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Resumo

As reacdes de hipersensibilidade ou alérgica aos alimentos tem vindo a aumentar, e sendo a mostarda
preta e os crustaceos uns dos principais alergénios responsaveis por estas reacoes de hipersensibilidade,
pelo que é impreterivel a detecao e quantificacao destes alergénios nas mais varidveis matrizes de

alimentos.

0O estdgio realizado em um Laboratdrio de Satde Publica teve como objetivo adquirir conhecimentos e
competéncias nas metodologias referentes a implementacao de métodos para detecao de alergénios. O
principal objetivo deste estudo foi implementar um método de detecao de alergénios da mostarda preta e
de crustaceos em amostras de alimentos com diferentes graus de processamento. A extracao de ADN foi
realizada com recurso aum kit comercial da Qiagen. Por sua vez, a detecao dos alergénios foi feita através
da tecnologia TagMan, utilizando a técnica de qPCR. Foram utilizados, respetivamente, primers e sondas

especificas para a mostarda preta e os crustaceos.

Os resultados obtidos sugerem que este método permite detetar e quantificar a mostarda preta e os
crustaceos, mesmo em matrizes mais complexas. Podemos afirmar que é um método sensivel, dado que
conseguimos detetar com 100% de eficiéncia uma quantidade reduzida de ADN do alergénio (<20,8pg de

ADN de mostarda preta e <25pg de ADN de crustaceos).

Dado que a industria alimentar nao pdra de evoluir e matrizes mais complexas surgem no mercado, tem
sido desafiante a detecao e quantificacao de alergénios. Assim, os resultados obtidos neste estudo podem
contribuir para uma melhor determinacao dos alergénios e, consequentemente, garantir a seguranca do

consumidor.

Palavras-chave: Detecao; Alergénios; Mostarda preta; Crustaceos; qPRC; Sondas TagMan



Abstract

Hypersensitivity reactions or allergic reactions to foods have been increasing and, with black mustard and
crustaceans being one of the main allergens responsible for these hypersensitivity reactions, they become

essential for the detection of allergens in the most variable matrices.

The internship carried out in a Public Health Laboratory aimed to acquire knowledge and skills in
methodologies related to the implementation of methods for the detection of allergens. Thus, the main
objective of this study was to implement and validate a method for detecting black mustard allergens and
crustaceans from food sources with different degrees of processing. DNA extraction was performed with
a commercial Qiagen kit In turn, allergen detection was performed using TagMan technology, using the

gPCR technique. Specific primers and probes for black mustard and crustaceans.

The results obtained in this study suggest that this method allows detecting and quantifying most of the
black mustard and crustaceans, even in more complex matrices. Furthermore, we can say that it is a
sensitive method, as we can detect with 100% efficiency a small amount of allergen DNA (<20.8pg of black

mustard DNA and <25pg of crustacean DNA).

As the food industry continues to evolve and more complex matrices appear on the market, allergen
detection and quantification has been challenging. Thus, the results obtained in this study may contribute

to abetter determination of allergens and consequently ensure consumer safety.

Keywords: Detection; Allergens; Black Mustard; Crustaceans; qPRC; TagMan probes
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Organizacao do Relatdrio

Esterelatdrio aborda a componente de estagio realizado para conclusao do Mestrado em Anadlises Clinicas
e Saude Publica na Biogerm S.A. e o estudo de caso desenvolvido que se intitula de “Desenvolvimento e

implementacao de técnicas para detecao de alergénios nos alimentos”.

De forma a organizar as duas componentes descritas no relatdrio, organizou-se o0 mesmo em dois

capitulos:

o Capitulo I: contextualiza o estdgio, objetivos e metodologias desenvolvidas no laboratdrio.
e (Capitulo II: desenvolve-se o projeto com subdivisdes de introducao com contextualizacao do

tema, objetivos, metodologias, resultados, discussao dos mesmos e conclusao.

Xl



1. Capitulo|
1.1. Instituicao e contextualizacao do estdgio

A realizacao deste estagio foi proposta no ambito da Unidade Curricular (UC) de Estégio, integrada no
plano de estudos de 22 ano de mestrado em Analises Clinicas e Sadde Publica — ramo de Especializacao
em Microbiologia e Saude Publica da Escola Superior de Satde do Instituto Politécnico do Porto
(ESS|PPorto), e decorreu na empresa Biogerm SA, de 17 de janeiro a 31 de julho de 2022, sob orientacao
do Prof. Antdnio Araujo. Focou-se essencialmente na aquisicao de conhecimentos e no treino para
adquirir competéncias de pericia nas metodologias referentes aimplementacao de métodos para detecao

de alergénios.

A Biogerm SA, é uma empresa constituida em 1994 e sediada no conselho da Maia, inicialmente com o
objetivo de fabricar um meio de cultura especifico para o bacilo da tuberculose. Contudo, rapidamente
expandiu a producdo para outros meios de cultura. Em 1997 alargou o seu expecto de atuacdo para

analises de dguas, alimentos e ambiente.

Atualmente, é um “laboratdrio de referéncia na area da satde publica, com analises microbioldgicas e
quimicas no controlo da qualidade alimentar, aguas e ambiente, contemplando as mais recentes e

avancadas metodologias.” (1).

O laboratdrio possui um sistema de qualidade implementado e encontra-se acreditado pelo Instituto
Portugués de Acreditacdo (IPAC), sequndo a Norma NP EN ISSO/IEC 17025 - Requisitos gerais de

competéncia para laboratdrios de ensaio e calibracao, com o niimero L0349, datado de 2005 (1).

Para o exercicio das suas funcoes, a Biogerm SA encontra-se equipada com laboratdrios de preparacao
de meios de cultura, de microbiologia alimentar e aguas, de biologia molecular, de quimica instrumental e
classica, onde saorealizados todos os procedimentos laboratoriais com o objetivo e amissao de transmitir

confianca e garantir a satisfacao do cliente.

O laboratdrio de biologia molecular encontra-se totalmente equipado e, diariamente, processa amostras
de aguas parapesquisade Legionella, de alimentos para pesquisa de contaminantes, assim como também
realiza a pesquisa do virus SARS-CoV-2 e andlise de alergénios, de forma a responder efetivamente aos

pedidos dos seus clientes.
1.2. Objetivo

Este estdgio teve como objetivo compreender e acompanhar todas as metodologias laboratoriais, bem
como, desenvolver competéncias praticas a nivel laboratorial, de forma a integrar os conhecimentos

adquiridos ao longo do mestrado e deste estdgio. Para além disso, poder integrar uma equipa de trabalho



laboratorial permitiu desenvolver competéncias interpessoais e compreender a realidade de um
laboratdrio de andlise de dguas e alimentos, e refletir aimportancia que estes representam para a Saude

Publica.
1.3. Actividades Desenvolvidas

Neste relatdrio irei relatar todas as técnicas observadas ou realizadas e os conhecimentos e
competéncias adquiridas, em todas as etapas do processo de amostras de alimentos com diferentes
graus de processamento, desde a entrada no laboratdrio até a fase de armazenamento das mesmas,

durante o meu periodo de estdgio.
1.4. Procedimentos Laboratoriais

Para arealizacao da detecao de alergénios em amostras de alimentos, tanto puras como de matrizes mais
complexas, é necessario realizar uma extracao de acido desoxirribonucleico (ADN), medirmos de sequida
aconcentracdo de ADN e avaliarmos o grau de pureza da amostra. Consuante os valores do grau de pureza
pode ser necessario a realizacao de um passo intermedidrio de purificacao do ADN extraido e, por fim,
realiza-se a amplificacao e detecao do alergénio em estudo pela técnica de Polymerase Chain Reaction
(PCR).

1.4.1. Extracaode ADN

A extracao de ADN genémico das amostras utilizadas do decorrer deste estdgio foi realizada de duas
formas diferentes, uma extracao com recurso a um kit comercial e outra manual. Dependendo do método

de extracao escolhido, este pode influenciar quer a integridade do ADN quer a pureza do mesmo (2).
1.4.1.1 Extracao com o kit comercial

0 kit comercial utilizado foi o da QIAGEN®, DNeasy® mericon® Food Handbook, seguindo as indicacdes do

fabricante:

1. Coloca-se num tubo de centrifuga 2 g da amostra homogeneizada, 10 ml de Food Lysis Buffer e
25 ul de Proteinase K;

2. Incuba-se a amostra a 60°C durante 30 minutos, e de seguida procede-se ao arrefecimento da
mesma (entre 0s 15 e 0 25°C), para aumentar a precipitacao do inibidor;
Centrifuga-se a 2500xg durante 5 minutos;

4. Pipeta-se 500 pl de Cloroférmio para um eppendorf;

5. Transfere-se, cuidadosamente, 700 pl do sobrenadante da amostra, que havia sido centrifugada

Nno passo 3, para o eppendorf que contem o Clorofdérmio;



6. Coloca-se aamostra a vortexar e centrifuga-se novamente a 14000xg durante 15 minutos’;

7. Pipeta-se 350 pl de Buffer PB e 350l do sobrenadante para um novo eppendorf e vortexar;

8. Transfere-se todo o contetido de cada amostra para uma coluna. Centrifuga-se a 17900xg
durante 1minuto e descarta-se o que se encontrava no reservatorio;

9. Adiciona-se 500 pl de Buffer AW2 a coluna, centrifuga-se a 17900xg durante 1 minuto e
descarta-se o que se encontrava no reservatorio;

10. Transfere-se a coluna paraum novo eppendorf e pipeta-se 150 ul de Buffer EB. Incuba durante 1
minuto a temperatura ambiente e centrifuga-se a 17900xg durante 1 minuto.

11. Descarta-se a coluna.

12. Armazenam-se as amostras extraidas a-20°C.
1.4.1.2 Extracao manual

Algumas amostras tiveram de passar por um processo de extracao de ADN manual, uma vez que se
tratavam de amostras com uma matriz mais complexa, que pelo método de extracdo descrito
anteriormente nao apresentam os resultados esperados no PCR. O processo de extracao de ADN manual

tem como objetivo a obtencao de uma amostra mais pura, seguindo as etapas a seguir descritas:

1. Coloca-se num tubo de centrifuga 4 g da amostra homogeneizada, 10 ml de Food Lysis Buffer e
25 ulde Proteinase K;

2. Incuba-se aamostraa37°Cdurante anoite. De sequida, procede-se ao arrefecimento da amostra
(entre os 15 e 0 25°C), para aumentar a precipitacao do inibidor;
Centrifuga-se a 5000xg durante 30 minutos;

4. Pipeta-se 700 pl de Fenol para um eppendorf;

5. Transfere-se, cuidadosamente, 700 pl do sobrenadante da amostra? que havia sido centrifugada
no passo 3 para o eppendorf que contenha Fenol;

6. Coloca-se aamostrano vortex durante 5 minutos e centrifuga-se novamente a10000xg durante
5 minutos;

7. Pipeta-se para um novo eppendorf, 350 pl de clorofdrmio;

8. Pipeta-se 350 pl do sobrenadante;

" Pode ser necessdrio repetir este passo, isto é, voltar a pipetar 500 pl de Cloroférmio para um novo eppendorf
juntamente com 500 pl do sobrenadante e centrifugar novamente a 14000xg durante 15 minutos. Esta alteracao no
procedimento deve-se ao facto de algumas amostras apresentarem matrizes mais complexas que as restantes, e
deste modo, garantimos uma melhor purificacdo do ADN extraido.

2 Em algumas amostras o volume pipetado do sobrenadante pode ser inferior ao descrito, por se tratar de amostras
muito densas e nao ser possivel pipetar mais.



9. Coloca-se a amostra a vortexar e centrifuga-se a 10000xg durante 5 minutos. Este passo-é
repetido as vezes necessarias até termos uma interfase limpa;

10. Com ainterfase limpa, recupera-se todo o sobrenadante para um eppendorf;

1. Pipeta-se 750ul de isopropanol a 6°C;

12. Incuba a-20° durante 30 minutos e centrifuga-se a 10000xg durante 5 minutos;

13. Retira-se todo o sobrenadante permanecendo apenas o pellet no eppendorf;

14. Lava-se o pellet com 500pl de etanol a 70°

15. Centrifuga-se a10000xg durante 5 minutos;

16. Descarta-se o sobrenadante e deixa-se secar o pellet ao ar durante 10 minutos;

17. Pipeta-se 100ul de tampao TE;

18. Armazenam-se as amostras extraidas a-20°C.
1.4.2. Medicaodaconcentracaode ADN e avaliacao do grau de pureza

Cada amostra processada, por ambos os métodos, é quantificado o ADN e medido o grau de pureza da
solucao com recurso ao NanoDrop One, de onde sdo retirados dados como concentracao em ng/pl e
A260/280.

A qualidade do ADN extraido é medida através do grau de pureza da amostra, dado que graus de pureza
fora dos valores de referéncia indicam a presenca de contaminantes na amostra, contaminantes esses
gue podem inibir a reacao de PCR (3). Assim, se temos um racio Axso/Azgo entre 1,8 e 2,0 é um indicador de

que o ADN extraido estd puro, valores acima deste intervalo pode indicar a presenca de contaminantes (3).
1.4.3. Purificacao de ADN

Algumas amostras, ap6s o processo de extracao de ADN, passam por um processo de purificacao, com o

objetivo de melhorar o grau de pureza.

As amostras extraidas com recurso ao kit comercial, a seguir ao passo 11 sao feitos alguns procedimentos

extra:

1. Adiciona-se 350 pl de isopropanol frio;

Incuba durante 5 minutos a 4°C e centrifuga-se a 4200xg durante 10 minutos;
Descarta-se cuidadosamente o sobrenadante;

Pipeta-se 400 pl de etanol 70°, frio;

Coloca-se a amostra a vortexar e incuba durante 10 minutos a 4°C;

Centrifuga-se a 4200xg durante 10 minutos;

N U s~ W

Remove-se o sobrenadante e junta-se 50 pl de Buffer TE.



Por fim, volta-se a armazenar nas condic6es referidas no passo 12.

Ja as amostras extraidas pelo método manual, repete-se o passo 6 e de seguida sao feitos alguns

procedimentos extra:

1. Descarta-se o sobrenadante e ao pellet adiciona-se 200ul de isopropanol frio;
2. Centrifuga-se a10000xg durante 5 minutos.

3. Descarta-se o sobrenadante;
4,

Pipeta-se 200ul de fenol e 200pl de cloroférmio.

Recupera-se novamente o procedimento no passo 10 até ao final.
1.4.4. Amplificacao e detecao dos alergénios pela técnica de qPCR

Areacoes de amplificacao e detecao sao realizadas através da tecnologia TagMan® (Applied Biosystems),

utilizando a técnica de qPCR.

Sao utilizados primers e sondas especificas para os alergénios que se querem estudar e para os respetivos
controlos internos. O controlo interno mais comum para todas as amostras de origem vegetal é o gene
18S, enquanto se for de uma amostra de origem animal, o controlo interno mais utilizado é a miostatina,

que se encontra presente no musculo esquelético.

As reacoes de amplificacao decorrem em condicoes diferentes consoante o alergénio em estudo e o
conjunto de primers/sondas que estao a ser utilizadas. A amplificacao é detetada e analisada com recurso
ao equipamento CFX96 Deep Well™ Real-Time System e através do software Bio-Rad CFX Manager IDE
(versao 4.2.2500.1022).



2. Capituloll
2.1. Introducao
2.11. Alergénios

Segundo a Organizacao Mundial de Satde (OMS) a Satide Publica é “a arte e a ciéncia de prevenir adoenca,
prolongar a vida e promover a salde através de esforcos organizados da sociedade” (4). Assim, a
seguranca alimentar representa um papel importante dentro da Satide Publica, uma vez que através da
seguranca alimentar que melhoramos a saide humana e aumentamos a duracao e qualidade de vida, ja
que contribui para a reducao do ndmero de patdgenos, toxinas e outros contaminantes que possamos

ingerir através da alimentacao (5).

No que diz respeito a seguranca alimentar, a legislacao obriga os fabricantes de produtos alimentares a
sinalizarem nos rétulos que os produtos contém determinado alergénio ou determinado ingrediente que

possa causar hipersensibilidade ou reacao alérgica (6, 7).

Os alergénios alimentares sao substancias que provocam hipersensibilidade ou uma reagao alérgica num

individuo (8).

A hipersensibilidade é uma resposta exacerbada do nosso sistema imunitario a substancias endégenas
ou exdgenas do nosso corpo. Esta processa-se de formaindevida promovendo um processo inflamatario

ou causando uma lesao tecidual (9).

Por norma, pequenas quantidades de um alergénio, pode instigar uma cascata de reacdes imunoldgicas,

normalmente mediadas pelas Imunoglobulinas E (IgE), e podem, em casos severos, levar a morte (6).

Os alergénios alimentares tém vindo a ser considerados fatores importantes da seguranca alimentar, em
particular, e da sadde publica, no geral, dado que a frequéncia de pessoas com reacoes de
hipersensibilidade tem vindo a aumentar ao longo do tempo, a nivel mundial (10, 11). Este aumento ainda
nao é totalmente compreendido. Contudo, sao referidos fatores ambientais, tais como estilo de vida,
poluicdo e até mesmo a dieta, como importantes responsaveis (10). Para além disso, também a producao
de novos alimentos, pela inddstria alimentar, pode estar associada a estes aumentos de
hipersensibilidade, jd que introduzem nas formulas novos conservantes, aromas e até mesmo antiacidos,

sobre os quais se desconhece até que ponto influenciam estas reacdes adversas (10).



As reacdes adversas aos alimentos podem ser classificadas em diferentes grupos com base nas vias de

sinalizacdo em que estes atuam, como se pode observar na Figura 1.

Autoimune

Mediada pelo sistema
imune

Reacdes adversas aos Aedtiaalipentar

alimentos

Nao-mediada pelo

. Intolerancia alimentar
sistema tolerancia alimenta

Figura 1- Classificacdo das reagées adversas aos alimentos. (Adaptado de (6))

Estas reacoes adversas aos alimentos subdividem-se em dois grandes grupos, as mediadas pelo sistema
imune, onde se incluem as autoimunes e as alergias alimentares (12); e as nao-mediadas pelo sistema
imune, que estao associadas as intolerancias alimentares, também conhecidas por hipersensibilidades
(12-14).

Nas reacoes de caracter autoimune, o individuo ja nasce com uma predisposicao genética para a doenca,

como é o caso da doenca celiaca (reacao adversa autoimune associada a ingestao de gliten) (15).

As alergias alimentares, resultam de uma resposta mediada pelo sistema imune que, por sua vez, recorre
a anticorpos IgE, a mecanismos celulares ou ambos (14). As alergias alimentares medidas por IgE sao as
que possuem um inicio rapido de reacdes graves, uma vez que sao capazes de afetar vdrios sistemas ou
drgaos, e a gravidade da reacao varia desde leve, como €é o caso de urticaria, a muito grave como a
anafilaxia (6). Por outro lado, as alergias alimentares mediadas por mecanismos celulares, como os
linfécitos T e citocinas inflamatdrias (16), possuem um inicio mais tardio e costumam afetar apenas o trato
gastrointestinal, contudo, pode provocar tanto doenca subaguda como crénica, por exemplo enteropatia

resultante do leite de vaca (6).

Outras doencas como esofagite eosinofilica e gastroenterite eosinofilica, sao muitas vezes classificadas
como alergias alimentares mediadas por mecanismos celulares e, na realidade, podem ser mediadas por

ambos, mecanismos celulares e IgE (17).

As intolerancias alimentares, resultam de uma resposta nao-mediada pelo sistema imune (17), onde se
inclui deficiéncias enzimaticas, resposta a agentes infeciosos/tdxicos ou ingestao de substancias
quimicamente téxicas (18). E exemplo o caso da intolerancia a lactose, em que o organismo é incapaz de

digerir o acticar lactose, provocando mal-estar abdominal e diarreia (19). Neste caso, a lactose nao é um



alergénio, pelo que nao se trata de uma resposta imunoldgica, ao contrdrio do que seria caso o individuo

fosse alérgico a proteina do leite de vaca, este sim um alergénio (19).

Uma reacao alérgica, para que ocorra, decorre em duas etapas. Na primeira etapa, tem de existir um
primeiro contacto com o alergénio, apds o qual o sistema imune gera anticorpos IgE especificos contra

esse alergénio. Numa segunda etapa, quando o individuo é novamente exposto ao mesmo alergénio

1

desenvolve-se uma reacao alérgica sintomadtica (16). As reacoes alérgicas sintomdticas, manifestam-se
com sinais clinicos definidos que podem variar em gravidade e duracao, e afetar diferentes drgao e

sistemas (12, 20), como expresso na Tabela 1.

Tabela 1- Caracteristicas clinicas comuns da alergia alimentar. (Adaptado de (12))

Orgaos e sistemas Manifestacoes clinicas
Pele Dermatite atdpica
Prurido
Angioedema
Urticaria
Eritema
Trato gastrointestinal Sindrome de alergia oral
Nausea/vomito
Doenca de refluxo gastroesofdgico
Dor abdominal
Diarreia
Enteropatias
Célica infantil
Prisao de ventre

Falha em prosperar

Trato respiratério Asma
Rinite
Tosse
Estridor
Olhos Conjuntivite
Generalizado (sistémico) Anafilaxia (com todas as suas complicacoes, incluindo sintomas

cardiovasculares e colapso generalizado)
Perante um espetro tao alargado de sintomatologias e consequéncias de uma reacao alimentar adversa,
questiona-se qual sera o tratamento mais adequado para os individuos que sao portadores destas
hipersensibilidades ou alergias alimentares. Contudo, os tratamentos que existem nem sempre sao

eficazes e nao se adequam a todos os individuos.



Vdrias terapias tém sido propostas e testadas ao longo dos tempos com o objetivo de induzir a estes
individuos uma tolerancia ao alergénio, entre elas a inducao de tolerancia oral especifica, do inglés
Systemic oral tolerance induction (SOTI); a Imunoterapia sublingual e outras abordagens

imunoterapéuticas (21).

0 SOTI que tem por base aumentar a dose minima de ingestao, com o objetivo da reducao do risco de
sofrer reagdes alérgicas graves apds ingestao inadvertida (22-24). Ou seja, o alimento comeca por ser
ingerido em doses muito baixas, as quais vao sendo aumentadas diariamente até chegar a uma dose que
o organismo tolere sem causar qualquer tipo de reacéo alérgica (25). Amedida que estas doses aumentam
0 organismo vai criando tolerancia ao alergénio. Contudo, e apesar do sucesso em alguns casos, tambhém
se verificou que se o tratamento nao for continuo a percentagem de sucesso diminui consideravelmente

(22).

A Imunoterapia sublingual, consiste na introducao de extratos de alergénios na mucosa oral, contudo, a
longo prazo a adesao ao tratamento vai sendo diminuida e a faixa etaria com mais sucesso é a pediatrica
(26). Para além disso é uma terapia que estd mais indicada para alergénios ambientais e raramente para

alergias alimentares (27).

Neste contexto, o melhor tratamento € evitar o consumo do alergénio e fazer uma dieta a base da
restricao, principalmente quando houver o risco de ingestao inadvertida (19, 28). 0 mesmo se estende a
uma mae a amamentar que sofra de hipersensibilidade ou reacao alérgica, dado que os anticorpos que
esta possui podem passar para a crianca/lactente através da amamentacao e, consequentemente, a

crianca/lactente poder ficar hipersensibilizado ou adquirir a alergia alimentar (29).

Dentro dos alergénios com maior prevaléncia em todo o mundo encontram-se o0 ovo, o leite, os cereais, 0

peixe e marisco, a mostarda, os frutos secos entre outros (11).
2.1.11 Oimpacto do processamento dos alimentos nos alergénios

O processamento dos alimentos comecou desde cedo com a evolucao da humanidade, de forma a
preservar os alimentos por mais tempo (salga, secagem, defumacao, entre outros). A formulacdo de
alimentos tem como objetivo a criacao de um produto de elevada complexidade que combina diferentes

ingredientes, como por exemplo, paes, molhos e comida pré-confecionada (30).

Contudo, o processamento de alimentos, pode suprimir, reduzir ou até aumentar o cardter alergénico dos
alimentos, uma vez que, ao longo do processamento dos mesmos, estes sofrem varios tipos de hidrolise,
aquecimento, alteracdes de pH, tratamentos fisicos, uso de conservantes, como sao utilizadas mais do
gue uma destas técnicas em simultaneo (30). Estes processos fisicos e quimicos sao capazes de alterar a

estrutura das proteinas alimentares de diferentes formas (31-34). Estas modificacdes estruturais,



conduzem a uma alteracao das propriedades fisico-quimicas das proteinas alimentares, afetando a sua

digestdo gastrointestinal e, consequentemente, influenciando o seu cardcter alergénico (34).

As alteracoes no carater alergénico dos alimentos podem ser explicadas devido a alteragdes na estrutura
e propriedade das proteinas alimentares, que nem sempre sao totalmente conhecidas, tornando as

investigacdes sobre o impacto do processamento de alimentos ainda mais complexas (30).

O processamento dos alimentos também provoca fragmentacao de ADN, ou seja, compromete a
integridade do ADN mesmo antes da sua extracao, o que pode dificultar a sua detecao e,

consequentemente, a detecao do alergénio (30).

Para além disso, a producao em massa de produtos finais complexos, pode originar contaminacées
cruzadas entre matérias-primas, linhas de producao, bem como equipamentos, fazendo com que
determinado alergénico esteja presente nos alimentos, mesmo que o ingrediente nao se encontre

presente (35, 36).
2.2. Métodos de detecao de alergénios

Para que ocorra uma correta rotulagem dos produtos, tem também de haver métodos confidveis para a
detecao e quantificacao de alergénios. Ao longo dos tempos, com o0s avancos tecnoldgicos, tém sido
desenvolvidos vdrios métodos para a detecao dos mesmos. Contudo, a escolha do método estd
diretamente ligada ao alergénio que queremos detetar e a matriz onde o mesmo se encontra, dado que

nenhum método, por si s6, responde a todas as necessidades (6).

Os métodos de detecao variam na sua sensibilidade e especificidade analitica. Quando falamos de
sensibilidade, o que se pretende é que sejam analisados em simultaneo o maior niimero de alergénios
possiveis. Ja quando nos referimos a especificidade, o que se pretende é detetar um alergénio em
especifico. Os crustaceos sao bom exemplo, ja que onde existe um ou mais alergénios especificos para
cada espécie, se utilizarmos um método altamente sensivel mas inespecifico, vamos detetar todos os
alergénios de todas as espécies, por outro lado, se utilizarmos um método altamente especifico vamos

apenas detetar um alergénio carateristico de uma sé espécie de crustaceos (37).

Por norma, métodos altamente sensiveis, visam a detecao de ADN do alimento que contém o alergénio
(andlise indireta), jd os métodos altamente especificos, visam a detecao da(s) proteina(s) presente(s) no

alergénio (analise direta) (6).
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2.2.1. Métodos haseados no ADN

Os métodos baseados no ADN recorrem a técnica de PCR com o objetivo de detetar e amplificar um
fragmento especifico de ADN caracteristico de determinado alergénio (6). Estes métodos tém como
principal limitacao o facto de nao detetarem o alergénio em si, mas sim genes caracteristicos do

organismo/espécie de onde o alergénio € origindrio (38).

Por norma, realiza-se a pesquisa de sequéncias especificas do gene citocromo c oxidase (COI),
designadas por barcodes de ADN (39). Barcodes sao um sistema de “cddigos de barras” do ADN que foi
criado de forma a facilitar a taxonomia do reino animal, com base na alta diversidade da subunidade 1 do
citocromo c oxidase (COI) (40). 0 COI é um gene mitocondrial altamente diversificado entre espécies, dai

o seu carater identificativo(39).

Podem ainda ser pesquisados variacdes em genes nucleares como, por exemplo, 0 18S rRNA, ou o gene
que codifica a miostatina, proteina responsdvel pela limitacao do crescimento do tecido muscular.
Contudo, a utilizacao de genes nucleares €, na sua maioria, menos eficaz que os genes mitocondriais, como

barcodes, devido ao baixo cardcter identificativo dado que a taxa de mutacao é inferior (39).
2.2.1.1 Etapas de validacao para aimplementagao de um método baseado no ADN

Qualquer que seja o método que queiramos implementar em um laboratdrio, este tem de ser validado
previamente (41). Para isso tem de ser avaliados critérios de desempenho como sensibilidade,

especificidade, repetibilidade e reprodutibilidade.

Para estudarmos a sensibilidade e especificidade do método temos de calcular os limites de detecao, do
inglés, Limit of Detection (LOD) e avaliar a especificidade e seletividade do conjunto de primers/sondas

selecionadas (41).

I.  Especificidade do conjunto primers/sondas — sao usadas amostras geneticamente préximas a
amostra alvo. Na reacao de PCR sé deve ser detetado e amplificado a amostra alvo (42).

Il.  Seletividade do conjunto de primers/sonda — tem como objetivo detetar a presenca de inibidores
dareacao de PCR. Sao utilizados controlos positivo, isto €, amostras cujo fragmento de ADN que
queremos detetar esta presente na mesma, caso nao ocorra amplificacao desta amostra
podemos afirmar que existe na mix algum inibidor da reacao de PCR (42).

lll.  LOD - tem como finalidade calcularmos a quantidade minima que conseguimos detetar. Sao
utilizadas diluicoes em série e é usada a diluicao mais alta onde obtivemos amplificacao da
amostra alvo como base para o calculo do LOD. As diluicoes em série podem ainda ser usadas
para medir a eficiéncia de amplificacao de PCR, utilizando dados com linearidade e inclinagao (41,

42).
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A repetibilidade do método mede a concordancia entre réplicas de uma amostra dentro do mesmo
laboratdrio, isto é, fazemos varias corridas de PCR com a mesma amostra e o resultado nunca deve variar

muito de corrida para corrida (42).

A reprodutividade do método € ultimo teste de validacao antes da implementacao do mesmo e consiste
em medir a consisténcia dos resultados dos testes com ensaios realizados em diferentes laboratdrios

tendo por base aliquotas da mesma amostra (42).
2.2.2. Métodos nao-baseados no ADN

Os métodos ndo-baseados no ADN sao métodos imunoldgicos ou fisico-quimicos que visam a

andlise/detecao das proteinas causadoras de hipersensibilidade (6).

0 método mais antigo é o de testes cutaneos, que visa correlacionar sintomas clinicos com o exame fisico
(apresenta ou ndo reacao na pele) (43). Contudo, por se tratar de um método muito pouco especifico,
outros foram-se desenvolvendo, tais como a espectrometria de massa, radio-allergosorbent test (RAST),
enzyme allergosorbent test (EAST), rocket immuno-electrophoresis (RIE) e enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (38). Destes varios métodos, o mais utilizado na inddstria alimentar é o
método ELISA pela sua alta especificidade e por permitir uma quantificacdo do alergénio (37). Ja a
espectrometria de massa é mais utilizada quando se pretende confirmar e principalmente quantificar o

alergénio, apesar de nao ser tao especifica quando a ELISA (6).
2.3. Osalergénios estudados

Sendo os alergénios alimentares muito variados, neste estudo decidimos estudar os crustdceos, por
serem um dos grupos com maior prevaléncia no que diz respeito a provocar reacao alérgica. Decidimos,
também, estudar a mostarda, em particular, a mostarda preta por ser a mais consumida na Europa e por
se tratar de um alergénio que se encontra muitas vezes oculto nos rétulos das embalagens, colocando em

risco a saude do consumidor.
2.3.1. Mostarda

A planta mostarda pertence a familia Brassicaceae, e sao conhecidas trés espécies diferentes, amostarda
branca (Sinapis alba L.), a mostarda preta (Brassica nigra L) e a mostarda castanha/oriental (Brassica
juncea L.)(44). Contudo, a espécie Brassica juncea, mais conhecida por mostarda castanha, descende
diretamente da espécie Brassica nigra, mais conhecida por mostarda preta (45). Uma vez que estas duas
espécies sao geneticamente muito semelhantes, ao longo deste trabalho, vamos considerar que existem

apenas duas espécies de mostarda, a mostarda branca e a mostarda preta.
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As sementes da mostarda sao muito usadas na culindria e nos alimentos processados, e a sua ingestao
varia muito com os diferentes habitos de consumo a nivel mundial. A mostarda estd, normalmente,
presente em pratos de carne, como hamburgers ou cachorros-quentes, mas também encontramos

mostarda em molhos, temperos e muitas vezes oculta em outros alimentos (46).

A mostarda branca é muito usada na culindria do norte de América, jd a mostarda preta encontra-se muito

na Europa, na China e na India (6).

Da familia Brassicaceae também fazem parte outras horticolas como o repolho, couve-flor, rabanetes e

brdcolos. Contudo é raro existir uma hipersensibilidade cruzada entre as espécies desta familia (47).

Alergia a mostarda representa 1,1% das alergias alimentares nas criancas e cerca de 6-7% em todas as
alergias alimentares (44). Apesar de a alergia a mostarda nao ser tao prevalente como outros alergénicos,
pessoas com sensibilidade a este alergénio podem sofrer uma reacao alérgica severa e o risco de

anafilaxia é elevado, sendo necessario, nestes casos, tratamento médico urgente (44).

Quanto maior é o consumo, existe uma maior probabilidade de desenvolvimento de hipersensibilidade.
Paises como a Franca, em que o consumo de mostarda é superior ao resto da Europa, a mostarda € a

guarta causa de alergia alimentar (48).

A mostarda é também muito utilizada como ingrediente oculto em muito alimentos processados e pode
ainda ser usada em aromatizantes que, por norma, tém presentes alimentos como mostarda, paprica,
gengibre, orégaos e alho (44). Desta forma, a mostarda quando usada como ingrediente oculto, encontra-
se em reduzidas quantidades, que podem ser indetetaveis mas causar reacoes, de leves a graves, em

individuos com hipersensibilidade (44).

Torna-se dificil, para os individuos com hipersensibilidade evitarem a ingestao de alergénicos, dado que
podem ocorrer de forma nao intencional, devido a rotulagens enganosas, contaminagoes cruzadas e até
listagem de artigos com termos vagos (49); um exemplo é que a mostarda pode estar presente pelo

simples facto de o rétulo dizer “especiarias” (47).

A mostarda contém cinco principais moléculas responsaveis pelo seu cardter alergénico. Estas moléculas
e as respetivas espécies encontram-se representadas na Tabela 2. Como se pode observar, a espécie que
apresenta mais alergénios € a Sinapis alba, mais comumente conhecida por mostarda branca, assim pode

concluir-se que a espécie que possui um maior cardter alergénio é a mostarda branca.
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Tabela 2 - Alergénios da mostarda

N2 Alergénio  Espécie

1 Sina1l Sinapis alba
2 Sina2 Sinapis alba
3 Sina3 Sinapis alba
4 Sina4 Sinapis alba
5 Braj1 Brassica juncea

A maior parte dos alergénios da mostarda sao resistentes ao calor, apenas a molécula Bra j 1 é
desnaturada a 82°C (50). A resisténcia ao calor pode ser explicada por interacdes moleculares que sao
estabelecidas com outros constituintes da matriz alimentar, formando uma estrutura mais estdvel (51).
Além disso, as proteinas da mostarda sdo, também, resistentes a digestao gdstrica e intestinal (52).
Apenas a conjugacao do processamento térmico e fisico é capaz de suprimir o poder alergénico das

sementes da mostarda (44).

Nao existem tratamentos preventivos para a alergia a mostarda. Por esta razao, os individuos com
hipersensibilidade devem evitar o consumo da mesma (53), embora se encontre muitas vezes oculta nos

alimentos (47).
2.3.2. Crustaceos

0 marisco e, em particular, os crustaceos, sao uma das maiores causas de alergia alimentar (35); sao
responsaveis por reacdes de hipersensibilidade e causam anafilaxia com muita frequéncia (54). Dentro
dos crustdceos, 0 camarao, o caranguejo e a lagosta, sao os principais alimentos responsaveis por causar
umareacao alérgica (35). As reacoes alérgicas sao manifestadas apds um contacto com o alergénio e este
pode ser por ingestao, inalacao ou contacto direto (provocando dermatites de contacto) (55, 56); sendo a

ingestao que provoca um maior nimero de sintomas (35).

Ao contrario da mostarda, os crustdaceos nao sao muitas vezes encontrados como ingredientes ocultos,
mas os seus alergénios podem estar presentes nos alimentos, mesmo que o ingrediente nao se encontre
presente, devido a contaminacdes cruzadas (35). Em simultaneo, continuam a existir erros e omissoes

nas rotulagens dos artigos, o que se torna perigoso para o individuo com hipersensibilidade (57).

Os crustdceos possuem inimeros alergénios cuja sua grande maioria apresenta resisténcia ao calor (6).
Contudo, quando os crustdceos passam por mais de um tipo de processamento, alguns dos seus

alergénios, perdem ou enfraquecem o seu poder alergénico (6).
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A semelhanca da mostarda, o melhor tratamento, para prevenir uma possivel reacdo fatal, é evitar o

consumo destes alergénios (35, 57).
2.4. Objetivo

Adaptar e implementar um método de detecao de alergénios da mostarda preta e de crustaceos, em

amostras de alimentos, com diferentes graus de processamento.

A finalidade deste método é detetar a presenca dos alergénios da mostarda preta e dos crustaceos em
amostras de alimentos, de forma a obtermos um método que possa ser implementado na rotina do

laboratdrio.
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2.5. Materias e Métodos
2.5.1. Selecao das amostras

Para a realizacao deste trabalho experimental, foram analisadas amostras quer de mostarda preta, quer
de crustaceos. Em relacao a mostarda preta, como amostra pura foi utilizada a mostarda em grau e como
matriz mais complexa, molho de mostarda dijon com 28% de mostarda preta na sua composicao. Para 0s
crustaceos como amostra pura foi utilizado camarao cru e sapateira e como matrizes mais complexas
foram utilizados rissdis de camarao de cinco fornecedores diferentes e delicias de mar que continham

4 3% de caranguejo na sua composicao.

Neste trabalho foram ainda utilizadas amostras de vdrias espécies de peixes (garoupa, cachupo, pota,
verdinhos, faneca, robalo e dourada) todas eles crus, com o objetivo de verificar de existia alguma

reatividade cruzada com os crustaceos.

As amostras foram obtidas através do sistema de recolha de amostras da Biogerm SA.
2.5.2. Extracaode ADN

A extracao de ADN gendmico das amostras utilizadas neste estudo foi feita com recurso ao kit comercial
da QIAGEN® DNeasy® mericon® Food Handbook, sequindo as indicacdes do fabricante, descritas no ponto

1.4.1.1do presente trabalho.
2.5.3. Medicao da concentracao de ADN e avaliacao do grau de pureza

Para cada amostra processada foram quantificadas as concentracdes do ADN extraido em ng/pl e o racio

entre Azso/ Azso de forma a apurarmos o grau de pureza do ADN extraido, com recurso ao NanoDrop One.

2.5.4. Amplificacao e detecao da mostarda preta e dos crustdaceos pela técnica de

qPCR

As reacoes de amplificacdo e detecao foram realizadas através da tecnologia TagMan® (Applied

Biosystems), utilizando a técnica de gPCR.

Foram utilizados, respetivamente, primers e sondas especificas para a mostarda preta (58), e para os
crustaceos (8, 57). Como controlo negativo foi utilizado um branco, com o objetivo de assegurar que a Mix
utilizada para a reacao de PCR nao tem qualquer tipo de contaminacao. As reacoes de amplificacao, que
prefizeram um volume de reacao final de 25 pl/poco, continham 12,5 ul de Tagman Universal Master Mix,
Sul de ADN, os respetivos primers e sondas, quer dos controlos, quer da mostarda e dos crutdceos,

conforme os volumes apresentados na Tabela 3 e quando necessario agua desionizada para prefazer o
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volume. As condicdes de amplificacao basearam-se na ativacao da Taq ADN Polimerase a 50°C por 2
minutos e de 95°C durante 5 minutos, seqguindo-se 45 ciclos de 95° por 15 segundos para desnaturacao e
de 55° durante 1 minuto para emparelhamento dos primers e extencao. A amplificacao foi detetada e
analisada com recurso ao aparelho CFX96 Deep Well™ Real-Time System e através do software Bio-

Rad CFX Manager IDE (versao 4.2.2500.1022).

Tabela 3 - Sequencias de Primes e Sondas utilizadas, bem como os volumes pipetados para cada pogo em pl.

Primer/Sonda Sequencia5'- 3’ Tamanho de Volume por
amplificacao (pb) poco (ul)
Mostarda Preta (58)
Primer 11 forward GTTGAGCCGAGGGTCATAATTTC 76 0,5
Primer 11 reverse TCGACTTAGGCATCCTTACGG 0,75
Sonda 11 CGA GAG TCCGAA TACTGG GCT GGG GTC 04

Crustaceos (8,57)

Primer Crust forward TAAAGTCTGGCCTGCCCA 205 2,25

Primer Crust reverse GCTTTATAGGGTCTTATCGT 2,25

Sonda Crust HEX — TGC TAC CTT IGC ACG GTC A- 0,625
BHQ1(LNA)

2.5.5. Etapas de validacao do método realizadas

A implementacao deste método no laboratdrio teve como base em métodos ja validados (8, 57, 58).

Contudo, testamos alguma etapa de validacao do mesmo, como LOD, especificidade e repetibilidade.

O LOD e eficiéncia de amplificacao foram testados com recurso a diluicdes em série, quer para a mostarda,
guer para os crustaceos (amostras puras). Para o calculo do LOD é de realcar que, conforme descrito
acima, para cada poco de reacao foram pipetados 5Sul de ADN logo, temos de ter em conta que a
concentracao da amostra mais diluida detetada tera de ser multiplicada por 5 para chegarmos a

quantidade de ADN minima do alergénio que estamos a estudar.

A especificidade do conjunto de primers/sondas selecionadas foi testada apenas para os crustdceos,
onde foram utilizadas as amostras de varias espécies de peixes de forma a garantir que nao existia

reatividade cruzada.

Por dltimo, a repetibilidade do ensaio foi analisada realizando cinco corridas de PCR com a diluicao em

série maior de cada alergénio e verificando se os Cts das corridas tinham valores aproximados.
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2.5.6. Analise estatistica

0 tratamento de dados foi realizado através de uma andlise estatistica descritiva e testou-se arelacao e
a correlacao entre os métodos (r?). Todos os dados foram sistematizados no programa Microsoft Office

Excel® 2013 e os resultados apresentados em tabelas e graficos.
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2.6. Resultados
2.6.1. Mostardapreta

As amostras estudadas da mostarda preta obtiveram uma concentracao e grau de pureza representado

na Tabela 4.

Tabela 4 - Grau de pureza e quantidade de ADN isolado das amostras de mostarda preta.

Quantidade de ADN extraida (ng/ul) Grau de pureza (Aze0/ Azs0)
Mostarda preta em grao 415 1,86
Molho mostarda Dijon 43 2,27
A eficiéncia de amplificacao e LOD foram comprovados com extratos de mostarda preta diluidos em série
(1100,1:1000, 1:5000, 1:10000). Na Tabela 5 podemos verificar os Cts correspondentes para cada diluicao

em série.

Tabela 5 - Diluicdes em série da amostra mostarda preta em grdo e respetivos Cts.

Diluicoes em série 1:100 1:1000 1:5000 1:10000

Cts 29,9 30,7 32,6 343

1 [

A repetibilidade do ensaio de PCR foi investigada analisando extratos de mostarda preta em série e foram
realizadas cinco corridas de PCR, cujos dados estao apresentados na tabela 6 e mostram a repetibilidade

do método.

Tabela 6 - Repetibilidade do métedo de PCR na concentragdo de ADN da mostarda preta perto do LOD (diluicdo 1:10000).

Ensaio 1 35,6
Ensaio 2 35,7
Ensaio 3 35,6 362+0,7
Ensaio 4 370
Ensaio 5 37,0

A andlise de extratos de ADN de mostarda preta diluidos em série (concentracao de ADN inicial de 415
ng/ulL) mostrou linearidade até uma concentracao de 4,2 pg/ulL (correspondente ao fator de diluicao
1:10000) (Figura 2). O coeficiente de correlacao (r?) da curva padrao foi de 0,9185. Considerando que os
replicados da amplificacao com 20,8 pg de ADN amplificaram a 100%, o LOD sera inferior a 20,8 pg de
ADN de mostarda preta.

19



40
1:10000; 34,31

1:5000;32,56 35

11000;3073  1400,29,89
30

25 11.22.02

20 y=-113In(x) + 27,19

R?=0,9185

Valor de Ct

15

10

0,001 0,01 01 1 10 100
Quantidade de ADN (ng/ul) em escala logaristimica

Figura 2 - Curvas padrdo obtidas por omplificacéo de ADN extraido de mostarda preta.

De forma a investigar a aplicabilidade do método PCR, foi analisada uma amostra de um alimento

processado (Molho de mostarda Dijon). Esta amostra apresenta uma curva de amplificagao, com um Ct de
22,3 (Figura 3).
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Figura 3 — Curva de amplificaco obtida com mostarda Dijon e respetivo controlo negativo.
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2.6.2. Crustaceos

As amostras estudadas de crustaceos obtiveram uma concentragao e grau de pureza representado na
Tabela7.

Tabela 7 - Grau de pureza e quantidade de ADN isolado das amastras de crustdceos.

Quantidade de ADN extraida (ng/ul) Grau de pureza (Azs0/ Azso)

Camarao cru 51,0 1,85

Rissol de camarao A 131 1,84
Rissol de camarao B 13,3 1,9

Rissol de camarao C 22,1 1,82
Rissol de camarao D 26,1 1,79

Rissol de camarao E 205 1,88

Sapateira 21,0 1,74

Delicias do mar 19,7 1,99

Em relacdo a especificidade do conjunto primers/sonda utilizadas podemos afirmar que estes sdo
altamente especificos, dado que foram feitos testes de reatividade cruzada com outras espécies de
peixes, a lista dos peixes utilizados encontra-se na Tabela 8 e os resultados do PCR podem ser

confirmados na Figura 4.

Tabela 8 - Espécies de peixes testadas com a finalidade de verificar se existia alguma reatividade cruzada com os crustdceos e
respetiva quantidade de ADN isolado, grau de pureza e Cts.

Espécies testadas Quantidade de ADN Grau de pureza Ct
extraida (ng/pl) (Az2s0/ Azs0)

Sapateira 21,0 1,74 16,6
Delicias do mar 19,7 1,99 274
Garoupa 8,7 2,42 -
Cachupo 18,1 2,08 -
Pota 183 2,03 -
Verdinhos 26,8 2,01 -
Faneca 28,4 2,04 =
Robalo 9.2 2,49 -
Dourada 342 1,98 -

21



Amplification

2000 |

1500 1

1000 L. e st /
500 | — /

Cycles

RFU

Figura 4 - Curvas de amplificagdo obtidas no teste de reatividade cruzada.
Como se pode verificar nas curvas de amplificacao acima, apenas foi amplificada a amostra de sapateira
com um Ct de 16,6 e a amostra de um alimento processado (Delicias do mar) com um Ct de 27,4, que
conforme se pode verificar pelo rétulo da embalagem na Figura 5, estas contém caranguejo na sua

composicao. Todas as restantes espécies testadas nao apresentaram qualquer amplificagao.

Figura 5 - Rétulo do alimento processado utilizado (Delicias do mar)

A eficiéncia de amplificacao e LOD foram comprovados com extratos de camarao diluidos em série (1:10,

11100, 1:1000,1:5000, 1:10000). Na Tabela 9 podemos verificar os Cts correspondentes para cada diluicao

em série.
Tabela 9 - Diluicoes em série da amostra camardo cru e respetivos Cts.
Diluicoes em série 110 1:100 1:1000 1:5000 1:10000
Cts 244 281 31,3 338 334

’ » 1

A repetibilidade do ensaio de PCR foi investigada analisando extratos de camarao diluidos em série e

foram realizadas cinco corridas de PCR, expressos na Tabela 10 mostram a alta repetibilidade do método.
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Tabela 10 -Repetibilidade do métedo de PCR na concentragdo de ADN dos crustdceos perto do LOD (diluicdo 1:10000).

Ensaio 1 32,6
Ensaio 2 31,7
Ensaio 3 32,7 32113
Ensaio 4 334
Ensaio 5 30,0

A andlise de extratos de ADN de camardo diluidos em série (concentragao de ADN inicial de 51 ng/pL)
mostrou linearidade até uma concentracao de 5,1 pg/uL (correspondente ao fator de diluicao 1:10000)
(Figura 6). O coeficiente de correlacao (r?) da curva padrao foi de 0,9557. Considerando que os replicados
da amplificacao com 25 pg de ADN amplificaram a 100%, o LOD sera inferior a 25 pg de ADN de

crustaceos.

40,00

1100003340 15000;33.83

35,00
1:1000; 31,37

30.0P100, 28,09
1110; 24,04
25,00

2000 1:1;17,88

y=-1744In(x) + 26,057
15,00 R?=0,9557

Valor de Ct

10,00
5,00

0,00
0,001 0,01 0,1 1 10 100

Quantidade de ADN (ng/pl) em escala logaristimica

Figura 6 - Curvas padrdo obtidas por amplificagdo de ADN extraido de crustdceos.

De forma a investigar a aplicabilidade do método PCR, foram analisados rissdis de camarao de cinco
fornecedores diferentes. Para todas as amostras foram obtidos valores semelhantes de Ct, como se

pode observar na Figura 7.
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Figura 7 - Curvas de amplificagtio obtidas com os risséis dos vdrios fornecedores.
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2.7. Discussao

0 processamento dos alimentos é algo bastante complexo e pode influenciar, de vdrias formas, o caracter
alergénio do produto final (30, 34). Estas alteracdes do cardcter alergénio podem ser explicadas devido a
alteracdes na estrutura e propriedades das proteinas alimentares (30) ou, ainda, devido a contaminacdes

cruzadas decorrentes das producdes em massa de produtos finais (35).

Com o desenvolvimento, cada vez mais industrial, de alimentos processados e, por consequéncia, com
matrizes mais complexas, torna-se, por vezes, desafiante a detecao dos alergénios, quer seja com a
finalidade de combater fraudes nas rotulagens quer para evitar reacao de hipersensibilidade devido a um
consumo nao informado. Foi com o objetivo de colmatar estas questoes que os métodos de detecao de
alergénios, quer seja os baseados no ADN, quer os nao-baseados no ADN, foram desenvolvidos. E, como
ja vimos anteriormente, a escolha do método estd diretamente ligada ao alergénio em estudo e a matriz

onde 0 mesmo se encontra (6).

Neste estudo foi utilizado um método baseado no ADN para detecao dos alergénios, uma vez que se trata
de um método mais sensivel, ainda que seja uma andlise indireta pelo facto de detetar o ADN do alimento

gue contém o alergénio e nao o alergénio em si (38).

Para que haja a detecao do alergénio, com recurso a métodos baseados no ADN, é necessario,
primeiramente, realizar a extracao do ADN o mais intacto e puro possivel, de forma que este possa ser

posteriormente detetado e quantificado (2).

O graude purezado ADN extraido esta relacionado, fundamentalmente, com aincapacidade que o método

de extracao tem de eliminar estas proteinas, lipidos e outros contaminantes presentes na amostra.

Em relacdo ao grau de pureza das amostras de mostarda preta, podemos afirmar que obtemos um ADN
da mostarda em grao puro (Azso/A2g0=1,89), ja 0 ADN obtido do molho de mostarda Dijon encontra-se
acima do recomendado para amostras consideras puras (Axso/Azg0=2,27) (3). Este resultado pode ser
justificado pela presenca de lipidos na composicao da amostra que sao de dificil remocao durante o
processo de extracao do ADN. Para além disso é de realcar que nesta amostra a quantidade de ADN
extraido foi mais baixo (4,3 ng/ul) o que pode ser explicado pelo facto de se tratar de uma amostra com
uma matriz complexa e a prépria amostra (molho de mostarda Dijon) conter apenas 26% de mostarda na

sua composicao.

Em relacdo ao ADN extraido das amostras dos crustaceos podemos afirmar que todas elas apresentam
um grau de pureza aproximado ao indicado como puro (Azso/Azs0=1,8) (3). Pequenas variagdes podem ser
justificadas, a semelhanca da mostarda preta, com a presenca de algumas impurezas na amostra de dificil

remocao, como € o caso das proteinas/lipidos.
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Podemos ainda refletir sobre o grau de pureza do ADN extraido das amostras das diferentes espécies de
peixes que foram utilizadas para testar a especificidade do método. O ADN resultante destas amostras
apresenta um grau de pureza inferior. Isto pode ser devido ao facto de estas amostras apresentarem um

alto teor proteico, nao completamente eliminado com o processo de extracao.

Os resultados deste estudo em relagao a mostarda preta, sugerem que este método permite detetar e
quantificar esta espécie de mostarda, mesmo em matrizes mais complexas, como o caso do molho de
mostarda Dijon (Figura 3). Podemos também afirmar que se trata de um método sensivel, ja que

conseguimos detetar com 100% de eficiéncia uma quantidade inferior a 20,8pg de ADN.

Relativamente aos crustaceos, podemos afirmar que este método permite uma detecao dos mesmos,
dado que foram estudadas mais do que uma espécie e todas elas foram detetadas (Figura 4). Para além
disso, estudamos ainda outros peixes e nao obtivemos qualquer resultado de PCR o que prova a
especificidade do método. Podemos, ainda, afirmar que se trata de um método sensivel, uma vez que,

conseguimos detetar com 100% de eficiéncia uma quantidade inferior a 25pg de ADN.

A principal limitacao deste estudo encontra-se relacionada com a extracao do ADN o mais intacto e puro
possivel, uma vez que um ADN livre de impurezas e contaminantes permite uma melhor amplificacao sem
que hajainibicao dareacao de PCR. Este facto é particularmente importante quando se analisam amostras
processadas, onde a quantidade de interferentes/contaminantes pode ser relevante e condicionar a

detetabilidade do método.

As técnicas implementadas foram adaptadas de artigos publicados (8,57, 58) onde se encontra testada a
especificidade dos primers/sondas utilizados. Neste trabalho, a especificidade da detecao de crustaceos

foi verificada atras do teste de varias outras espécies (Figura 5) comprovando o descrito no artigo (57).

No que diz respeito ao limite de detecao, foram efetuadas diluic6es sucessivas das amostras, tendo-se
verificado que os replicados (cinco) efetuados para quantidades de 20,8pg de ADN e 25pg de ADN de
mostarda preta e crustaceos, respetivamente, tiveram uma eficiéncia de amplificacao de 100%. Estas
quantidades estao adequadas as necessidades praticas de detecao do método. Assim sendo, o limite de

detecao podera ser considerado, para efeitos praticos, como inferior a estes valores.

0 presente estudo podera ter interesse no ambito da Saudde Publica,uma vez que os alergénios estudados
sao dos mais prevalentes no que diz respeito a reacdes hipersensibilidade, sendo que, tanto a mostarda
preta como os crustaceos, na maioria das vezes, provocam reacoes de hipersensibilidade severas
colocando em risco a prdpria vida do consumidor (11). Com o aumento crescente das reacdes de
hipersensibilidade, torna-se impreterivel a detecao e quantificacao destes alergénios nas mais variaveis
matrizes de alimentos. Importa ainda realcar que a industria alimentar aliada as novas tecnologias e

formulacdes torna esta detecao e quantificacao cada vez mais desafiante, quer do ponto de vista da
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seguranca alimentar, quer da fraude alimentar associada a rotulagens erradas que, muitas vezes, em prol

de um heneficio econémico pode colocar em risco a vida do consumidor.
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2.8. Conclusao

0 aumento das reacoes de hipersensibilidade fez com que meios mais eficazes de detecao de alergénios
fossem desenvolvidos, sempre com o objetivo de serem o mais sensiveis e especificos possivel. Contudo

ainda existem muitas limitacoes para ultrapassar.

Dado que matrizes mais complexas surgem e uma vez que é, cada vez mais, desafiante detetar o
alergénio, torna-se imprescindivel uma investigacao continua nesta drea, na tentativa de acompanhar o

desenvolvimento industrial e, assim, manter a seguranca do consumidor.

Concluimos que apesar das limitagdes ja mencionadas, os objetivos deste estudo, propostos inicialmente,

foram cumpridos.

Os resultados deste estudo sugerem que é possivel a correta detecao dos alergénios, mostarda
preta/castanha e crustaceos, mesmo que estes se encontrem em baixas concentragdes na matriz em
andlise. E de realcar que os resultados obtidos estdo concordantes com a rotulagem das amostras
estudadas pois, s6 desta forma, é garantida a seguranca do consumidor. Assim, este estudo permitiu

implementar este método de detecao de alergénios da mostarda preta e de crustdceos.

Este trabalho tem importancia para a Sadde Publica dado que é através da seguranca alimentar que
asseguramos que existe uma reducao do consumo de alergénios, por parte de individuos
hipersensibilizados, contribuindo, desta forma, para uma melhor qualidade de vida. Como perspetivas
futuras pretende-se aumentar o nimero de alergénios em estudo, testar amostras de mostarda branca,
dado que apenas implementamos o método de detecao para a mostarda preta e, adicionalmente, podera
ser aprimorado o método de extracao de forma a obter amostras, mais puras, para as matrizes mais
complexas. Poderd ainda ser mais aprofundada a correlacao que deve existir entre a presenca do

alergénio na amostra e a sua respetiva mencao no rétulo do alimento.
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