detecdo de alergénios em matrizes alimentares complexas
(Linacero et al., 2016) e, como tal, € o0 método mais comumente usado em laboratérios da industria

alimentar para detecao e quantificacao de alergénios ocultos nos alimentos (Poms et al., 2004).

O método ELISA permite a detecdo de alergénios ou marcadores especificos através da reacao
colorimétrica apés a ligacdo com um anticorpo especifico marcado com enzima (Poms et al., 2004),
representa uma boa ferramenta para fins de rastreio e presenteia uma boa sensibilidade e
especificidade para a detec¢éo de vestigios de ingredientes alergénicos especificados (Monaci et al.,
2006; Schubert-Ullrich et al., 2009).

Este método é muito utilizado devido a sua facilidade de manuseamento, resposta rapida e baixo limite
de detecdo. Os kits ELISA (figura 5.1) empregam principalmente anticorpos policlonais para a detegéo
de alergénios alimentares, uma vez que estes anticorpos oferecem o beneficio de reconhecer uma
diversidade de proteinas alvo. Embora a sensibilidade ndo seja uma desvantagem, existe a
preocupacédo de torna-los mais sensiveis de modo a garantir a prote¢do da saude publica (Lim, 2010;
Monaci et al., 2011). Se a sensibilidade do método fosse além dos limites necesséarios para assegurar
a salde dos consumidores alérgicos, entdo os residuos de alimentos alergénicos em niveis muito
baixos seriam detetados num maior nimero de alimentos. A presenca destes residuos seria declarada
nos rétulos e os consumidores alérgicos seriam alertados para a composi¢édo destes alimentos (Taylor
et al., 2009).

€8

Figura 5.1 - Componentes presentes no Kit de ELISA

No capitulo 6 encontra-se uma descrigcdo pormenorizada do ELISA, sendo este o método que foi

utilizado no procedimento experimental.
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5.2 Dispositivo de Fluxo Lateral

O dispositivo de fluxo lateral (LDF) é uma versao simplificada do ELISA com uma tira de membrana
gue é produzida a partir de nitrocelulose, nylon, polietersulfona, polietileno ou silica fundida e na qual
€ aplicada imunorreagentes como sejam anticorpos ou antigenos. Os LDF sdo de baixo custo, rapidos
e portateis, e ndo requerem habilidade técnica para executar. Permitem um rastreio rapido e eficaz em
termos de custos, uma vez que ndo € necessaria uma instrumentagdo especifica, por exemplo, leitor
Gtico (Schubert-Ullrich et al., 2009).

Durante a ultima década houve uma evolucdo no desenvolvimento de testes de alergénios rapidos
baseados em LDF (Posthuma-Trumpie et al., 2009). Isso levou a um aumento de producédo de testes
de alergénios rapidos desde 2003 e atualmente, existem pelo menos 14 LDF, como por exemplo,
detecdo de aveld, moluscos, cereais com gliten, crustaceos, ovos, leite, nozes, améndoa, amendoim
e soja (Poms et al., 2004; Posthuma-Trumpie et al., 2009; Schubert-Ullrich et al., 2009).

Nos formatos atuais de LDF (figura 5.2), o exame é feito através do movimento de uma amostra liquida
ao longo de uma tira de material polimérico passando assim varias zonas onde ocorre a ligacao das
moléculas que exercem especificidade com as proteinas (Posthuma-Trumpie et al., 2009; Schubert-
Ullrich et al., 2009).

Almofada

x Curo coloidal Absorvents

resvestido com

anticorpo [
y  Anticorpo Membrana Linha de

espe?iﬁcu de controlo

proteina

—

¥ Anticorpo especifico Linha de Teste

de espécie

Almofada de
libertacio
©  Proteina de Amostra

Figura 5.2 - Esquema representativo de um ensaio de dispositivo fluxo lateral baseado no formato sandwich
(adaptado de Schubert-Ullrich et al., 2009)
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Similar ao ELISA, existem dois formatos para a detecédo de alergénios que podem ser baseados em
ensaios nao competitivos e competitivos. Para ensaios ndo competitivos em sandwich, um agente de
ligacéo especifico para o analito (normalmente, mas ndo necessariamente, um anticorpo) € imobilizado
na membrana. O reagente de detegéo, tipicamente um anticorpo (marcado com enzima), € depositado
na almofada conjugada mas permanece nao ligado. Quando a amostra liquida é adicionada a almofada
de conjugado, o reagente de detecéo € solubilizado e comeca a mover-se com o fluxo de amostra para
cima da tira de membrana. O analito presente na amostra é ligado pelo anticorpo acoplado ao reagente
de detecdo. A medida que a amostra passa sobre a zona a qual o reagente de captura foi imobilizado,
0 complexo reagente de detecdo de analito é capturado. Apdés a captura da-se o inicio do
desenvolvimento de cor que é proporcional a quantidade de analito presente na amostra (Poms et al.,
2004; Posthuma-Trumpie et al., 2009; Schubert-Ullrich et al., 2009)

Em procedimentos de imunoensaio competitivo, o reagente de detecdo pode ser o analito ligado a uma
proteina ou a um anticorpo do analito ligado a latex ou a um metal coloidal. A medida que a amostra
gue contém a substancia a analisar e o reagente de dete¢do passam sobre a zona a qual o reagente
de captura (anticorpo ou conjugado analito-proteina) foi imobilizado, alguns dos analitos e algum do
reagente de detencdo sdo ligados e aprisionados. Quanto mais analito estiver presente na amostra,
mais eficazmente serd capaz de competir com o analito imobilizado na membrana para ligacdo a
quantidade limitada de anticorpos no reagente de detecdo. Assim, um aumento na quantidade de
analito em tais imunoensaios competitivos resultar4 numa diminuigc&o do sinal na zona de leitura (Poms
et al., 2004; Posthuma-Trumpie et al., 2009; Schubert-Ullrich et al., 2009).

Uma vantagem deste método é o uso doméstico, uma vez que estes séo portateis, faceis de realizar e
produzem rapidamente resultados confiaveis dentro de 3 a 15 min sem equipamentos e reagentes de
laboratério caros. O resultado é de facil interpretacdo uma vez que é qualitativo ou semiquantitativo,
isto &, indica a presenca do alergénio ou se a concentracdo de alergénios € alta ou baixa (Poms et al.,
2004; Posthuma-Trumpie et al., 2009; Schubert-Ullrich et al., 2009).

5.3 Immunoblotting

O Immunoblotting € uma técnica usada para testes confirmatdrios da presenca de alergénios em
alimentos para avaliar a especificidade de anticorpos e caracterizar IgE de individuos alérgicos. Na sua
forma mais simples, os alergénios sao imobilizados em membranas e detetados pela ligagdo de
anticorpos conjugados com enzimas. Um substrato produzird entdo uma cor a medida que € convertido
num produto (Holck et al., 2011).

Numa variacdo mais elaborada, os extratos contendo alergénios sdo separados por eletroforese em
gel de SDS-poliacrilamida. O SDS desnatura as proteinas, dando-lhes uma forte carga negativa. As

proteinas sdo separadas de acordo com a sua massa molecular independentemente da sua carga
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original (figura 5.3). As proteinas separadas sdo entdo transferidas para uma membrana e detetadas
com anticorpos marcados com radio ou enzima. As bandas individuais tipicamente representam uma
proteina. De seguida é feita a transferéncia de IgE humana que permite a detecao e identificagdo de
alergénios individuais. As principais desvantagens deste método para analise de alimentos de rotina
séo os procedimentos elaborados e demorados e a dependéncia de soros humanos apropriados. No
entanto, uma vez que um alergénio é caracterizado, os anticorpos podem ser produzidos em
quantidades superiores recorrendo-se a animais e substituindo, deste modo, os soros humanos no

procedimento referido (por exemplo coelhos ou cabras) (Poms et al., 2004).

Figura 5.3 - As proteinas sdo separadas de acordo com a sua massa molecular (8 a 200 kDa) pelo método
Immunoblotting (adaptado de Poms et al., 2004)

5.4 Biossensores

Uma tecnologia emergente que ainda nao foi comumente aplicada para andlise de alimentos é o uso
de biossensores. Os instrumentos de um biossensor permitem medir a interacdo molecular especifica
em tempo real. Por imobilizacdo de uma molécula alvo, que pode ser um anticorpo (proteina) ou um
fragmento de DNA de cadeia simples para uma superficie de chip de sensor, a interacdo de ligacao
entre uma ou mais moléculas pode ser medida quantitativamente (Holck et al., 2011; Poms et al., 2004;
Schubert-Ullrich et al., 2009).

Os biossensores imunoquimicos sdo geralmente constituidos por trés componentes: um recetor
biolégico de especificidade apropriada para o analito, um transdutor para converter o evento de
reconhecimento em um sinal adequado e um sistema de processamento de sinal que deteta, processa

e exibe os dados analiticos (Schubert-Ullrich et al., 2009).
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A detecdo e quantificacdo é conseguida por varias técnicas fisico-quimicas, por exemplo ressonéncia
plasmatica de superficie (SPR), absorcdo por ressonancia (REA), ou sensores de onda fluorescente
evanescente, entre outros. Nos Ultimos anos, os biossensores também encontraram um campo de
aplicacdo na andlise de alimentos e detecdo de alergénios alimentares, particularmente os sensores
de imunoensaio. Os biossensores de SPR monitorizam a interagdo de uma molécula com uma
superficie de sensor preparada na presenca de uma molécula alvo em solugédo (inibicdo da solugao)
ou excesso de analito (competicdo superficial). A saida mensuravel € um angulo de ressonancia ou
valor de indice de refracdo (Holck et al., 2011; Poms et al., 2004; Schubert-Ullrich et al., 2009).

Os biossensores podem ser utilizados para detetar um alergénio ou proteina especifica, ou um
fragmento de DNA especifico. Os biossensores foram aplicados para a detecdo de alguns alimentos

potencialmente alergénicos como aveld, ovo e leite (Holck et al., 2011).

5.5 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa € a técnica mais importante na proteémica para identificar e caracterizar
proteinas (Battaglia, 2008). A espectrometria de massa tem vindo a revelar-se como um potencial
meétodo analitico de confirmacéo para fornecer a identificacdo percetivel de proteinas ou peptideos

provenientes de um alimento alergénico (Holck et al., 2011).

A espectrometria de massa, em conjunto com a cromatografia gasosa ou liquida, tem a capacidade
desejavel de funcionar ao nivel da sequéncia proteica. Isto €, tem a capacidade de avaliar alteragdes
em proteinas individuais ou residuos de aminoacidos individuais numa sequéncia de proteinas. Este
método também possibilita a informacdo de dados quantitativos relativos ou absolutos, o que é

particularmente valioso na analise de proteinas alimentares (Downs et al., 2016).

O principio basico do método baseia-se na massa e carga de ides e através de um bombardeamento
das moléculas por um feixe de eletrdes com elevada energia, promove a separacédo dos ides pela razéo

massa/carga (m/z) (Nielsen, 2014).

Em muitos casos, a espectrometria de massa tem sido usada principalmente como uma ferramenta
para caracterizar alergénios de diferentes alimentos como leite, ovo, soja, avela, peixe, trigo, tremoco
e mostarda. Além disso, varios métodos foram desenvolvidos para a detecdo de alergénios de
amendoim, leite, ovo, e gliten em varias amostras de alimentos. Atualmente é utilizado principalmente
como ferramenta qualitativa, embora possa ser usado para propdsitos quantitativos. Este método
reguer equipamentos com elevado custo de manutencgé&o e a exigéncia de pessoal altamente treinado

séo fatores que limitam a sua escolha (Holck et al., 2011).
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5.6 Métodos baseados em DNA

Métodos que aplicam a detecdo de sequéncias de codificacdo de proteinas alergénicas permitem a
analise direta de componentes alimentares alergénicos. A detecdo de proteina alergénica é realizada
através da amplificacdo de seu fragmento de DNA especifico na reacédo de PCR. A reacdo de PCR
permite a obtencdo de resultados qualitativos apontando para a presenca de sequéncia codificante
para determinado alérgeno. A determinacdo semi-quantitativa pode ser obtida com a reacdo PCR-
ELISA, enquanto a determinacdo quantitativa é conseguida por PCR em Tempo Real (Ecker et al.,
2013; Holck et al., 2011; Poms et al., 2004; Stowianek & Majak, 2011).

No método de PCR convencional basico, o DNA modelo de cadeia dupla é desnaturado para DNA de
cadeia simples (ssDNA) por aquecimento. Os oligonucleétideos especificos ou primers sao ligados a
cada uma das duas cadeias. Uma DNA polimerase (enzima) estavel ao calor é utilizada para sintetizar
novas cadeias de DNA, utilizando os oligonucleétideos iniciadores como pontos de partida e o sSDNA
como moldes para a sintese da nova cadeia. ApGs a polimerizacdo (reacdo quimica), repetem-se 0s
diferentes passos durante 30-50 ciclos. Os produtos de PCR podem entdo ser visualizados por
eletroforese em gel de agarose ou por outros métodos de modo a determinar a quantidade de DNA
molde na amostra original (Holck et al., 2011; Stowianek & Majak, 2011).

5.6.1 PCR-ELISA

O PCR-ELISA combina a alta especificidade de uma metodologia baseada em DNA com o ensaio
ELISA simples e econémico para uma analise semiquantitativa. Com PCR-ELISA, um fragmento de
DNA especifico de um alimento alergénico é amplificado e o produto de amplificacdo é entdo ligado
com uma sonda de DNA marcada com proteina especifica. Este marcador proteico é entdo acoplado
com um anticorpo marcado com uma enzima especifica. A concentracdo do DNA pode ser quantificada
pela reacdo de cor resultante de uma reagdo enzima-substrato que origina um sinal colorimétrico que

pode ser medido por espectrometria através de leitor de ELISA (Holck et al., 2011; Poms et al., 2004).

5.6.2 Real-time PCR

O PCR em tempo real requer equipamentos de laboratério mais caros mas mostrou ser extremamente
preciso e menos trabalhoso do que outros métodos de quantificagdo de DNA. O PCR em tempo real

permite a detec¢do de produtos usando uma sonda oligonucleotidica especifica (Poms et al., 2004).
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Uma das variantes do PCR quantitativo € o Tagman®, em que o DNA é amplificado na presenca de
uma sonda oligonucleotidica especifica que possui um reporter e um quencher nas duas extremidades
da cadeia. A sonda hibrida com o DNA de cadeia simples na regido limitada pelos dois primers a serem
amplificados. Quando o reporter e o quencher estdo relativamente proximos, a fluorescéncia é
suprimida. Durante a amplificacdo, a polimerase (uma 5'-exonuclease) cliva a sonda, deslocando o
reporter e o quencher das novas vertentes da copia, de modo a ativar a fluorescéncia. O nimero de
ciclos necessarios para aumentar a fluorescéncia acima de uma linha predefinida padrdo correlaciona-
se com a quantidade do produto de PCR (Holck et al., 2011; Poms et al., 2004; Stowianek & Majak,
2011).

Este método tem o beneficio de uma maior fiabilidade devido a especificidade adicional proporcionada
pela sonda de DNA (Stowianek & Majak, 2011).

Em suma, a analise com técnicas de PCR apresenta um elevado potencial de aplicacdo devido a sua
rapidez, eficiéncia e simplicidade. A técnica é confiavel, altamente especifica e sensivel. Contudo as
técnicas baseadas em PCR nao detetam componentes responsaveis pela reagdo alérgica, apenas o
DNA especifico da espécie, isto €, a presenca de DNA que codifica para uma proteina numa amostra
de alimento o que n&o significa necessariamente a presenca do alergénio. Estes métodos ndo séo
recomendados para a detecdo de alergénios em produtos alimentares com elevada proteina e baixo
teor de DNA, como por exemplo, ovos. Consequentemente, estes métodos sdo uma boa escolha
quando o teor de proteina é baixo, por exemplo, no aipo. Porém, as técnicas de PCR séo promissoras
no campo da detecé@o de alergénios a um nivel que ultrapassa a imunodetecdo (Mafra et al., 2008;
Stowianek & Majak, 2011).
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6 Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA)

A Enzyme-Linked Immunosorbent Assays € uma técnica utilizada para detetar a presenca de um
anticorpo ou antigénio numa amostra, através da interacdo entre eles. Esta técnica surgiu em 1971
através do trabalho desenvolvido por dois grupos de pesquisadores: um grupo holandés, formado por
Van Weemen e Schurs e um grupo sueco, formado por Engvall e Perlmann. Estes dois grupos
idealizaram e introduziram o método imunoenzimatico para detegdo e quantificagdo de antigénios ou
anticorpos especificos. Para além disso, observaram ainda que as proteinas poderiam ser imobilizadas
numa superficie sélida de poliestireno e que a reacao anticorpo-antigénio poderia ser manifestada pela
formacdo de uma coloracdo produzida pela reacdo enzima-substrato denominado cromogéneo. Esta
técnica foi divulgada a partir de 1974 através de publicacdes referentes a doencas infectocontagiosas
(KPL, 2005; Lequin, 2005; Organon, 1971).

O teste ELISA é a metodologia mais utilizada para a monitorizacdo de rotina de alergénios devido a
sua sensibilidade e precisdo. O ELISA tornou-se o método escolhido quer na indUstria alimentar, quer
em laboratorios de controlo que realizam andlises de rotina para alergénios alimentares (Martinovi &
Josi, 2017).

6.1 Conceitos basicos

O ELISA é um ensaio imunoenzimético que tem por objetivo diagnosticar proteinas alergénicas cujos
anticorpos provém principalmente do soro de um animal imunizado. Este soro contém IgG, que é capaz
de se ligar ao alergénio utilizado para imunizar o animal, ao passo que em testes usados para o
diagndstico clinico sdo utilizadas as propriedades da IgE presente no soro humano. O extrato do

alimento é analisado em pocos de microplacas (Downs & Taylor, 2010).

Os métodos de realizagdo de ELISA sé@o quatro: o competitivo e os ndo competitivos; o direto; o

indirecto; e o de formato em sandwich (Popping et al., 2010).

6.1.1 Ensaio competitivo

Em ensaios competitivos, o anticorpo ou antigénio esta ligado a base da microplaca. Se a molécula
ligada a microplaca € o anticorpo, o sistema € incubado com uma concentragdo conhecida de antigénio
marcado com a amostra, que pode ou ndo conter a molécula. Os dois antigénios competem pelos
anticorpos. Quanto maior a concentracdo do analito na amostra, menor é a interacdo ligacédo entre o

antigénio marcado e o anticorpo, ou seja, ndo ocorre formacao de cor (figura 6.1 A). Num segundo
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formato de ensaio competitivo, o antigénio ou o hapteno estédo ligados a base da microplaca, que é
incubada com uma quantidade conhecida de anticorpo (marcado ou nao marcado) e a amostra. Uma
concentracdo elevada do analito na amostra induz uma maior ligacdo do mesmo e uma menor ligacao
do anticorpo (marcado ou nao) ao antigénio ligado a microplaca (figura 6.1 B). Em ensaios competitivos,
o sinal fornecido para o ensaio é inversamente proporcional a molécula alvo na amostra (Popping et
al., 2010).

[ 1 , , \|’ Anticorpo
' v & Antigénio
o ¢ o
o D o g Co-extractantes
(n
o /KD Anticorpo conjugado
%D ﬁ) < g enzimatico
r | | | <D Antigénio conjugado
\ v enzimatico
?ﬁ‘; tg Substrato

Figura 6.1 - Ensaio competitivos: A- Anticorpo na base do pogo; B -Antigénio na base do pogo (adaptado de
Popping et al., 2010)

6.1.2 Ensaio direto

O ELISA direto é considerado o tipo de ELISA mais simples e rapido. O antigeno esta na base da
microplaca e é adicionado um excesso de outra proteina para bloquear todos os outros locais de
ligagdo. Posteriormente, € adicionado o complexo enzima-anticorpo para ligagdo ao antigénio em
excesso. De seguida, o excesso € lavado para retirar o conjugado enzima-anticorpo néo ligado. Ao
adicionar o substrato/cromogéneo da enzima, a enzima € detetada e é lido o sinal do antigénio (figura
6.2) (Sino Biological Inc., 2017).
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6.1.3 Ensaio indireto

O ELISA indireto é o formato preferencial para a detecao de proteinas relativamente pequenas. Envolve
os antigenos imobilizados ligados a fase solida da microplaca e dois anticorpos, sendo um adicionado
numa solucdo de amostra contendo uma quantidade limitada de anticorpo primario especifico que
reconhece o0 antigénio (este anticorpo ndo possui a enzima ligada a ele). Os anticorpos em excesso ou
ndo ligados que permanecem no poco sédo entdo lavados pelo passo de lavagem, seguido por adi¢éo
de anticorpo secundario enzima-conjugado a placa para detetar os complexos antigénio-anticorpo
ligados nos pogos (figura 6.2). A cor é desenvolvida quando o substrato da enzima é adicionado. A
intensidade da cor é diretamente proporcional a concentracdo dos antigénios presentes na amostra da
solucao (Lim, 2010; Monaci et al., 2011).

6.1.4 Ensaio sandwich

Relativamente ao ELISA sandwich consiste num anticorpo de captura imobilizado numa fase sélida,
que é usualmente uma microplaca. As proteinas especificas da amostra séo capturadas pelo primeiro
anticorpo e detetadas por um segundo anticorpo especifico da proteina, marcado com enzima, que se
liga ao analito, formando uma sandwich. O substrato posteriormente adicionado reage com a enzima
marcada no segundo anticorpo produzindo uma coloracdo (figura 6.2). A absorcdo medida é
diretamente proporcional & concentracdo do analito (Lim, 2010; Monaci et al., 2011). Este ensaio é o

formato mais comum para a dete¢do de alergénios em alimentos (Schubert-Ullrich et al., 2009).

( Substrato Substrato >
Substrato i - Anticorpo
( Anticorpo o] - Secundario Legenda:
P Secundario L i Conjugado
nticorpo . A\ AR ”
Primério Conjugado YNy ¢Z/ N A\ Antigénio
Conjugado J | [ M Anticorpo AL
Rl Anticorpo ) A&\ Primério o 2
Y N» Primario & \» \%Hfé/ Enzima
PAcN a0 |
Direto Indireto Sanduiche

Figura 6.2 - Tipos de ELISA (adaptado de Cultek. 2017)

37



Detecédo e quantificacao de leite pelo método ELISA no Laboratério SGS | Ana Hipdlito

38



Detecédo e quantificacao de leite pelo método ELISA no Laboratério SGS | Ana Hipdlito

7 Validacdo do método

A validacdo deste método passa por uma verificacdo do método de acordo com o procedimento
internacional Guidelines for Method Validation of Enzyme-Linked Immunosorbent Assays applied to
Food Samples aplicado no laboratério SGS. O método foi assim verificado nos seguintes parametros:
Curva de calibracéo, Limite de dete¢&o (LOD) e Limite de quantificacdo (LOQ), Repetibilidade, Precisdo

intermédia e Exatidao através de ensaios de comparacao.

7.1 Determinacdo da Curva de Calibracéo

Para os métodos ELISA semi-quantitativos, é necessario estabelecer uma curva de calibracdo para o
célculo da concentracdo das amostras medidas posteriormente. Quando se utilizam kits ELISA
comercialmente disponiveis, os padrdes para a preparagdo da curva de calibracao estéo incluidos no
kit (SGS, 2014). A curva de calibracdo deve apresentar os dados estatisticos de interseccéo, da
equacdo da regressao linear e o coeficiente de correlagdo. Assim, torna-se necessario o uso de um
namero suficiente de solugbes-padrédo para definir adequadamente a relagao entre a concentragéo e a
resposta. O grafico analitico pode ser construido usando-se, no minimo, cinco valores de concentra¢éo

enquadrados no intervalo definido (Brito et al., 2003).

7.1.1 Gamade trabalho

O intervalo de trabalho corresponde a faixa de concentracBes utilizada para avaliar a precisdo e
exatiddo do método (Brito et al., 2003). A gama de trabalho deve ser fixada pela confirmacéo de que o
método analitico fornece a precisdo e resultados precisos quando aplicados em amostras com uma
quantidade mensuravel dentro ou nos extremos da gama do método validado. A gama ja esta definida
pelo fornecedor de acordo com os padrdes disponiveis pelo Kit. A faixa de concentracdes utilizada é:
0; 2,5;7,5; 22,5; 67,5 ppm. Com leitura da absorvéancia a 450 nm. (SGS, 2014).

7.1.2 Linearidade

A linearidade refere-se a capacidade de o método produzir resultados linearmente proporcionais a

concentracdo do analito, enquadrados num intervalo analitico especifico (Brito et al., 2003). Para uma
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curva de calibracéo linear, assume-se que a resposta do instrumento esta linearmente relacionada com
a concentracdo padrao para um intervalo limitado de concentracdo. Pode ser expresso comoy = a +
bx (Shrivastava et al., 2011). Contudo, um kit ELISA ndo tem uma resposta linear no sentido de ser
diretamente proporcional porque o comportamento da interacdo antigénio-anticorpo nédo responde
linearmente com a concentracdo de antigénio. Por esta razdo foi utilizada uma curva polinomial nao
linear. Este parametro é avaliado através da reta de calibracéo e do valor do coeficiente de correlagéo
linear, que para ser satisfatoria, deve obter R= 0,995 (Brito et al., 2003; SGS, 2014).

7.2 Determinacdo do limite de detecéo e limite de quantificacéo

Limite de detecdo e limite de quantificacdo sdo duas importantes caracteristicas de desempenho na
validacéo do método. O LOD (limite de dete¢&o) e o LOQ (limite de quantificacéo) sdo termos usados
para descrever a menor concentracdo de um analito que pode ser detetada e medida de forma

confidvel, respetivamente, por um procedimento analitico (Shrivastava et al., 2011).

7.2.1 Limite de detecéo

O LOD (limite de detec&o) define-se como a menor concentracdo do analito que pode ser detetada,
mas ndo necessariamente quantificada, sob condicbes experimentais estabelecidas. No
desenvolvimento de métodos novos ou modificados para analise, é definido LOD em termos do desvio
padrdo através da medicdo do branco, ou seja, de uma amostra que contém a mesma matriz, mas nao
contém o analito. O branco é constituido com todos os reagentes, exceto a amostra, reproduzindo as
mesmas condi¢cdes a que o analito estara sujeito durante a andlise. O célculo do LOD, utilizando o
branco, permite avaliar mudancas ocorridas durante o desenvolvimento do método, ou para
comparacao de instrumentos (Brito et al., 2003; SGS, 2014). O LOD é um ponto de concentragdo onde
apenas a identificacdo qualitativa € possivel, mas ndo a quantificacdo precisa. Sendo também a
concentracao a partir da qual € possivel distinguir a presenca do analito do ruido do equipamento. Para
0s métodos qualitativos, o LOD é definido como a concentracao limiar em que o teste se torna pouco

fivel (Taverniers et al., 2004). O LOD é calculado através da seguinte férmula (SGS, 2014):
LOD =k X SD,

sendo que o valor de k é 3,3 e o desvio padrdo é calculado a partir das 6 medicoes utilizando a curva

de calibragéo (SGS, 2014).
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7.2.2 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo (LOQ) de um procedimento analitico é definido como a menor concentracéo
medida a partir da qual é possivel a quantificacdo do analito, sob as condigGes experimentais (Brito et
al., 2003) sendo este valor superior ao LOD (Taverniers et al., 2004). O LOQ caracteriza-se pela sua
capacidade de um processo de medicdo quimica para quantificar adequadamente um analito. A
capacidade de quantificar é geralmente expressa em termos do valor do sinal ou analito (verdadeiro)
que produzird estimativas com um desvio padrao relativo especificado, normalmente 10 % (SGS, 2014).
Este parametro é determinado utilizando o branco por uma férmula semelhante a utilizada para

determinar o limite de detecdo, embora o valor de k seja igual a 10 (Taverniers et al., 2004),
LOQ =k x SD,,
sendo que o valor de k € 10 e o desvio padréo (SDy) é calculado a partir das 6 medicées utilizando a

curva de calibragéo (SGS, 2014).

7.3 Precisao

A precis@o avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas na mesma amostra que €é obtida
aplicando o procedimento experimental um grande nimero de vezes a um conjunto de amostras
homogéneas. A precisdo de um método é a proximidade da concordancia entre os resultados de
ensaios independentes obtidos a partir de material de ensaio homogéneo analisado nas condi¢des de
utilizacdo estipuladas (Fao & Consultation, 1998). A precisdo pode ser avaliada ao nivel de

repetibilidade e de precisao intermédia (Brito et al., 2003).

7.3.1 Repetibilidade

A precisdo em condicdes de repetibilidade (SD,.) exprime a precisdo de resultados obtidos por

medicdes repetidas efetuadas sobre uma mesma amostra, sob as mesmas condicdes, tais como:

mesmo laboratorio, analista, equipamento, os reagentes e curtos intervalos de tempo. O valor para o
limite de repetibilidade (r) é a diferengca méxima toleravel absoluta entre dois resultados obtidos em

circunstancias quase idénticas de 95 % de nivel de confianca. A repetibilidade pode ser calculada (SGS,
2014):
r=2,8XSD,
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7.3.2 Precisao intermédia

A precisdo intermédia (SDg), também denominada de reprodutibilidade interna, refere-se a precisao
avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrées, utilizando o mesmo método, no
mesmo laboratério, mas definindo exatamente quais as condi¢des a variar (uma ou mais), tais como,
diferentes analistas, diferentes equipamentos e diferentes dias. Esta medida de precisao é reconhecida
como a mais representativa da variabilidade dos resultados num laboratério. Para determinar a preciséo
intermédia de um método, efetuam-se “n” medigbes duplicadas, ou em ensaio Unico, sobre a amostra,

nas condicdes pré-definidas. A precisao intermédia pode ser calculada (SGS, 2014):
R =28X%X 5Dy

7.4 Exatidao

A exatidao é definida como a concordéancia entre o valor real do analito na amostra e o estimado pelo
processo analitico. Os quatro métodos principais para o estudo da exatiddo sdo baseados no uso de
material de referéncia certificado, na comparagéo do método com um método de referéncia, no uso de
ensaios de recuperacdo na matriz e em estudos colaborativos (Brito et al., 2003). No presente trabalho,
para a validacdo do método a exatidao foi avaliada pelo uso de ensaios de comparacado com o uso das
mesmas amostras com leite noutro laboratério (SGS, 2014).

7.5 Fontes deincerteza

As fontes de incerteza associadas a este método estao identificadas na tabela 7.1, assim como a forma

de serem ultrapassadas e/ou minimizadas.
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Tabela 7.1 - Fontes de incerteza e a sua resolucéo

Fontes de incerteza Resolugéo
Extracéo
Toma da amostra representativa Balanga calibrada.

Uso de pipetas calibradas para doseamento
de solucdes de extracdo. Uso de solucdes
certificadas pelo kit. Pessoal treinado e com
experiéncia/formacao.
Equipamento
Leitor 6tico Calibracao externa. Uso de solucdes padrao
com concentra¢des conhecidas em cada
ensaio. Pessoal treinado e com

experiéncia/formacao.

ELISA

Eficiéncia da reacéo Uso de reagentes a temperatura ambiente.
Kits validados, sensibilidade e limite de
detecao pelo fornecedor. Uso de
micropipetas calibradas.

Estabilidade dos reagentes Protecédo da luz.
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8 Metodologia Experimental

A implementacdo e validacdo da determinacdo de leite pelo método imunoenzimatico ELISA no
laboratério SGSMultilab destina-se a todos os produtos alimentares ndo processados e processados.
Alimentos ndo processados séo alimentos que sao colhidos ou concebidos no seu estado natural, como
por exemplo, o arroz. Por sua vez, alimentos processados sédo produtos que sofreram uma série de

operacgdes mecanicas ou quimicas para modifica-lo ou preserva-lo, como por exemplo, as bolachas.

Neste processo de implementacdo e validacdo do método foi utilizado o kit comercial
RIDASCREEN®FAST MILK para a extracéo e determinacao de leite. Este possui todos os reagentes
necessarios para a extracdo de leite de uma matriz complexa como a matriz alimentar.
RIDASCREEN®FAST é um ELISA em sandwich que deteta as duas principais proteinas alergénicas
no leite: caseina e pB-lactoglobulina. Eles sdo detetados independentemente por anticorpos especificos.
Os resultados do ensaio sdo quantitativos quando a amostra contém leite ou leite em p6 por intermédio
de uma curva de calibragdo. O método pode ser aplicado para a determinacdo de proteinas do leite em
biscoitos, férmulas infantis, gelados, salsichas, entre outros. O RIDASCREEN®FAST permite a
execucao de um método de rapido triagem, simples e sensivel que pode ajudar a reduzir o perigo de

casos alérgicos de alimentos mal rotulados ou contaminados.

O principio do teste consiste numa microplaca que esta revestida com anticorpos especificos para
caseinas e B-lactoglobulinas. Por adicdo de padrées e amostras aos po¢os, a proteina de leite presente
ir4 ligar-se aos anticorpos especificos. Numa etapa de lavagem, os componentes ndo ligados séo
removidos. O anticorpo conjugado com peroxidase é adicionado. E formado um complexo Anticorpo-
Antigénio-Anticorpo (sandwich). Qualquer componente ndo ligado é entdo removido num passo de
lavagem. A detecéo da proteina do leite ocorre através da adicdo de substrato / cromogéneo para a
enzima peroxidase. O conjugado enzimatico converte o cromogéneo num produto azul. A adigdo da
solugdo de STOP leva a uma alteracéo de cor para amarelo. A medigéo é feita fotometricamente a 450
nm. A absorcéo é proporcional & concentracéo de proteinas do leite da amostra. O resultado é expresso

em mg/kg de proteina de leite.

8.1 Equipamentos

Todos os equipamentos sédo registados no sistema informatico. Toda a documentacéo relacionada com
instrucdes, certificados, impressos de aceitagcdo e registos de manutencao e verificagdo/calibracdo esta
armazenada num caderno afeto aos equipamentos de acordo com a sua identificacdo. Por predefinicao,

as calibracdes dos equipamentos (onde é aplicavel) sdo feitas anual ou bi-anualmente.
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Para leitura da densidade 6tica do ensaio de ELISA foi utilizado um leitor de ELISA (figura 8.1). Os
resultados da absorvancia referentes a densidade Otica sdo posteriormente convertidos em
concentracdo. O equipamento possui uma calibracdo externa. Devido ao uso de padrdes é feita uma
calibragdo interna sempre que se faz o ensaio, através da qual quantificamos a proteina de leite, se

estiver presente ha amostra numa concentragdo igual ou superior ao LOD (limite de dete¢&o).

Figura 8.1 - Leitor 6tico r-bioharpm

Foi utilizada uma balan¢a (figura 8.2) para a pesagem de toma representativa da amostra

homogeneizada e/ou moida. A calibracéo é verificada mensalmente.

Figura 8.2 - Balanga METTLER TOLEDO Modelo MS204S/01
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Neste procedimento foram usadas 3 micropipetas da Bio-Rad (figura 8.3). Uma é dedicada para o uso
de volumes maiores (100 a 1000 pL) no processo de extracdo na etapa de preparacdo da amostra.
Outra micropipeta de volumes menores (10 a 100 uL) é usada no teste imunoenzimatico. A micropipeta
multi-canal é usada no processo de lavagem. Todas, exceto a multi-canal que serve exclusivamente
para lavagem, sdo calibradas bi-anualmente até prova em contrario, i.e., quando existe um histérico
suficiente para verificar a estabilidade das pipetagens, caso em que podera ser diminuida, ou nao, a

periodicidade das calibrages.

Figura 8.3 - Micropipetas Transferpette ®: mutil-canal (esquerda), 100-1000 uL (centro) e 10 a 100 uL (direita)

Para agitacdo das amostras no processo de extracdo das proteinas do leite recorreu-se a um agitador
(figura 8.4). A centrifuga (figura 8.5) foi utilizada para separar as particulas sélidas do sobrenadante

onde esta o leite.

Figura 8.4 - Agitador Heidolph

Figura 8.5 - Centrifuga Universal 320R
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Quando as amostras necessitavam de moagem era utilizada uma Picadora 1-2-3 Classica Moulinex®
Modelo A320R1 (figura 8.6). A higienizacao deste equipamento era efetuada utilizando etanol de modo

a evitar a adi¢cdo de interferentes e contaminagdes.

-

Figura 8.6 - Picadora 1-2-3 utilizada no laboratério SGS

O equipamento Multistirrer magnetic stirrer (figura 8.7) foi utilizado para colocar as amostras em banho
de 4gua com temperaturas controladas.

Figura 8.7 - Multistirrer magnetic stirrer

8.2 Reagentes e Preparacao de solucfes

8.2.1 Reagentes

O kit (figura 8.8) utilizado era constituido pelos seguintes componentes: Microplaca com 48 pogos
revestida com anticorpos anti-caseina e anti--lactoglobulina, Cinco padrdes, um de 0; 2,5; 7,5; 22,5 e
67,5 mg/kg de proteina do leite em solugcdo aquosa prontas para uso; solu¢do de conjugado, uma

mistura de anti-caseina marcada com peroxidase de rabano e conjugado de anticorpo anti-B-
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lactoglobulina concentrado 11x; tampao de conjugado; extractor 2 concentrado 2x; tampao de extracado
de alergénios concentrado de 10x; tampao de lavagem com um concentrado de 10x, substrato /

cromogéneo, solugdo STOP e Aditivo 1 a ser dissolvida no tampé&o de extracédo de alergénios.

Foram utilizados dois reagentes adicionais, o Hidroxido de sédio 1 M (NaOH) e o Acido cloridrico 1 M
(HCI).

Figura 8.8 - Kit RIDASCREEN®FAST MILK

Todos os reagentes devem ser colocados a temperatura ambiente (20-25 °C) antes da utilizagdo e
apos a utilizagdo devem ser imediatamente colocados a 2-8 °C. A maioria dos reagentes e tampdes
sdo geralmente mantidos a esta temperatura para garantir a estabilidade por maior periodo de tempo.
No entanto, eles precisam de ser levados a temperatura ambiente antes da utilizagdo, uma vez que as

temperaturas baixas diminuem a ligacéo do anticorpo-antigeno.

Os pocos ndo podem secar entre 0s passos da analise pois a reprodutibilidade em qualquer ELISA
depende em grande parte da consisténcia com a qual os pocos sdo lavados. Durante todas as
incubacdes deve-se evitar a luz solar direta e é recomendada a cobertura das microplacas. A reacéo

do substrato / cromogéneo deve ser realizada no escuro.
Deve-se ter cuidado com 0 manuseamento do reagente Extractor 2, (necessario para a preparagéo da

amostra, contém B-mercaptoetanol) e com a solugdo STOP (contém acido sulfdrico 1 N) devendo evitar

0 contato com a pele e olhos.
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8.2.2 Preparacdo de reagentes

O tampdo de extracdo alergénio é fornecido como um concentrado de 10x. Antes da diluicéo,
dissolver os cristais formados por aquecimento (banho de agua a 37 °C) e misturar bem. Diluir o
concentrado aquecido 1:10 com agua destilada (por exemplo, concentrado de 100 mL + 900 mL de
agua destilada). O tampao de extracao de alergénio diluido pode ser usado durante 12 semanas se for
armazenado a 2-8 ° C.

Para a preparagdo do tampao de extragdo de alergénio contendo o aditivo 1 (tampéo A-AEP),
pesou-se 1,35 g de Aditivo 1 em um copo de vidro e adicionou-se 15 mL de NaOH 1 M, mexendo até
que o Aditivo 1 seja dissolvido. Adicionar a solu¢éo 15 mL de Aditivo 1 a 700 mL de tampé&o de extracao
de alergénio diluido no copo de vidro (gobelé), mexendo constantemente. Ajustou-se o tampédo A-AEP
para pH 9,0 com HCI 1 M e diluiu-se para 750 mL com tamp&o de extragcdo de alergénio diluido (750

mL de tampé&o A-AEP é suficiente para 45 amostras).

O tampéao pode ser usado durante 3 semanas a temperatura ambiente (20-25 °C) ou durante 8 semanas

a 2-8 °C (se os cristais precipitarem, o tamp&o deve ser descartado).

O Extractor 2 foi fornecido e teve que ser diluido 1/2 com agua destilada (por exemplo, 50 mL Extractor
2 + 50 mL de 4gua destilada). A solucéo Extractor 2 diluida é suficiente para 55 amostras e pode ser

usada durante 3 meses a temperatura ambiente (20-25 °C).

O tampdo de lavagem fornecido esta concentrado 10x. Antes de ser utilizado, o tampéao tem que ser
diluido 1/10 com &gua destilada (por exemplo, 100 mL de concentrado de tampé&o + 900 mL de 4gua
destilada).

O tampao diluido é estavel a 2-8 °C durante 4 semanas. Antes da diluicdo, dissolver completamente

quaisquer cristais formados em banho-maria a 37 °C.

O conjugado (anticorpo ligado a enzima peroxidase) fornecido estd concentrado de 11x. Como a
solugdo de conjugado enzimatico diluido tem uma estabilidade limitada, apenas a quantidade
necesséria deve ser diluida imediatamente antes do teste ELISA. Agitou-se cuidadosamente o
conjugado concentrado antes de diluir. Para reconstituicdo, o conjugado concentrado foi diluido 1/11
com tampao de diluicdo conjugado (por exemplo, 200 yL de concentrado + 2 mL de tampao, suficiente

para 2 tiras de microplaca, que equivale 16 pogos).
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8.2.3 Preparacdo da amostra

A possibilidade de uma contaminacao cruzada durante a preparacdo da amostra pode proporcionar
falsos positivos que ndo estdo associados a técnica analitica. Esta questao torna-se mais critica nos

imunoensaios mais sensiveis.

A prevencado da contaminacgéo cruzada durante a preparacdo da amostra deve fazer parte das boas
praticas de laboratério e deve incluir a manipulagcdo adequada da amostra, assegurando a limpeza de

todo o material utilizado e a calibrag&o do equipamento.

Primeiramente homogeneizou-se uma quantidade representativa da amostra, ou seja, uma porgcéo

suficientemente representativa da amostra original (5-50 g).

A amostra foi moida num moinho previamente limpo e seco. Esta tarefa foi realizada na sala de
preparacdo de amostras a entrada do departamento de Quimica. Depois de triturada, a amostra foi

colocada num coletor estéril, bem vedado e armazenado até a sua destruig&o.

Para amostras sélidas pesou-se 1 g de amostra e adicionar 4 mL de Extractor 2 diluido. Misturar
vigorosamente, fechar o frasco e colocar durante 10 minutos a 100 °C em banho de agua. Deixar a
amostra arrefecer e adicionar 16 mL de tampédo A-AEP pré-aquecido a 60 °C na amostra cozida.
Amostras liquidas para 1 mL de amostra, adicionar 4 mL de Extractor 2 diluido. Misturar vigorosamente,
fechar o frasco e colocar durante por 10 minutos a 100 °C em banho-maria. Deixar a amostra arrefecer

e adicionar 15 mL de tamp&do A-AEP pré-aquecido a 60 °C na amostra cozida.

Preparacao adicional para amostras sélidas e liquidas - Misturar vigorosamente (agitador) e extrair
durante 10 min a 60 °C em banho de agua. Arrefecer as amostras até a temperatura ambiente (por
exemplo, em agua gelada) e centrifugar durante 10 minutos a 2500 x g a temperatura ambiente. Filtrar
0 sobrenadante com papel de filtro. Diluir a amostra 1/5 com tampao de extracdo de alergénio
anteriormente diluido sem o Aditivo 1 (por exemplo, amostra de 100 pL + 400 uL de tampé&o de extracéo
de alergénio diluido, o fator de diluicdo final € de 100). Usar 100 pyL desta diluicdo no microplaca

diretamente.

8.2.4 Analise - Ensaio imunoenzimatico

Depois de extraido e diluido, o extrato foi usado para o ensaio imunoenzimatico. Todos os reagentes e
amostras devem estar a temperatura ambiente. O processo iniciou-se com adicdo de 100 pL dos
padrdes e amostras nos poc¢os respetivos. Estes foram submetidos a uma breve e cuidada agitacéo e

incubados durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo, todas as solu¢des foram
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descartadas e todos os pocos foram lavados com 250 pL solugdo lavagem (4x). Depois de lavados,
adicionou-se 100 pL de conjugado diluido 1/11 a todos os pocos. Estes foram submetidos a uma breve
agitacao e incubados durante 10 minutos a temperatura ambiente. O passo de lavagem foi repetido,
como descrito anteriormente, e adicionou-se 100 pL de solugdo de substrato/cromogéneo, deixando
incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente protegido da luz, devido a fotossensibilidade do
substrato/cromogéneo. Para finalizar a reacéo, adicionou-se 100 pL de solugdo STOP, que ira originar

uma mudanca de cor para permitir a leitura a 450 nm.

8.2.5 Interpretacdo de resultados

O célculo deve ser feito usando uma fun¢éo de spline cubica. Ao trabalhar de acordo com a preparacgao
da amostra descrita, o fator de diluicao final € 100. Neste caso, a concentracdo da proteina do leite
pode ser lida diretamente da curva de calibracdo. O fator de diluicdo da amostra de 100 j& € tido em
consideragdo para as concentracdes dos padrdes. Para diluicdes de amostras superiores a 1/100, o

fator de diluicdo adicional deve ser considerado para o célculo da concentracdo de proteina do leite.

Uma diluicdo adicional e uma nova detecdo das amostras sdo recomendadas para os valores de
absorvancia (a 450 nm) superiores ao padrao 5 (67,5 mg/kg). As amostras devem ser diluidas para que
os resultados possam ser lidos dentro da curva de calibragdo. A extrapolacdo fora do intervalo de
calibracdo néo é recomendada. Os resultados séo relatados em miligramas de proteinas do leite por
quilograma ou litro de alimentos. O leite contém aproximadamente 3,2 % de proteina do leite. Assim,
uma amostra que contém 1 mg/kg de proteina do leite corresponde a um teor de leite de

aproximadamente 32 mg/kg.

8.3 Controlo dos parametros

Os seguintes parametros precisam de ser controlados durante o procedimento para garantir uma

analise bem sucedida.

Um ponto critico é evitar a contaminagdo cruzada durante o uso das microplacas, onde 0s pogos
adjacentes podem ficar contaminados, como por exemplo, durante a pipetagem e agitacdo manual
excessiva nos periodos de incubacao. Além disso, é estritamente necessario evitar tocar nos pogos de

modo a ndo levar a remog¢éo do anticorpo ou antigeno de revestimento.

As amostras e os padrées devem ser distribuidos simultaneamente nos pogos correspondentes, se

possivel, de modo a que todas as amostras sejam incubadas durante 0 mesmo periodo de tempo.
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O uso de agitadores aumenta a exposicdo de antigenos a anticorpos que favorecem a ligacédo
antigénio-anticorpo. Além disso, eles aumentam a distribuicdo homogénea do analito ou anticorpo em

solucdo, o que aumenta a reprodutibilidade da amostra.

A formacédo de bolhas de ar deve ser evitada durante o procedimento, uma vez que estas afetam a
medi¢&o do sinal.
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9 Resultados e discussao

Para a validagdo do método segundo as guidelines aplicadas na SGS, o primeiro passo foi proceder a
realizacdo da curva de calibracdo para o calculo da concentracdo das amostras medidas
posteriormente. Para a realizacdo da curva de calibracdo foram utilizados os padrdes que estavam
incluidos no kit. Realizaram-se ensaios distintos, em dias diferentes, onde foi feita a leitura da
absorvancia a 450 nm dos padrdes de diferentes concentracdes (0; 2,5; 7,5; 22,5; 67,5 ppm) e em cada
ensaio foi feita a leitura do branco, constituido com todos os reagentes exceto a amostra, em duplicado

para calcular posteriormente o LOD e LOQ.

Na tabela 9.1 estdo representados as absorvancias obtidas para cada padrdo de concentracdes
diferentes. A partir da concentracéo conhecida dos padrfes e da sua leitura, obtiveram-se os graficos
que estdo representados nas figuras 9.1, 9.2 e 9.3. Todos os graficos representam uma curva
calibracdo néo linear, nomeadamente uma polinomial de 3° grau, ou seja, ax3+bx2+cx+d, por ser a que
se melhor ajustava a variacdo da concentracdo. Utilizando uma regresséo linear verificou-se que em
certos intervalos de crescimento de densidade 6tica ndo é feito de igual forma, ou seja, ndo existe uma
regressao linear perfeita entre as duas grandezas (concentracao/densidade 6tica). Deste modo, através
de uma regresséao polinomial do 3° grau verificou-se a obtencdo de um R> 0,995 em todos os ensaios,
0 que vai de encontro com o critério de aceitacdo (R>0,995). Em todos os ensaios o desvio entre a
concentracdo do padréo e a concentracdo calculada, ou seja, a concentragdo real, deve ser inferior a
+ 20 %. Na tabela 9.1 verifica-se que o padréo 2,5 ppm de cada ensaio é superior a 20 %. No entanto,
verificou-se um desvio entre as absorvancias inferior a 20 % nos restantes padrdes (concentracdo real
versus concentracao tedrica). Segundo o laboratério da SGS pode-se admitir que a gama do kit se

encontra ajustada.
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Tabela 9.1 - Absorvancias lidas do respetivo padrao e célculo da concentracéo real dos trés ensaios distintos

% Desvio
Concentracdo do Padréo Absorvancia lida Concentracdo Real concerlltragao
real vs
(ppm) (450 nm) (ppm) concentragao
tedrica
0 0,324
2,5 0,373 1,8 -28
1 Ensaio 7,5 0,630 7,7 2,7
22,5 1,372 22,5 0
67,5 2,298 67,5 0
0 0,261
2,5 0,276 1,6 -36
. 7,5 0,421 7,6 1,3
2 Ensaio
22,5 1,156 22,5 0
67,5 2,110 67,5 0
0 0,448
2,5 0,487 1,9 -24
3 Ensaio
7,5 0,666 7,7 2,7
22,5 1,232 22,5 0
67,5 1,961 67,5 0
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57



Detecédo e quantificacao de leite pelo método ELISA no Laboratério SGS | Ana Hipdlito

Seguidamente, verificou-se 0 LOD e o LOQ do kit, onde foi calculado o desvio padréo de 6 brancos em

condicdes de precisdo intermédia, ou seja, em duplicado em dias distintos (tabela 9.2).

Tabela 9.2 - Absorvancia do Branco

Absorvancia lida ) LOD LOQ
Desvio
(450 nm) LOD = 3,3 x0,0703 LOQ =10 x 0,0703

0,593 0,621 0,448
Branco 0,0703 0,232 0,703
0,497 0,619 0,552

Através das equacdes obtidas nas curvas de calibracdo dos 3 ensaios (figura 9.1, 9.2 e 9.3) calculou-

se a média da concentragéo real.

Verificou-se neste kit que em condi¢bes de precisdo intermédia, utilizando a leitura dos brancos, o LOD
com a absorvancia de 0,232 corresponde a 4,18 mg/kg e o LOQ com absorvancia de 0,703 a 11,0
mg/kg de proteina de leite. Estes pardmetros indicam a concentracdo a partir da qual € possivel detetar
ou quantificar o analito em analise. Deste modo, o LOD e o LOQ encontram-se validados nestas

condic¢des de execuc¢do do método.

Para estudar o parametro da repetibilidade e reprodutibilidade foi necessario a escolha de um alimento.
A selecéo deste tornou-se dificil, uma vez que é utilizada uma gama de concentracdes de baixa
quantidade, ou seja, ppm. Deste modo, o alimento escolhido teria que conter uma quantidade vestigial
de leite. Assim, a matriz escolhida foi um produto processado derivado de cereais, nomeadamente a

bolacha.

Para proceder ao estudo a amostra foram realizados uma série de ensaios utilizando varias diluicdes
da amostra de modo a que o valor obtido se encontre dentro da curva de calibragéo. Dos resultados

obtidos selecionou-se a diluigdo 1/5.

De modo a estudar a repetibilidade do método, para a amostra em estudo, foram realizadas 6
determinacdes e calculadas as concentracBes de analito presentes, assim como o respetivo valor

médio, desvio e limite de repetibilidade.

Visto a repetibilidade e reprodutibilidade ter sido analisada posteriormente aos outros parametros,
sendo que também a matriz foi analisada em dias diferentes, foram preparadas novas curvas de
calibracdo, resultando em y=4,75x3-12,498x2+28,28,697x-10,969 (R?=0,9999) no primeiro ensaio e
y=4,744
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Tabela 9.3 - Repetibilidade através do calculo da Concentragdo Real para cada amostra

Absorvéancia
lida Concentracéo Fator de Concentracédo Real

(450 nm) (ppm) diluigao (ppm)

Amostra 1,143 12,5 5 62,5
Amostra 1,083 11,4 5 57,0
Amostra 0,934 8,8 5 44.0
Amostra 1,018 10,3 5 51,5
Amostra 1,053 10,9 5 54,5
Amostra 1,056 10,9 5 54,5
Média 54,0

Desvio padréo 6,1
Repetibilidade 17,1

Analisando a tabela 9.3 verifica-se que a repetibilidade foi de 17,1 mg/kg, isto €, a diferenga absoluta
entre futuros resultados de ensaios em duplicado, obtidos em condic¢des de repetibilidade, ndo devera

exceder o valor de 17,1 mg/kg.
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Tabela 9.4 - Reprodutibilidade através do calculo da Concentragdo Real para cada amostra

Absorvéancia
lida Concentragao Fator de | €oncentracao Real
(450 nm) (ppm) diluigdo (ppm)
Amostra 1,143 12,5 5 62,5
Amostra 1,083 11,4 5 57,0
Amostra 0,934 8,8 5 44,0
Amostra 1,018 10,3 5 51,5
Amostra 1,053 10,9 5 54,5
Amostra 1,056 10,9 5 54,5
Amostra 0,799 7,9 5 39,5
Amostra 0,751 6,9 5 34,5
Amostra 0,857 91 5 45,5
Amostra 0,802 8,0 5 40,0
Amostra 0,768 7,3 5 36,5
Amostra 0,857 91 5 45,5
Média 47,1
Desvio padréo 8,8
Reprodutibilidade 24,7

A reprodutibilidade foi avaliada através de dados que foram recolhidos em dias diferentes (ensaio
representado na tabela 9.4), calculando o limite associado a reprodutibilidade através do desvio foi de
24,7 mg/kg. Estes valores foram aceites uma vez que o valor da repetibilidade tem de ser inferior ao
valor de reprodutibilidade (17,1 mg/kg < 24,7 mg/kg).

A exatiddo foi avaliada pelo uso de ensaios de comparagcdo com 0 uso das mesmas amostras com leite
utilizada nos parametros repetibilidade e reprodutibilidade noutro laboratério subcontratado. O valor

obtido pelo laboratério foi de 50,7 ppm de proteina total de leite por ELISA que se encontra no Anexo
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I. Este valor encontra-se proximo do valor médio obtido no laboratério SGSMultilab que foi 47,1 ppm.
Este valor foi aceite uma vez que a média da concentracao real obtida no laboratério (47,1 ppm) esta

proximo do valor obtido do laboratério subcontratado (50,7 ppm).
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10 Conclusao

As alergias e intolerancias alimentares tém adquirido uma elevada importancia na sociedade devido a
sua crescente prevaléncia e ao forte impacto na vida da populacdo. Para a maioria das pessoas o
consumo de alimentos n&o representa qualquer perigo. Contudo, noutros casos, este consumo pode
causar alergias alimentares e restringir dramaticamente a qualidade de vida. Os cientistas estimam que
aproximadamente 1 a 2 % dos adultos e até 8 % das criancas sofram de alergias alimentares, bem
como um grande ndmero de pessoas tenham intolerancias alimentares. As alergias alimentares sdo
altamente perigosas para 0s pacientes e sdo causadas por proteinas que provocam reacdes
imunoldgicas. As reacBes adversas alimentares resultam da ingestdo de um alimento ou seus
constituintes. Estas podem ter uma causa imunolégica e serem desencadeadas por anticorpos IgE ou
podem resultar de mecanismos imunolégicos desencadeados por células ou outros mediadores do
sistema imunolégico. Por sua vez, as reacfes adversas sem causa imunolégica representam o grupo

das intolerancias alimentares.

A aplicacdo do Regulamento (UE) N.° 1169/2011 tem como base a obrigacdo e responsabilidade dos
operadores do setor alimentar de informarem sobre as substancias suscetiveis de provocar alergia ou
intolerancia alimentar utilizadas no fabrico ou preparagdo de um género alimenticio e que continuem a
existir no produto final, com o intuito de ajudar o consumidor a tomar decisdes informadas e facilitar
escolhas alimentares conscientes.

O leite é um alimento que faz parte da alimentacéo de criancas e adultos de todas as idades, ndo s6
por ser um alimento com boas propriedades organoléticas e nutricionais, mas também porque o
consumo acarreta inUmeras vantagens para a saude humana. Contudo, é um dos alimentos que
desencadeia maior niumero de casos de reccdes alimentares adversas. Assim surge a importancia
deste trabalho que consiste na detec¢do e quantificagcdo de leite pelo método ELISA. O ELISA tem sido
usado como ferramenta de controlo de qualidade em indUstrias alimentares devido ao seu baixo custo,

facilidade de manuseamento e obtencédo de resultados fiaveis em poucas horas.

Com base nos resultados obtidos segundo as Guidelines for Method Validation of Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays applied to Food Samples aplicadas na empresa quanto aos procedimentos de
validacdo dos métodos de ELISA, pode concluir-se que foi possivel a implementacao e validagao do
método para a detecao e quantificacdo de leite em matrizes alimentares na empresa SGS Portugal,
S.A.

Face aos resultados obtidos, em que se exclui sempre o segundo padrdo de cada ensaio, e para a
implementacdo do método segundo a Guidelines for Method Validation of Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays applied to Food Samples € obrigatoriamente necessario os 5 padrées, propde-
se como perspetivas futuras, a alteracdo de fabricante ou alteracéo do Kit de modo obter resultados
de acordo com Guidelines for Method Validation of Enzyme-Linked Immunosorbent Assays applied to

Food Samples aplicada ha empresa SGS Portugal, S.A.
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ANEXO |. Resultado da anélise da exatiddo do laboratério subcontratado
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