[BAPORTO

FACULDADE DE FARMACIA
UNIVERSIDADE DO PORTO

Métodos de biologia molecular para a detecao de
alergénios do caju (Anacardium ocidentale):
avaliacao do efeito da matriz e do processamento

Cintia Raquel da Fonte Mendes

Dissertacéo do 2° ciclo de estudos conducente ao grau de

Mestre em Controlo de Qualidade, especialidade Agua e Alimentos

Trabalho realizado sob a orientacéo:

Doutora Joana Sofia Barros Costa
Doutora Isabel Maria Sousa Gomes Mafra

Professora Doutora Maria Beatriz Prior Pinto de Oliveira

Porto, Julho 2016



E autorizada a reproducdo integral desta dissertacdo apenas para efeitos de

investigacdo, mediante declaracéo escrita do interessado, que a tal se compromete.



AGRADECIMENTOS

Primeiro, agradecer a Doutora Joana Costa a disponibilidade e paciéncia que manifestou
para comigo acompanhando-me sempre desde o inicio. Obrigada pela oportunidade que
me deu em fazer parte do seu trabalho e possibilitando a sua continuagéo, agradecendo-
Ihe os conhecimentos de biologia molecular adquiridos. Obrigada pelo apoio e dedicagéo,
e a grande ajuda que me prestou tanto a nivel experimental como na escrita deste
trabalho, e principalmente pela confianga que depositou em mim.

A Doutora Isabel Mafra pela preocupacéo e cuidado que demonstrou para comigo e pela
oportunidade em entrar neste grupo de investigagdo. Obrigada pelos conselhos, pelos
conhecimentos transmitidos e pela boa disposi¢éo.

A Professora Doutora Beatriz Oliveira por ter disponibilizado todas as condices
necessarias para a realizagdo deste projeto. Gostaria ainda de lhe agradecer pelo
cuidado e preocupacdo que demonstrou ao longo de todo este percurso.

Aos meus companheiros de laboratério: Caterina Villa, Telmo Fernandes, Liliana Grazina
e SoOnia Soares que sempre disponibilizaram um pouco do seu tempo na ajuda do
trabalho experimental, pelos conselhos partilhados e pela companhia agradavel no
laboratorio.

As minhas colegas e amigas, Catarina e Inés, que partilharam este ano de trabalho
comigo. O meu muito obrigada pelo apoio e a unido, companhia e preocupacdes
partilhadas e pelos conselhos e davidas que souberam tirar-me.

Aos meus amigos, todos sem excegdo, particularmente as minhas “divas”, que
conseguiram dar-me alegria e forca de vontade, que partilharam também seus
conhecimentos e tormentas.

Um obrigado especial ao Bruno Santos pela paciéncia, por acreditar em mim e pela
energia positiva que sempre me proporcionou.

O meu ultimo agradecimento vai aos mais importantes, aos que sempre estiveram
presentes apesar de tdo longe se encontrarem, aos que sempre me protegeram frente a
qualquer obstaculo, aos que mais me deram forga e apoio, aos que mais se preocupam,
aos que mais se orgulham do meu percurso, aos que mais acreditam em mim e aos que
me proporcionam as maiores felicidades: & minha mée, ao meu pai e & minha irma. Sem

eles, este trabalho seria impossivel.

MERCI i






RESUMO

A castanha de caju, designada botanicamente como Anacardium occidentale, €
responsavel por reacdes imunolégicas adversas que variam de moderadas a
potencialmente fatais em individuos sensibilizados/alérgicos. Até agora, estédo
identificados trés alergénios na lista oficial da Organiza¢do Mundial de Saude e da Unido
Internacional das Sociedades de imunologia (WHO/IUIS), nomeadamente Ana o 1, Ana o
2 e Ana o 3. De modo a proteger os consumidores alérgicos, a Unido Europeia
estabeleceu legislacdo que estabelece a rotulagem obrigatoria dos frutos de casca rija
(ex. caju) e de mais treze grupos de alimentos alergénicos. Com o objetivo de garantir a
conformidade da rotulagem dos alimentos, tanto as inddstrias como as autoridades
reguladoras necessitam de metodologias fidedignas para a detecdo/monitorizacdo de
alergénios em produtos processados.

O objetivo do trabalho consistiu no desenvolvimento de métodos baseados na reacado em
cadeia da polimerase (PCR) para detetar/quantificar o caju com potencial alergénio. Para
esta finalidade, misturas modelo de massa e farinha de trigo contendo quantidades
conhecidas de caju (50-0,0001%, n=13) foram preparadas, assim como misturas cegas
de validagédo (8-0,25%, n=4), para avaliar o efeito de matriz. De igual modo, foram
preparadas massas modelo para biscoitos de caju e respetivos biscoitos cozidos (10-
0,0001%, n=11), juntamente com as respetivas misturas cegas (8-0,20%, n=4), visando
avaliar os efeitos do processamento e da matriz A extracdo do ADN foi realizada
utilizando o kit comercial NucleoSpin Food. Para os ensaios de PCR, foram desenhados
primers, tendo como alvo os trés genes que codificam os alergénios do caju (Ana o 1,
Ana o0 2 e Ana o 3). A especificidade dos primers foi avaliada in silico, recorrendo a
ferramentas bioinformaticas e experimentalmente por PCR qualitativa.

Os ensaios de PCR qualitativa otimizados permitiram obter sensibilidades absolutas de
10 pg e 1 pg de ADN de caju para os genes Ana o0 1 e Ana o 2/Ana o 3, respetivamente.
A técnica de PCR em tempo real com sondas de hidrélise permitiu propor dois métodos
com alvo nos genes Ana 0 2 e Ana o 3, com sensibilidades absolutas de 1 pg de ADN de
caju. Em termos relativos, os sistemas propostos atingiram entre 50 a 500 mg/kg,
dependendo do tipo de matriz e o processamento. O sistema normalizado com alvo no
gene Ana o 3 evidenciou uma sensibilidade de 50 mg/kg para as massas modelo e
biscoitos de caju, podendo ser aplicado para a detecdo de caju em matrizes alimentares
complexas. Pode-se concluir que este trabalho permitiu propor ferramentas adequadas

para a detecéo e quantificagdo de caju como alergénio em alimentos processados.

Palavras-chave: Anacardium occidentale, alergénios, detecédo, PCR qualitativa, PCR em

tempo real, produtos processados.



ABSTRACT

Cashew, botanically known as Anacardium occidentale, is responsible for adverse
immunological reactions in sensitized allergic individuals, which vary from mild to
potentially life-threatening. So far, three proteins have been identified as allergens by the
official list of the World Health Organization and the International Union of Immunological
Societies (WHO/IUIS), namely Ana o 1, Ana o0 2 and Ana o 3. In order to protect the
allergic consumers, the European Union has established policies that require the
mandatory labeling of nuts (eg. cashew) along with other 13 groups of allergenic foods. To
verify labeling compliance, to help the industrial management of food allergens and to
ensure consumer’s safety, the development of proper and highly sensitive analytical
methodologies has attained special emphasis.

The objective of this study was the development of analytical methodologies based on
polymerase chain reaction (PCR) for the detection/quantification of cashew allergens. For
this purpose, model mixtures of pasta or wheat flour containing known amounts of cashew
(50 to 0.0001%, n=13) and blind samples (8 to 0.25%, n=4) were prepared, in order to
evaluate matrix effect. Similarly, model mixtures of batter and cookies containing known
guantities of cashew (10 to 0.0001%, n=11) and respective validation samples (8 to
0.20%, n = 4) were also prepared to evaluate matrix and processing effects. Extraction of
DNA was performed using the commercial NucleoSpin food kit. For PCR assays, primers
were designed, targeting three genes encoding cashew allergens (Ana o0 1, Ana o 2 and
Ana o 3). Primers specificity was in silico and experimentally assessed using bioinformatic
tools and qualitative PCR, respectively.

Qualitative PCR were developed and optimized, allowing detecting cashew down to the
level of 10 pg or 1 pg of DNA for systems Ana 0 1 or Ana o0 2/Ana o 3, respectively. Real-
time PCR systems with hydrolysis probes were successfully proposed targeting the genes
Ana o 2 and Ana o 3, with absolute sensitivity of 1 pg. In terms of relative detection, the
proposed systems presented different sensitivities, ranging from 50 to 500 mg/kg
according to the type of matrix and to the degree of processing. The normalized real-time
PCR system targeting Ana o 3 gene seems to present the best sensitivity for the model
mixtures of raw and processed cashew cookies (50 mg/kg), suggesting that it could be
successfully used for the detection of cashew in complex food matrices. In summary, this
work allowed proposing adequate tools for the detection and quantification of cashew as

allergen in processed foods.

Keywords: Anacardium occidentale, allergens, detection, qualitative PCR, real time PCR,

processed products.
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COMPONENTE TEORICA






INTRODUCAO

O caju (Anacardium occidentale L.) pertence a familia taxondmica Anacardiaceae, que
compreende onze espécies do género Anacardium. No entanto, apenas oito séo espécies
distintas, uma vez que trés delas sdo sinébnimos. Uma destas é A. occidentale L., que
também ¢é conhecida como A. microcarpum Ducke, estando catalogada como duas
espécies distintas (GRIN-USDA, 2010). O caju € um fruto originario de paises da América
do Sul, nomeadamente Brasil e Venezuela, mas atualmente é cultivado em varios paises
de Africa, Asia e América do Sul. Em 2013, o seu principal produtor foi o Vietnam,
assegurando 25% da producéo total de caju (FAOSTAT, 2016). A. occidentale é a
espécie mais relevante em termos econdmicos, tendo grande importancia para a
alimentacdo humana. O caju € composto por duas partes: o fruto e a castanha, sendo
amplamente utilizado pela inddstria alimentar na formulacdo de varios produtos
processados (bolos, chocolates, bebidas). Adicionalmente, o caju tem outras aplicacdes
nomeadamente nas indulstrias de tintas e revestimentos ou na producdo de
biocombustiveis (Eddy et al., 2011).

O caju faz parte dos frutos de casca rija, aos quais sdo atribuidos potenciais efeitos
benéficos para a saude, tais como reducdo do colesterol absorvido, melhoramento do
perfil lipidico e prevencdo de doengas cardiovasculares (Ros, 2010). O caju tem sido
utilizado na medicina tradicional para o tratamento de asma, diabetes tipo 2, infecbes
cutaneas e inflamacdes (Shahidi et al., 2008). Os beneficios para a saude atribuidos ao
consumo de frutos de casca rija tém sido correlacionados com a sua composi¢ao rica em
acidos gordos insaturados (metade do teor em lipidos), acido folico, fitosteréis (158 mg no
caju), tocofer6is e compostos fendlicos com atividade antioxidante (Ros, 2010). A
presenca dos acidos anacardicos que sao prejudiciais para as bactérias confere-lhe a sua
acao antibacteriana (Shahidi et al., 2008). Relativamente a composicao nutricional, dos
43,8 g de lipidos, que podem ser ligeiramente diferentes dependendo de fatores sazonais
(Eddy et al., 2011), 7,8 g advém de acidos gordos polinsaturados (principalmente acido
linoleico) (Ros, 2010) e 23,7 g sdo monoinsaturados, 0 que representa mais de 70% do
conteudo total em lipidos. Contém 30,2 g de carboidratos, dos quais 5,9 g sdo agucares,
18,2 g proteinas, 3,3 g fibras e 1,6 g minerais (potassio, fosforo e magnésio) (USDA,
2016). O caju tem um teor em vitaminas totais de 10 mg, sendo as principais a niacina e
o a-tocoferol. A figura 1 ilustra a distribuicdo desses componentes na castanha de caju

crua.



Composic¢do nutricional do caju cru (100g)
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Figura 1 - Composicao nutricional do caju natural cru (Adaptado de USDA, 2016).

Sendo considerados alimentos de elevado valor nutricional, com propriedades benéficas
para a saude e por serem positivamente relacionados com habitos de alimentagéo
saudavel (Organizagdo Mundial de Saude - OMS), o consumo mundial de frutos de casca
rija praticamente duplicou nos ultimos 20 anos (FAOSTAT, 2016). No entanto, o0 caju e
outros frutos de casca rija representam um risco concreto para salde de uma pequena,
mas significativa parte da populagdo mundial, nomeadamente os individuos
sensibilizados/alérgicos.

Considerando que as alergias alimentares representam um importante problema de
saude publica, varias medidas legais tém sido estabelecidas para proteger a vida desses
individuos. Em 1985, a Comissdo do Codex Alimentarius emitiu uma recomendacao para
a rotulagem obrigatéria dos alimentos pré-embalados suscetiveis de conterem
ingredientes potencialmente alergénicos, definindo uma lista de 8 grupos de alimentos
alergénicos prioritarios (frutos de casca rija, amendoim, cereais contendo gluten, soja,
peixe, ovos, leite, crustaceos) (CODEX-STAN-1, 1985). Na Unido Europeia (UE), a
primeira lista prioritaria foi emitida pela Diretiva 2003/89/CE (Directive 2003/89/EC)
acrescentando sésamo, aipo e mostarda a lista anterior (CODEX STAN 1, 1985),
totalizando 12 grupos de alimentos alergénicos com rotulagem obrigatéria em alimentos
processados. Desde entdo, a UE aumentou a lista de alimentos alergénicos prioritarios
para 14 grupos (adicionando os moluscos e o tremogo), estabelecendo que estes devem
estar realcados do resto dos ingredientes enumerados em alimentos processados,
independentemente da sua quantidade (Directive 2007/68/EC; Regulation (EU)
1169/2011). Dado que os frutos de casca rija sdo considerados um dos 8 grupos de
alimentos responsaveis por cerca 90% das reacdes alérgicas reportadas, estes estdo
incluidos na lista de alimentos alergénicos com a rotulagem obrigatoria na maioria dos
paises/regides (ex. EUA; Canadéa, Unido Europeia), com excecdo do Japédo e da Coreia
(Gendel, 2012).



Alergia alimentar

Segundo as diretrizes mais recentes, a alergia alimentar define-se como um efeito
adverso na salde decorrente de uma resposta imunolégica especifica, que ocorre de
forma reprodutivel, apés a exposicdo a um determinado alimento (Boyce et al., 2010).
Cada alimento é composto por um conjunto complexo de proteinas, podendo-se
comportar de maneira diferente quanto ao seu potencial para sensibilizar e interagir com
0 sistema imunoldgico de cada individuo (Sicherer et al., 2010). Em teoria, qualquer
alimento € suscetivel de desencadear reacdes alérgicas em individuos
sensibilizados/alérgicos, embora quase 90% das alergias relatadas sejam induzidas por
alimentos pertencentes a oito grupos (leite, ovos, peixe, crustaceos, soja, amendoim,
frutos de casca rija e cereais contendo gluten) (Boyce et al., 2010). Bioquimicamente, 0s
alergénios alimentares sé@o proteinas (geralmente glicoproteinas) sollveis em agua e com
baixo peso molecular (10-70 kDa), apresentando elevada resisténcia a temperatura, a pH
acido e a atividade enzimatica (protéases) (Sicherer et al., 2010). Como consequéncia, as
reacOes alérgicas podem ocorrer quando o alimento é ingerido cru, processado ou
mesmo digerido (Burks et al., 2012).

As alergias alimentares séo tipicamente mediadas pela imunoglobulina E (IgE), embora
estas possam também incluir outras respostas imunoldgicas, nomeadamente as reagoes
ndo mediadas pela IgE (ex. doenca celiaca), mecanismos mistos (IgE e néo IgE) (ex.
gastroenterite eosinofilica) e reagbes mediadas por células (ex. dermatite de contato
alérgica) (Boyce et al., 2010; Burks et al., 2012). Em conformidade, os érgdos ou
sistemas alvo podem ser diferentemente afetados por cada mecanismo imunolégico.

A maioria das alergias alimentares sé@o reacdes mediadas pela IgE cujos sintomas
aparecem durante as duas primeiras horas ap0s a ingestdo do alimento alergénico. A
fisiopatologia destas engloba duas fases, sensibilizacdo e elicitacdo (Pelz et al., 2015;
Vickery et al.,, 2011). A primeira fase que corresponde a sensibilizacdo alérgica pode
ocorrer diretamente através do trato gastrointestinal ou indiretamente via exposicdes
respiratorias e/ou cutaneas. A elicitacdo ou reacao ocorre apds reexposicao ao alergénio,
em consequéncia da libertacdo de mediadores, tais como leucotrienos, prostaglandinas e
histamina que causam os sintomas classicos das alergias alimentares (urticaria, rinite,
angioedema, broncoespasmo, laringoespasmo, anafilaxia) (Burks et al., 2012; Kumar et
al., 2012; Sicherer et al., 2010; Vickery et al., 2011).

Recentemente, varios fatores internos e ambientais tém sido apontados como riscos
potenciais para o desenvolvimento de alergias alimentares. Assim, aspetos genéticos
(associacbes familiares, genes especificos), associacdo com doencgas atlpicas (ex.

dermatite atépica) e condigBes pré-existentes (ex. asma), género (masculino/feminino),



tempo e via de exposicdo ao alergénio (cuténea, respiratéria), componentes da dieta
(reducdo do consumo de &cidos gordos polinsaturados e de vitamina D) e as diferencas
geograficas nos habitos alimentares tém sido apontados como fatores de risco
crescentes para o desenvolvimento de alergia alimentar (Barg et al., 2011; Lack, 2008;
Sicherer, et al., 2014). A severidade de uma reacao alérgica é dificil de prever, sendo
dependente, ndo sé da fisiologia de cada individuo sensibilizado/alérgico, mas também
da quantidade de alimentos ingeridos, do tipo e modo de processamento alimentar e das
possiveis interacbes com outros componentes presentes nos alimentos (Boyce et al.,
2010). Além disso, fatores tais como a velocidade de absor¢cédo de alimentos, a ingestao
de alimentos perto do exercicio fisico e a idade do paciente podem também ter um efeito
negativo sobre a gravidade de uma reacéo alérgica (Burks et al., 2012).

Em termos de apresentagdo clinica, os sintomas de alergia ao caju sdo normalmente
classificados como graves ou mesmo potencialmente fatais, ocorrendo com
manifestacdes complexas que muitas vezes envolvem mais de um oOrgéo/sistema alvo.
Por conseguinte, a maior parte das reagfes alérgicas ao caju traduzem-se por lesdes
cutdneas, frequentemente seguidas por sintomas nos tratos respiratorio e/ou
gastrointestinal (van der Valk et al., 2014). No ambito das manifestacdes clinicas, a
urticaria e o angioedema (manifestacdes cutaneas), as dores abdominais e os vomitos
(sintomas gastrointestinais), a rinite alérgica, o edema da glote e a anafilaxia estao entre
0s sintomas mais classicos relacionados com a alergia ao caju (Clark et al., 2007;
Davoren et al., 2005; Grigg et al., 2009; Johnson et al., 2014; Le et al., 2008; Rance et al.,
2003). A anafilaxia € o quadro clinico mais grave e complexo de uma reacado alérgica,
uma vez que normalmente envolve varios sistemas (cutédneo, respiratorio e
cardiovascular). A anafilaxia € uma apresentacdo clinica comum de alergia de caju
semelhante ao amendoim e outras alergias aos frutos de casca rija (Davoren et al., 2005)
(Grigg et al., 2009; van der Valk et al., 2014).

Epidemiologia da alergia ao caju

A prevaléncia das alergias alimentares tem sido estimada através de informacéo
recolhida por diferentes indicadores. Dos mais populares, destacam-se 0s inquéritos e
guestionarios por permitirem a aquisicdo de uma vasta quantidade de informacédo de
forma simples e rapida. No entanto, os dados recolhidos por estes indicadores devem ser
interpretados com especial cuidado, uma vez que os inquiridos frequentemente
sobrevalorizam os sintomas associados as suas proprias reacdes alérgicas. Para a
obtencdo de dados fidedignos relativos a prevaléncia das alergias alimentares devem ser

utilizados indicadores mais objetivos, nomeadamente os testes de provocacéo oral (prova



provocacgéo oral aberta - OFC e provas de provocacdo oral duplamente cega controlada
com placebo - DBPCFC), os testes in vitro (IgE sérico) e testes in vivo (testes cutaneos)
(Zuidmeer et al., 2008). Os OFC e os DBPCFC sao considerados o “gold standard” dos
indicadores para o diagnostico das alergias alimentares, embora estes sejam mais
dificeis de realizar, uma vez que sao dependentes da colaboracéo dos pacientes.

Até agora, existem varios estudos com dados de prevaléncia sobre alergias a frutos de
casca rija como grupo de alimentos, mas apenas alguns reportam dados individuais
relativos aos diferentes frutos de casca rija (ex. caju). Além disso, a maioria dos estudos
envolve pequenas regibes geograficas (ex. cidade, pais), o que condiciona a
determinagéo da prevaléncia real da alergia ao caju ou a outras alergias alimentares. Em
relacdo ao caju, alguns dados epidemiolégicos estdo disponiveis para alguns paises da
Europa, EUA e Australia, no entanto ndo existem dados sobre esta alergia em economias
emergentes (Asia ou Africa).

A semelhanca de outros frutos de casca rija, a prevaléncia da alergia ao caju varia de
regido para regido, apresentando a sua maior frequéncia nos EUA (McWilliam, et al.,
2015). Com base num estudo envolvendo 5149 participantes com alergias a amendoim
e/ou frutos de casca rija foi possivel estabelecer uma prevaléncia de 20% de pacientes
alérgicos ao caju nos EUA (Sicherer et al., 2001). Usando indicadores mais objetivos,
como o SPT e os testes de provocacao oral (DBPCFC) foi possivel relatar uma elevada
prevaléncia de alergia ao caju e a noz, ambas com 30%, numa populacéo teste de 101
pacientes com diagnéstico clinico prévio de alergias a frutos de casca rija (Fleischer et
al., 2005).

Além dos EUA, a alergia ao caju parece ter vindo a aumentar em prevaléncia noutras
regides, nomeadamente no Norte da Europa (Johnson et al., 2014; Vetander et al., 2012).
Um estudo baseado nos registros clinicos de um hospital em Uppsala (Suécia),
compreendendo um periodo de 10 anos (2001-2010), evidenciou que os amendoins e 0s
frutos de casca rija foram responsaveis por cerca de 50% dos 703 casos de alergia
alimentar em criancas (<18 anos), requerendo frequentemente tratamento com
adrenalina e consequente hospitalizagdo. Durante o mesmo periodo, a prevaléncia da
alergia ao caju foi de 6%, com relatos de aumento da frequéncia (20 vezes) e da
gravidade dos episodios causados pela ingestéo deste fruto (Johnson et al., 2014). Numa
regido diferente da Suécia (Estocolmo), dados semelhantes foram recolhidos em 3
hospitais pediatricos durante 2007. Neste periodo, 15% dos casos de alergias
alimentares relatados em criangas foram atribuidos ao consumo de frutos de casca rija,
sendo 5% destas induzidas pela ingestdo de caju (Vetander et al., 2012). Em Utrecht
(Holanda), um estudo de 3 anos envolvendo 139 pacientes alérgicos a frutos de casca

rija estimou uma prevaléncia de 20% para a alergia ao caju (Le et al., 2008). Em Franca,

7



foi relatada uma incidéncia de 10,3% de alergia ao caju tendo por base uma populacdo
de teste de 141 pacientes alérgicos, evidenciando que o numero de choques anafilaticos
por ingestdo de caju aumentou de 3% para 9% entre 2003 e 2007, respetivamente
(Moneret-Vautrin, 2008).

Dados de um hospital pediatrico na Australia (Melbourne) evidenciaram prevaléncias de
18% e 13% de alergias ao amendoim e ao caju, respetivamente, sendo as causas mais
comuns de anafilaxia em criangas (de Silva et al., 2008). Numa outra regido da Austrélia
(Brisbane), uma prevaléncia de 12,6% de alergia de caju foi descrita por Davoren e
Peake (2005) usando relatérios clinicos de uma populacdo teste compreendendo 213

criangas (<18 anos) alérgicas ao amendoim e a frutos de casca rija.

Doses minimas de elicitacdo da resposta imunitaria ao caju

Como parte do diagnostico de alergia alimentar, os individuos com historia clinica e/ou
resultados positivos nos testes de diagnéstico in vitro e in vivo sdo frequentemente
desafiados a entrar em testes de provocacéo oral (Entink et al., 2014). A partir destes
ensaios, as doses minimas de elicitagdo de uma resposta alérgica observavel podem ser
definidos em relacdo aos alimentos alergénicos testados. Ainda que estes valores sejam
definidos com caracter individual para cada paciente, esta informacéo pode ser utilizada
para a definicdo de valores de referéncia a nivel populacional (Crevel, Baumert et al.,
2014; Taylor et al., 2014).

Com base em alguns estudos clinicos usando testes de provocacgéo oral, quantidades téo
pequenas quanto 2 mg de proteina de caju foram definidas como suficientes para induzir
respostas imunolégicas adversas com sintomas observaveis em pacientes alérgicos a
este fruto (Allen et al., 2014; Taylor et al., 2014). Presentemente, a quantidade de 0,1 mg
de proteina foi recomendada como dose minima de referéncia para todos os frutos de

casca rija (Taylor et al., 2014).

Caracterizacao dos alergénios

Sob o ponto de vista alergolégico e da evolugéo das proteinas, os alergénios alimentares
estdo classificados como pertencentes a algumas familias de proteinas, dependendo das
suas estruturas e fungdes bioquimicas (Radauer et al., 2008). Até ao momento, 65% dos
alergénios vegetais identificados estdo incluidos em apenas 4 grupos principais de
proteinas: as cupins, as prolaminas, as proteinas homdlogas da Bet v 1 (pdlen das

betulaceas) e as profilinas (homélogas da Bet v 2) (Jenkins et al., 2005).



Para além desta classificacdo, os alergénios podem ser agrupados segundo o
mecanismo imunolégico de sensibilizagdo envolvido, pertencendo a classe | ou classe Il.
Os alergénios de classe | sdo em geral termicamente estaveis e apresentam elevada
resisténcia a pH &cido e a atividade enzimatica das protéases. Consequentemente, sao
considerados agentes de sensibilizacdo primarios por via gastrointestinal (via direta),
sendo responsaveis por reagdes alérgicas que variam de moderadas a severas (Harrer et
al., 2010). As proteinas de reserva da familia das cupins (ex. vicilinas, leguminas) e das
prolaminas (ex. albuminas 2S) sdo exemplos de alergénios de classe | (Moreno et al.,
2008; Moreno, 2007). Os alergénios de classe Il sdo menos estaveis ao calor e as
condigbes gastricas, pelo que ndo sdo considerados como agentes sensibilizadores
primarios. A via de sensibilizacdo destes alergénios é indireta, resultando na produgéo de
IgE por exposicdo respiratoria e/ou cutdnea, sendo normalmente responsaveis por
manifestacdes clinicas leves (Harrer et al., 2010). No caso especifico do caju, foram
identificados e caracterizados trés grupos de alergénios pertencentes a duas
superfamilias de proteinas, homeadamente a Cupin (Ana o 1 e Ana 0 2) e a Prolamina
(Ana o 3), estando todos incluidos na lista oficial de alergénios da WHO/IUIS (World
Health Organization/International Union of Immunological Societies) (ALLERGEN, 2016).
No caju, os alergénios identificados séo proteinas de reserva (vicilina, legumina e 2S

albumina), pelo que séo classificados como alergénios de classe I.

AnaoleAnao?2

Os alergénios Ana 0 1 e Ana o 2 pertencem ao grupo das globulinas 7S (vicilina) e 11S
(legumina), respetivamente, as quais fazem parte da superfamilia das Cupin. Nesta
superfamilia, esta incluida uma ampla diversidade de proteinas, muitas delas
classificadas como importantes alergénios, que podem ser encontrados em bactérias e
eucariotas, incluindo plantas e animais (Radauer et al., 2007). De um modo geral, os
membros da superfamilia Cupin sdo caracterizados por duas sequéncias consenso curtas
conservadas e por um ou dois dominios centrais sob forma de barril composto por seis
folhas beta antiparalelas (origem da sua designacao “cupin”). As vicilinas e as leguminas
séo bicupins (possuem dois dominios centrais em forma de barril), sendo consideradas
as principais proteinas de reserva em varios legumes e frutos de casca rija, incluindo no
caju (Harrer et al., 2010)

As vicilinas sé@o estruturas triméricas de peso molecular entre os 150-190 kDa, sendo
constituidas por trés monémeros de 40 a 80 kDa (Breiteneder et al.,, 2004). Estas
proteinas sdo compostas por dominios N- e C-terminais, que sdo estruturalmente

estabilizados por interacdes hidrofébicas ndo covalentes, ligagbes de hidrogénio e



interacdes de van der Waals. As vicilinas sédo proteinas glicosiladas, apresentando um ou
dois locais de glicosilagdo no dominio C-terminal, os quais parecem ter um efeito
estabilizador na estrutura tridimensional da proteina (Breiteneder et al., 2005). Para além
de serem proteinas de reserva, desempenham outras fun¢des biolégicas, nomeadamente
atividade antifangica e dadoras de azoto durante a germinacdo das sementes. As
leguminas sao proteinas de reserva representando cerca de 50% da fracédo proteica dos
legumes e dos frutos de casca rija. S8o proteinas multiméricas existindo sob a forma de
uma mistura de trimeros e hexdmeros de 50-60 kDa ligados por interacfes nao
covalentes. Cada mondmero resulta da expressdo de varios genes e é sintetizado
inicialmente como um anico polipéptido, sofrendo alteragdes pos-translacionais e levando
a formacao de dois polipéptidos, um acidico (30 kDa) e um basico (20 kDa), ligados por
uma ponte dissulfureto (Mills et al., 2002). Ao contrario das vicilinas, as leguminas séo
normalmente proteinas nao glicosiladas.

Ana o 1 tem duas isoformas (proteinas partilhando mais de 90% de identidade nas suas
sequéncias): Ana 0 1.0101 e Ana o0 1.0102. S&o polipéptidos de 538 e 536 aminoacidos
(aa) codificados por sequéncias de mRNA de 1810 e 1660 bases, respetivamente
(ALLERGEN, 2016; Chapman et al., 2007) (Tabela 1). Um estudo desenvolvido por Wang
et al. (Wang, et al., 2002) permitiu determinar um grau de semelhanca de 54-59% e
identidade de 33-40% entre as sequéncias de proteinas recombinantes Ana o 1 e de
outras vicilinas (6leo de palma, noz macadamia e noz). No mesmo estudo, 0s autores
avaliaram a imunorreatividade de Ana o 1 com soro de pacientes alérgicos ao caju,
verificando ligacao positiva & IgE em 50% dos soros testados, o que levou a classificagdo
de alergénio major no caju. Alguns estudos sugerem que as isoformas de Ana o 1
possuem trés péptidos como potenciais epitopos imunodominantes e trés epitopos
lineares que podem participar em um ou dois epitopos conformacionais (Guan et al.,
2015). Ana o 1 apresenta alguma reatividade cruzada com os alergénios Ana o 2 e Ana o
3 do caju (Reitsma et al., 2016). Ana o 1 apresenta elevada homologia estrutural com as
vicilinas beta-conglicina (soja), Jug r 2 (noz) e Cor a 11 (aveld) (Barre et al., 2008). Em
termos imunolégicos, o Ana o 1 apresenta IgE-reatividade com o Ara h 1 do soro de
pacientes alérgicos ao amendoim (Barre et al., 2008).

Clinicamente, pacientes alérgicos ao caju apresentam frequentemente elevada
imunorreatividade ao pistacio e vice-versa (pistacio e caju pertencerem a mesma familia
botanica Anacardiaceae) (Fernandez et al., 1995; Garcia et al., 2000; Hasegawa et al.,
2009), o que é confirmado pela elevada homologia entre as proteinas Ana o 1 (caju) e Pis
v 3 (pistacio) (Rouge et al., 2011; Willison et al., 2008).
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Tabela 1 - Identificacdo dos alergénios do caju segundo a sua classificacdo bioquimica, funcéo bioldgica, relevancia clinica e respetivos nimeros de acesso.

Alergénio Isoalergénios Isoformas PM Comprimento Familiade Classificacao Relevancia clinica Nucledtido Proteina Proteina
9 9 (kDa) (aa) proteinas bioquimica (NCBI) (NCBI) (UniProt)
. - Alergénio major. Induz sintomas
Anao 1 Ao 101 Ana o 1.0101 61.8 538 Cupin Vicilina 7S severos e potencialmente fatais, AF395894 AAM73730 Q8L5L5
) nomeadamente choque
Ana 0 1.0102 61.6 536 anafilatico. AF395893 AAM73729 Q8L5L6
Alergénio major. Induz sintomas
Anao2  Ana020l Anao20101 52.0 457 Cupin  Legumina11s SEVeros e potencialmente fatais, ,rjca047 AAN76862  Q8GZP6
nomeadamente choque
anafilatico.
Alergénio major. Induz sintomas
Anao3  Anao03.0l Anao3.0101 16.3 138 Prolamina  Albumina2s SEVEros € potencialmente fatais, ,vog1g53  AAL91665 Q8H2BS

nomeadamente choque
anafilatico.




O alergénio Ana o 2 apresenta uma isoforma Ana o 2.0101 com 457 aa e um peso
molecular de cerca de 55 kDa, sendo codificado por uma sequéncia de mRNA de 1671
bases (Tabela 1) (ALLERGEN, 2016). Ana o 2 apresenta elevada imunorreatividade
(>50% IgE positivos) com soro de pacientes alérgicos ao caju, tendo sido classificado
como um alergénio major (Teuber et al., 2002; Wang et al., 2003). Esta legumina
apresenta elevada identidade e semelhanca com outras 11S globulinas, nomeadamente
com o Cor a 9 (aveld), o Jug r 4 (noz), o Ara h 3 (amendoim), o Ses i 7 (sésamo) e o Gly
m 6 (soja) (Robotham et al., 2009; Wang et al., 2003). Ana o 2 apresenta 6 péptidos
lineares que sdo considerados imunodominantes no polipeptideo acidico, sugerindo que
esta regido esta predominantemente relacionada com a alergenicidade da proteina
(Wang, et al., 2003). Os epitopos lineares do Ana o 2 apresentam elevada homologia
conformacional com outros péptidos alergénicos (Ara h 3, Cor a 9 e Jug r 4), sugerindo
potencial reatividade cruzada entre os diferentes frutos de casca rija (amendoim, avela e
noz) (Barre et al., 2007).

Anao 3

A superfamilia Prolamina é uma familia muito relevante de proteinas, na qual esta
incluido um grande numero de alergénios de plantas. Os membros desta superfamilia
partilham varias caracteristicas, tais como um perfil conservado de oito residuos de
cisteina, um elevado teor em residuos de prolina e glutamina, um baixo peso molecular,
uma estrutura secundaria conservada e rica em hélices alfa, uma elevada estabilidade
térmica e resisténcia a protedlise (Radauer et al., 2007). Ao contrario dos legumes e dos
frutos de casca rija, as prolaminas sdo as principais proteinas de reserva nos cereais
(com excecgéo do arroz e da aveia) e na familia das gramineas (Radauer et al., 2007;
Shewry et al., 2002). Da superfamilia Prolamina, fazem parte as proteinas albuminas 2S,
as proteinas transportadoras de lipidos e os inibidores da alfa-amilase e da tripsina
(Breiteneder et al., 2004).

As albuminas 2S séo proteinas hidrossolUveis em baixas concentracdes de sal, sendo
caracterizadas por um elevado teor em arginina, glutamina, asparagina e cisteina
(Breiteneder et al., 2000). Sdo moléculas pequenas (12-15 kDa) com estrutura globular
compostas por duas subunidades ligadas por duas pontes dissulfureto (Breiteneder et al.,
2004; Pantoja-Uceda et al., 2002; Shewry et al., 1995). Possuem ainda duas pontes
dissulfureto adicionais que ajudam a estabilizar e compactar a sua estrutura
tridimensional. Para além de participarem na germinacdo das plantas como dadores de
enxofre e azoto, estas proteinas também atuam como antifingicos ou como antagonistas

da calmodulina (Terras et al.,, 1993). As albuminas 2S constituem uma familia muito
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relevante de proteinas, uma vez que muitas delas estdo envolvidas na maioria das
alergias alimentares a plantas (Sampson et al., 2014).

A proteina Ana o 3 é uma albumina 2S, apresentando uma isoforma (Ana o 3.0101) com
138 aa e peso molecular de 14 kDa, a qual € codificada por uma sequéncia de mRNA de
585 bases (Tabela 1) (ALLERGEN, 2016). O alergénio Ana o 3 apresenta uma elevada
imunorreatividade (>73%) com o soro de pacientes alérgicos ao caju, sendo classificado
como alergénio major (Robotham et al., 2005; Teuber et al., 2002). A sequéncia do Ana o
3 tem elevado grau de identidade e semelhanca com outras albuminas 2S,
nomeadamente com o Pis v 1 (pistacio), o Jug n 1 (noz negra), Jug r 1 (noz Inglesa) e
Car i 1 (noz pecan), o que sugere potencial reatividade cruzada com estes frutos
(Robotham et al., 2005).

Efeito do processamento sobre a alergenicidade do caju

Os alergénios podem sofrer alteragdes estruturais por desnaturacdo ou por modificacbes
quimicas/enzimaticas com outros componentes da matriz durante o processamento
alimentar (Vanga et al., 2015). Devido a natureza diversificada das proteinas alergénicas
(ex. albuminas, vicilinas, legumins, profilinas), a sua imunorreatividade esta associada
com a presenca de epitopos conformacionais e/ou lineares (Mills et al., 2008; Mills et al.,
2009). Se, por um lado, alguns tratamentos térmicos sdo conhecidos para reduzir a
imunorreatividade das proteinas, tais como profilinas e vicilinas (Mills et al., 2008), os
mMesmos processos parecem nao alterar a imunorreatividade de outras proteinas (ex.
albuminas 2S, leguminas) (Mills et al., 2009). Por outro lado, a formacdo de novos sitios
de ligacdo a IgE como consequéncia da alteracdo conformacional do alergénio
(desnaturacdo) ou de modificacbes enzimaticas/quimicas pode aumentar a sua
imunorreatividade (Mills et al., 2008; Mills et al., 2009).

No caso especifico de caju, ha poucos estudos que descrevem os efeitos dos diferentes
processamentos alimentares na sua imunorreatividade (de Leon et al., 2003; Su et al.,
2004; Venkatachalam et al., 2008). Os alergénios do caju apresentam elevada resisténcia
a maioria dos processamentos térmicos (de Leon et al., 2003), alteracdes de pH e
mesmo irradiacdo gama (Su et al., 2004; Venkatachalam et al., 2008) normalmente
aplicada na industria alimentar. A imunorreatividade da proteina alergénica Ana o 1
parece ser afetada a pH 13 ou apdés autoclavagem durante 20 minutos (Venkatachalam et
al., 2008), sugerindo alteragbes na sua estrutura tridimensional. Apesar de Ana o 1
perder integridade estrutural, alguns epitopos lineares continuam imunorreativos
preservando a seu potencial de alergenicidade (Venkatachalam et al., 2008). O alergénio

Ana o0 2 é mais estavel do que o Ana o 1, preservando a sua integridade estrutural,
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independentemente do tipo de processamento (Venkatachalam et al., 2008). Ana o0 3 é
estavel a pH entre 1-11, mas ndo é detetavel a pH 13 (Venkatachalam et al., 2008).
Processamentos térmicos como cozedura, torra e autoclavagem durante 10 minutos
parecem reduzir a imunorreatividade do Ana o 3, sugerindo a perda de integridade
estrutural com os diferentes tratamentos (Venkatachalam et al., 2008). A combinacdo de
elevadas concentracfes de sulfito de sddio (>50 mM) com temperaturas altas (>100°C)
também parecem reduzir a imunorreatividade do Ana o 2 e do Ana o 3 (Mattison,
Desormeaux et al., 2014). E também importante referir que a torra do caju a 170°C por 20
min levou a um ligeiro aumento na imunorreatividade do caju (Venkatachalam et al.,
2008). Desta forma, um mesmo processamento térmico efetuado a diferentes tempos
e/ou temperaturas pode aumentar ou reduzir a resposta alérgica dos distintos alergénios
do caju.

Os ensaios in vitro simulando a digestéo in vivo tém sido utilizados como ferramentas de
previsdo para avaliar o potencial alergénico de proteinas de novos alimentos (Untersmayr
et al., 2008). Apesar desta abordagem ser aplicada ao estudo de diferentes alimentos
alergénicos (leite, ovo, crustaceos), ha ainda pouca informagéo relativa aos alergénios do
caju, sendo apenas encontrado um relatério (Mattison, Grimm et al., 2014). Ana o 2 é
muito resistente a digestdo, permanecendo imunorreativo quando € absorvido. O
alergénio Ana o 3 perde alguma capacidade de se ligar as IgE, no entanto como as suas
proteinas sdo apenas parcialmente digeridas, estas continuam imunorreativas quando
sdo absorvidas, facto que é também observado em outras albuminas 2S alergénicas
(Mattison, Grimm et al., 2014).

Gestéao e rastreabilidade do caju

As alergias alimentares sdo consideradas um problema emergente de salde publica com
especial impacte na qualidade de vida dos consumidores sensibilizados/alérgicos (Crevel,
Beaumert et al., 2014), representando um desafio societal atual. Encarada como uma
tarefa multidisciplinar, a gestdo das alergias alimentares requer o envolvimento de
diferentes intervenientes, nomeadamente as autoridades reguladoras, as industrias
alimentares, médicos e outros técnicos de salude e o0s proprios consumidores
sensibilizados/alérgicos (Crevel et al., 2008). Atuando a diferentes niveis, todas as
entidades partiham o objetivo comum de proteger a saude dos individuos
sensibilizados/alérgicos. As entidades reguladoras e indastria alimentar operam a nivel
populacional, sendo respetivamente responsaveis por garantir a protecdo da salde
publica e por fornecer alimentos seguros para todos os consumidores. No entanto, a

responsabilidade final recai a nivel individual, especificamente sobre os individuos
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alérgicos, uma vez que sao responsdaveis por todas as medidas preventivas em relagéo a
total eviccdo do alimento alergénico (e/ou os alimentos suscetiveis de reatividade
cruzada) (Crevel et al., 2008). Portanto, os consumidores alérgicos sdo totalmente
dependentes das informac¢des do rétulo de alimentos processados, ao selecionar
cuidadosamente as suas fontes de nutrientes (Luccioli, 2012).

No entanto, a exposi¢éo acidental a alergénios ocultos nos alimentos, devido a rotulagem
inadequada ou contaminagdes cruzadas durante o fabrico de alimentos processados (ex.
linhas de producéo partilhadas) constitui um risco concreto para consumidores alérgicos
(Costa et al., 2014; Costa et al., 2015). Para evitar potenciais riscos para a saude destes
consumidores, o desenvolvimento e aplicacdo de metodologias analiticas adequadas
representam excelentes ferramentas para a gestdo industrial de alimentos processados
contendo ingredientes alergénicos, facilitando a sua subsequente monitoriza¢ao por parte
das entidades reguladoras.

Apesar das opinibes contraditérias sobre qual o melhor analito alvo para a
detecao/quantificacdo de alergénios em alimentos, ha atualmente um amplo espectro de
métodos analiticos baseado na analise de proteinas e/ou ADN para a maioria dos
alimentos alergénicos. Contudo, a falta de métodos oficiais e de materiais de
teste/referéncia disponiveis para a sua detecdo/quantificacdo representa uma grande
falha na gestdo dos alergénios alimentares (Costa et al., 2014; Costa et al., 2015). A
escolha do melhor método a usar para andlise de um dado alimento alergénico devera
depender de critérios especificos, tais como o analito alvo (proteinas versus ADN), a
base de detecdo (quimica vs biolégica), o custo por ensaio/analise, o custo de
equipamentos/instalacdo, a reatividade cruzada, a necessidade de conhecimento
especializado e a possibilidade de detecdo multialvo (Johnson et al., 2011).

No caso especifico do caju, ha varios métodos comerciais (Tabela 2) e descritos na
literatura (Tabela 3), tanto baseados em proteinas marcadoras de espécie ou
alergénicas, assim como, nas respetivas sequéncias de ADN que codificam as mesmas

(proteinas marcadoras/alergénicas).

Metodologias proteicas

Estas técnicas podem ser divididas em dois grupos principais: os métodos imunolégicos
classicos, como 0s imunoensaios (ensaios de imunoabsor¢cdo enzimética - ELISA,
dispositivos de fluxo lateral — LFD e immunoblotting) e os imunossensores que identificam
os alergénios por interacdo destes com anticorpos especificos, e as metodologias
cromatogréficas com detecdo por espetrometria de massa (MS) através de identificacdo

direta de marcadores (péptidos alvo). Até agora, os métodos baseados em imunoensaios
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estdo entre os mais populares, embora os métodos por MS tenham vindo a conquistar
um papel especial na detecédo e quantificacdo de alergénios em alimentos (Johnson et al.,
2011).

ELISA e LFD

Os imunoensaios classicos (ELISA e o LFD) baseiam-se na interacdo anticorpo-alergénio
(ou outra proteina marcadora). Os ELISA sao considerados métodos semi-quantitativos
ou quantitativos, sendo a técnica analitica mais amplamente utilizada para a analise de
rotina e rastreio de alergénios em alimentos (Schubert-Ullrich et al., 2009). Os LFD sao
versdes simplificadas dos ELISA (Schubert-Ullrich et al., 2009; van Hengel 2007), os
guais sdo bastante populares na induastria alimentar, sendo comummente utilizado para
verificar possiveis contaminac¢des cruzadas ao longo das linhas de produgdo ou nas
formulacdes finais (Costa et al., 2014). Presentemente, os ELISA e os LFD podem ser
adquiridos comercialmente sob a forma de kits, possibilitando a detecdo de um grande
namero de alimentos alergénicos diferentes. A Tabela 2 resume os kits de ELISA e de
LFD disponiveis para a dete¢do especifica de caju em alimentos. Estes ensaios podem
ser aplicados a uma vasta gama de matrizes alimentares com sensibilidades de 1-2
mg/kg ou 0,2-1 mg/kg de caju em alimentos por LFD ou ELISA, respetivamente. No
entanto, estes ensaios tém e elevada suscetibilidade a reatividade cruzada com proteinas
nao alvo. No caso dos kits comerciais para o caju, verifica-se alguma reatividade cruzada
com outras plantas, como a castanha do Brasil, o pistacio, a aveld, o amendoim e a noz
(Tabela 2).

Além de kits comerciais, existem alguns métodos ELISA reportados para a detecao de
caju em matrizes alimentares complexas e processadas, ou seja, especiarias, cereais,
chocolates, sorvetes e biscoitos (Tabela 3). Os métodos ELISA existem sob diferentes
tipos: ELISA competitivos, indiretos, diretos ou em sandwich, sendo estes Ultimos 0s mais
vulgarmente utilizados (Figura 2). Os limites de dete¢éo (LD) dos métodos desenvolvidos
estdo alinhados com os dos kits comerciais, os quais variam de 0,1-1,0 mg/kg,
dependendo do tipo de matriz alimentar testada (Cho et al., 2015; Gaskin et al., 2009;
Gaskin et al., 2011; Rejeb et al., 2005; Wei et al., 2002, 2003).

Os sistemas ELISA podem também ser realizados em abordagem multialvo, combinando
anticorpos especificos de diferentes alimentos alergénicos num Unico ensaio. Este tipo de
abordagem foi proposto com sucesso por Rejeb et al. (2005) para a detecdo simultanea
de amendoim e 4 frutos de casca rija (caju, améndoa, aveld e castanha do Brasil) em
chocolates de leite e chocolates pretos, permitindo a detecdo de 1 mg/kg de caju nestas

matrizes (Tabela 3). Uma abordagem para a detecdo multipla de 14 alimentos
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alergénicos e de glaten foi proposta por Cho et al. (2015), utilizando microesferas

magnéticas. Neste método, cada alimento alergénico foi combinado com microesferas e

dois anticorpos de captura, detetando caju cru com alguma reatividade cruzada com

aveld, pistécio e castanha do Brasil.

Tabela 2 -

detecdo/quantificacdo de caju em alimentos

Kits de métodos proteicos e de ADN disponiveis comercialmente para

Kit comercial Tipo de ensaio Reatividade Intervalo de LD LQ Tempo de
(marca) (Cat. No.) cruzada quantificacd (mg/kg) (mg/kg) execucdo
0
Lateral Flow Cashew LFD qualitativo 10 % castanha do - 1 - 10 min
Kernel (r-Biopharm (BL610-25) Brasil, 1 % avela, 1 (incubacéo)
AG, Darmstadt, % noz, 0,01%
Alemanha) amendoim
(torrado/cozido)

AgraStrip® LFD qualitativo Nenhuma informag¢&o 2-10.000 2 - 11 min
Cashew/Pistachio (COKAL1310AS) mg/kg (incluindo
(Romer Labs extragdo)
Division, Getzersdorf,
Austria)
Cashew Protein LFD qualitativo Nenhuma reatividade - 2 - 10 min
Rapid Test (Elution (CASH-1013) cruzada com as
Technologies, amostras testadas
Colchester, VT, EUA)
Reveal for multi- Dispositivo portatii  Nenhuma informagédo 5-10 mg/kg - - 10 min
Treenut (Neogen de teste qualitativo
Corporation, Lansing, (deteta améndoa,
MI, EUA) caju, aveld, noz

pecan, pistacio,

noz) (8555)
AgraQuant® ELISA ELISA em Nenhuma informag¢@o 2-60 mg/kg 0,2 2 ~60 min
Cashew (Romer Labs sanduiche (tempo total
Division, Getzersdorf, quantitativo de
Austria) (COKAL3148) incubag&o)
Cashew ELISA Kit ELISA em Nenhuma reatividade 2-60 mg/kg 0,2 2 ~60 min
(Arigo Biolaboratories  sanduiche cruzada com 52 (tempo total
Corp, (ARG80791) espécies de plantas de
Hsinchu,Taiwan) e animal incubagéo)
AgraQuant® Plus ELISA em Nenhuma informag¢@o 1-25 mgl/kg 1 1 ~30 min
Cashew (Romer Labs sanduiche
Division, Getzersdorf, quantitativo
Austria) (COKAL3148F)
Cashew Check (Bio-  ELISA qualitativo Nenhuma informag¢@o 2-50 mg/kg <0.2 ~60 min
Check Ltd, (R-6046, R-6047) (tempo total
Denbighshire, RU) de

incubagéo)

Cashew ELISA kit ELISA guantitativo ~ Nenhuma reatividade 1-40 mg/kg 0,13 1 10 min de
(BioFront (CA2-EK-48/96) cruzada com outras extracédo
Technologies, espécies (incluindo 30min de
Tallahassee, FL, todos os frutos de teste
EUA) casca rija)
Cashew Protein Sandwich ELISA Nenhuma reatividade 243 -0,9 0.9 0.9 ~50 min
ELISA Kit (Elution (E-75CSH) cruzada com 32 mg/kg

Technologies,
Colchester, VT, EUA)

espécies de plantas

LD — limite de detecéo, LQ — limite de quantificacdo

Apesar de todas as vantagens atribuidas aos imunoensaios, estes métodos também

possuem varias desvantagens que devem ser sempre consideradas, nomeadamente os

problemas dos falso-positivos resultantes da reatividade cruzada e dos efeitos de matriz,
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e os problemas de falsos negativos, como resultado de alteragbes conformacionais e/ou
guimicas/enzimaticas nas proteinas durante o processamento alimentar (temperatura,
glicosilacdo, alteracbes de pH, formacdo de produtos de Maillard, fermentagéo, hidrélise
parcial) (Costa et al., 2014).

SubstrmeD
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Substrate i;x c )
-
( Secondary
9 L3 antibody
conjugate
Primary

, | Primary
cé’ﬁf&%%‘fé antibody Capture p
antibody Y
Direct Assay Indirect Assay Capture Assay

“Sandwich”

Figura 2 - Esquema dos diferentes tipos de ELISA direto, indireto e em sandwich

(www.thermofisher.com).

Imunossensores

Atualmente, a aplicacdo de biossensores como plataformas alternativas para a detecéo
de alergénios em alimentos tornou-se um dos campos mais emergentes. Quando
comparado com outros métodos a base de proteinas (ex. ELISA), os biossensores séao
considerados como técnicas de detecao rapida, de simples execuc¢do, reprodutiveis, de
baixo custo e com a vantagem de permitir detecdo simultdnea de mdultiplos alergénios.
Além destas vantagens, os biossensores sdo de facil utilizacdo e com viabilidade para
automatizacao, tornando possivel a sua potencial aplicacdo & escala industrial para a
monitorizacdo em tempo real da presenca de alergénios em alimentos (Pilolli et al.,
2013).

Os biossensores baseiam-se na detecdo direta do alvo através do reconhecimento de
uma determinada interacdo biolégica por um recetor e a molécula alvo (proteina ou ADN)
(Prado et al., 2015; Schubert-Ullrich et al., 2009). Esta interacdo pode ser registada por
diferentes transdutores (6tico, piezoelétrico ou eletroquimico), os quais registam o sinal e
processam-no numa medida proporcional & concentragdo de um alvo especifico
(Schubert-Ullrich et al., 2009).

Atualmente, alguns biossensores usando anticorpos como recetores (imunossensores)
tém vindo a ser desenvolvidos para a analise dos alergénios alimentares (Alves et al.,
2015). Rebe Raz et al. (2010) desenvolveram um sensor de microarray onde imobilizaram

0s anticorpos especificos acoplados a um transdutor 6tico para a detecdo simultadnea de
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12 ingredientes alergénicos, incluindo o caju. O dispositivo permitiu a detecdo de 0,4 e

0,9 mg/kg de caju em matrizes complexas e processadas, biscoitos e chocolates,

respetivamente (Tabela 3). Estes LD sdo semelhantes aos registados com os kits ELISA

comerciais (Tabela 2), podendo estes chips constituirem uma excelente alternativa para

detecd@o mdltipla de diferentes alimentos alergénicos num mesmo ensaio.

Tabela 3 - Técnicas proteicas (ELISA, LC-MS e imunossensores) para a detecdo de caju em

alimentos
Método Anticorpo/alvo Reatividade cruzada  Nivel de Matriz alimentar Referéncia
sensibilidade
ELISA em IgG de coelho e Reatividade cruzada LD - 1 mg/kg Farinhas de trigo Wei et al. (2002)
Sandwich cabra contra ligeira com sementes de fortificadas, chocolates, (2003)
anacardein. girassol, pistacio, noz e cereais e especiarias.
noz pecan. Produtos comerciais
(snacks indianos).
ELISA em Anticorpos Reatividade cruzada com LQ - 1 mg/kg Biscoitos enriquecidos, Gaskin et al. (2009)
Sandwich policlonais de aveld e pistacio de um chocolate e gelado.
ovelha e coelho painel de 99
contra caju alimentos/ingredientes.
torrado.
ELISA em IgG policlonais deReatividade cruzada com LD — 0,11 mg/kg, Biscoitos enriquecidos Gaskin et al. (2011)
Sandwich ovelha, cabrae aveld e pistaciodeum LQ-0,46 mg/kg em aglcar, leite
coelho contra painel de 101 achocolatado, e gelado
caju cru e torrado ingredientes (especiarias, de baunilha. Produtos
sem gordura. frutos de casca rija, frutos comerciais.
entre outros).
ELISA de Anticorpos Nenhuma reatividade LD - 1 mg/kg Leite enriquecido e Rejeb et al. (2005)
rastreamento  policlonais de cruzada dentro de 23 chocolate preto.
para multiplos coelho contra espécies de plantas e
alergénios proteinas de caju.animal (incluindo frutos
de casca rija).
Sistema N&o mencionado Reatividade cruzada com LOD - 5 ng/mL Caju cru. Outros frutos  Cho et al. (2015)
multiplex de aveld, castanha do Brasil, de cascarija e
esferas e pistacio. Possivel materiais de referéncia.
magnéticas reatividade com améndoa
e noz.
Chip de Anticorpos Reatividade cruzada Biscoitos: Biscoitos enriquecidos  Raz et al. (2010)
anticorpos em policlonais contra pronunciada com o LD - 0,4 mg/kg e chocolates.
microarray com o caju. pistacio. Reatividade LQ - 2,3 mg/kg
detecéo iSPR cruzada moderada com Chocolates:
aveld, castanha do Brasil LD — 0,9 mg/kg
e améndoa. LQ - 3,1 mg/kg
LC-ESI-LIT- Anao2(2 Nenhuma reatividade Modo MS?: Bolachas modelo. Bignardi et al.
MS? vs péptidos) cruzada com améndoa, LD - 14 mg/kg (2010)
LC-ESI-LIT- aveld, noz e amendoim. LQ - 46 mg/kg
Ms® Modo MS®:
LD - 30 mg/kg
LQ - 98 mg/kg
LC-ESI-MS Anao2 (2 Nenhuma reatividade Bolachas: Chocolates e bolachas Bignardi et al.
péptidos) cruzada com améndoa, LD - 0,5 mg/kg modelos. (2013)
aveld, noz e amendoim. LQ — 1,6 mg/kg
Chocolates:
LD - 15 mg/kg
LQ - 50 mg/kg
LC-MS/MS Anao2 (2 Nenhuma reatividade LD - 1 mg/kg Bolachas, biscoitos, Sealey-Voyksner et
péptidos) cruzada com outros bolos e farinhas. al. (2016)
Anao 3 (2 frutos de casca rija.
péptidos)
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Espetrometria de massa

A répida e constante evolucdo da protedmica permitiu a sua aplicacdo na caracterizacao
eficiente de proteinas alimentares. Dado o crescimento no desempenho e versatilidade
dos instrumentos de espetrometria de massa, hoje em dia, € possivel estabelecer
estratégias analiticas inovadoras para a detecdo, caracterizacdo e quantificacdo de
alergénios alimentares (Cunsolo et al., 2014; Faeste et al., 2011; Monaci et al., 2009).
Estas sé@o habitualmente acopladas a aparelhos de cromatografia liquida (LC), permitindo
desenvolver sistemas com elevada precisdo, especificidade, sensibilidade e
reprodutibilidade (Monaci et al., 2009; Picariello et al., 2011). Para além destas
vantagens, a tecnologia MS possibilita a detecdo direta da/o proteina/péptido alvo
(permitindo a identificacdo inequivoca dos analitos), eliminando o fendmeno de
reatividade cruzada associado a interagdo com um recetor bioloégico (Monaci et al., 2009).
A detecao, quantificacdo e caracterizagdo dos alergénios alimentares por métodos MS
baseiam-se em duas estratégias principais: a “bottom-up” e a “top-down”. A primeira
(mais utilizada para o rastreio dos alergénios) baseia-se na andlise de péptidos
marcadores obtidos por digestéo triptica das proteinas em gel ou em solugdo, enquanto a
segunda identifica diretamente as proteinas intactas (geralmente para a caracterizagao
das proteinas alergénicas) (Monaci et al., 2009; Picariello et al., 2011; Prado et al., 2015).
A escolha entre a digestdo das proteinas em gel ou em solu¢do dependera do tipo de
andlise a realizar por MS. A digestdo em gel é executada normalmente para a analise do
perfil (fingerprint) de péptidos através da espetrometria de MALDI-TOF-MS (matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry). A digestdo em
solucdo € usada para a analise direta dos péptidos. A separacdo dos péptidos/proteinas
é efetuada através de um sistema de LC de fase reversa acoplado a uma plataforma de
MS com ionizagdo por eletrospray (ESI-MS/MS) e isolamento por monitorizacdo de
reagdo selecionada (SRM) ou monitorizagdo de reagdes multiplas (MRM) (Cunsolo, et al.,
2014; Harrer et al., 2010).

Relativamente ao caso do caju, trés metodologias baseadas em sistemas MS foram
desenvolvidas para a sua detecéo e quantificacdo em alimentos processados (Tabela 3).
Os sistemas MS propostos visavam a identificagdo de vérios alvos em simultaneo,
permitindo a discriminacdo do caju de outros frutos de casca rija (ex. améndoa, noz,
aveld) em diferentes matrizes alimentares (bolachas, chocolates, biscoitos, bolos e
farinhas) (Bignardi et al., 2010; Bignardi et al., 2013; Sealey-Voyksner et al., 2016). Para
a identificag&o inequivoca do alimento alergénico foram utilizados pelo menos 2 péptidos
com alvo em 2 proteinas alergénicas (Ana o0 2 e Ana 0 3) como marcadores de espécie.

Os péptidos marcadores néo evidenciaram reatividade cruzada com outros péptidos de
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frutos de casca rija (Tabela 3), permitindo limites de detecdo na ordem dos 0,5-100
mg/kg. Em geral, os limites de detecdo e de quantificacdo propostos pelos métodos MS
foram superiores aos reportados para kits ELISA comerciais (0,2-1 mg/kg) (Tabela 2) ou
desenvolvidos academicamente (0,1-1 mg/kg) (Tabela 3). Tal como para outros métodos
baseados na analise de proteinas (ex. ELISA ou LFD), as sensibilidades dos métodos por
MS também sao afetadas pelo efeito da matriz alimentar (Tabela 3). Assim, os limites de
detecdo e quantificacdo foram consideravelmente superiores para a analise de caju em
alimentos complexos e/ou muito processados (ex. chocolates) (Bignardi et al., 2013). Os
sistemas MS sao considerados excelentes alternativas para a detecdo e quantificacao
direta de alergénios alimentares, mas o0 elevado custo dos equipamentos MS e a
necessidade de pessoal especializado para a manutengédo de plataformas MS deverao

ser principais fatores a considerar.

Metodologias baseadas na analise de ADN

Atualmente, as técnicas baseadas no ADN tém sido encaradas com um interesse
crescente para a analise de alergénios em alimentos (Johnson et al., 2011). Comparadas
com as proteinas, as moléculas de ADN apresentam elevada integridade mesmo apos
serem submetidas as condices severas do processamento alimentar. E por isso uma
excelente alternativa para a avaliacdo de alimentos processados, apesar de identificar o
alvo alergénico de modo indireto. Estas técnicas sdo de facil implementacao e tém sido
utilizadas como ferramentas de confirmacdo na identificacdo de alimentos alergénicos
(Costa et al.,, 2014; Costa, Mafra, Carrapatoso et al., 2012; Johnson et al., 2011). Os
métodos aplicados & andlise de alergénios baseiam-se sobretudo na amplificagdo de
sequéncias especificas através da técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase). A
especificidade e seletividade da amplificacdo estdo estritamente relacionadas com a
utilizacdo de primers desenhados especificamente para a sua hibridacdo numa porgéo
estudada de ADN que codifica para um determinado marcador de espécie ou do proprio
alergénio (van Hengel, 2007). De salientar que, nos ultimos anos, varias técnicas de
biologia molecular tém sido desenvolvidas como abordagens altamente especificas e
sensiveis para a identificacdo de alergénios alimentares (Costa, Mafra, Kuchta et al.,
2012; Costa, Mafra, & Oliveira 2012; Costa et al., 2013).

PCR qualitativa

A PCR é uma técnica utilizada em biologia molecular para gerar milhares a milhdes de

cépias de uma dada sequéncia de ADN a partir da amplificacdo de uma ou algumas
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cadeias de ADN (Johnson et al., 2011; Rodriguez-Lazaro et al., 2013; Wilson et al.,
2010). O processo consiste basicamente em utilizar os mecanismos da replicagdo in vitro,
requerendo um conjunto de componentes necessarios para a producdo de novos
produtos. Os componentes que se encontram numa mistura de PCR convencional
incluem um par de oligonucleétidos (primers) complementares as cadeias de ADN alvo,
nucleétidos contendo as diferentes bases azotadas (timina, adenina, guanina e citosina)
(dNTP) para a construgao das novas cadeias de ADN, a Taq polimerase e o seu cofator
(Mg?") que permite estimular a atividade da enzima, o tamp&o para fornecer e estabilizar
as condi¢des Gtimas de atividade da enzima e o ADN alvo.

Cada ensaio de PCR possui um programa especifico e adequado ao alvo, a amostra e
aos constituintes nucleotidicos da mistura envolvida. Cada ciclo consiste em trés fases
(Figura 3) (Rodriguez-Lazaro et al., 2013; Wilson et al., 2010):

v' Desnaturacdo: onde ocorre a rutura das pontes de hidrogénio que mantém as
cadeias duplas unidas. Estas separam-se apds serem sujeitas a temperaturas
elevadas (94-96 °C);

v Hibridagdo: ligacéo dos primers as cadeias de ADN simples, ocorrendo geralmente a
temperaturas mais baixas (50-65°C). De salientar que nesta fase cada primer liga-se
as extremidades 3’ do fragmento para que a polimerase possa identifica-las;

v' Extensdo: normalmente ocorre a 72°C, que é temperatura 6tima da atividade
enzimatica da Taq polimerase, permitindo que esta adicione os dNTP de 5’ para 3

criando as cadeias complementares do fragmento alvo.
A cada ciclo, as copias de ADN geradas vao servindo de molde para as copias seguintes,

permitindo uma amplificagdo a escala exponencial. Apés 25 a 40 ciclos, os produtos da

PCR séao avaliados qualitativamente de forma rapida por eletroforese em gel de agarose.
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Figura 3 - Esquema simplificado de um ciclo de PCR. ds, dupla cadeia (Wilson et al., 2010).

PCR em tempo real

A PCR em tempo real permite monitorizar a cinética da reagcéo e da amplificacao do alvo
em tempo real. Baseia-se na aquisicdo de um sinal de fluorescéncia a cada ciclo,
resultando na construcdo de curvas de amplificacéo e de calibracdo (Rodriguez-Lazaro et
al., 2013). Estas ultimas possibilitam a quantificacdo do alvo apdés a andlise prévia de
padrdes ou da normalizacdo da técnica (Wilson et al., 2010). A PCR em tempo real
apresenta varias vantagens em relagdo a PCR convencional, nomeadamente maior
rapidez e simplicidade de andlise dos produtos, maior sensibilidade, possibilidade de
guantificacdo numa gama alargada grandezas (até 8 ordens de magnitude) e a
amplificacdo de fragmentos pequenos, permitindo a analise de alimentos complexos e
muito processados (Prado et al., 2015).

Contudo, é importante realcar que a performance dos métodos baseados na PCR
(qualitativa e em tempo real) é altamente dependente da qualidade, integridade e
guantidade do ADN a analisar. Neste contexto, o método de extragcdo de ADN de
alimentos é determinante, tendo especial relevancia nos alimentos com elevado grau de
processamento. Deste modo, a selecdo do protocolo de extragcdo do ADN deve ter em
conta o tipo e origem do material (animal, vegetal) e os processamentos alimentares a
que foi submetido (cru, processado termicamente) (Johnson et al., 2011).

Existem dois tipos de PCR em tempo real que se distinguem pelo método usado na
aquisicdo de sinal de fluorescéncia (Prado et al., 2015). O uso de corantes de

fluorescéncia é um dos métodos mais usados que permite a aquisicdo de sinal pela
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emissao de fluorescéncia quando o corante se intercala com as cadeias duplas de ADN
(Figura 4). O corante universal de cianina SYBR Green é o fluor6foro mais usado, pois
possui uma eficiéncia de hibridacdo a cadeia dupla de cerca de 100 vezes superior ao
brometo de etidio (Prado et al., 2015). A andlise das curvas de desnaturagdo (melting)
que pode ser efetuada apds a aquisicdo da fluorescéncia, permitindo a confirmagéo da
identidade dos fragmentos e a monitorizagdo da especificidade da amplificagdo. A
emissao de fluorescéncia da-se a 480 nm, sendo possivel apds estimulo do corante com
luz azul (520 nm) e a ligacdo deste as cadeias duplas que estdo a ser amplificadas. A
medicao da fluorescéncia é consequentemente efetuada no fim da extensado, antes que a
desnaturagéo ocorra e o sinal de fluorescéncia decaia (Rodriguez-Lazaro et al., 2013).
Mais recentemente surgiram novos corantes com maior potencial fluorescente,
estabilidade e especificidade para as cadeias duplas de ADN, chamados de corantes de
nova geracdo como EvaGreen (Costa, Mafra, & Oliveira 2012). Adicionalmente, estes
corantes tém também a vantagem de serem usados em maiores concentragdes
(aumentando o sinal de fluorescéncia) mas com menor ruido, tornando a reagdo mais

eficiente.

primer q’ SYBR Green
SR S OPL

template DNA  pNo
fluorescence

B N e A S AN
W\N\N\/\N
l emitted light

Fluorescence

Figura 4 - Esquema simplificado do funcionamento de corantes tipo SYBR Green™ (Rodriguez-

Lazaro et al., 2011).

Como alternativas aos corantes de fluorescéncia existem as sondas especificas de
hidrélise (sondas TagMan™, Figura 5) ou de hibridacdo (Molecular Beacon™, Figura 6),
sondas Scorpion™) que funcionam como um terceiro primer, permitindo conferir maior

especificidade a amplificacdo (Prado et al., 2015; Rodriguez-Lazaro et al., 2013). Estas
sondas consistem em oligonucledtidos especificos complementares ao fragmento a

amplificar ao qual estédo ligados um fluoréforo e um neutralizador (quencher) em cada
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uma das suas extremidades. Ao contrario dos corantes de fluorescéncia que emitem sinal
sempre que se ligam a uma cadeia dupla de ADN, o fluor6foro da sonda s6 emite
fluorescéncia quando este é clivado desta pela Taq polimerase. Ao realizar a extenséo, a
polimerase liberta o fluor6foro e o neutralizador (quencher), que ao serem afastados em
solucdo permite ao aparelho registar a fluorescéncia emitida pelo fluoréforo (Garcia-
Canas et al., 2004; Rodriguez-Lazaro et al., 2013).

Fluorescence absorbed

Reporter fluorescence

0 Probe cleavage
& ~—

Figura 5 - Mecanismo de acédo das sondas TagMan™ (Rodriguez-Lazaro et al., 2013).

Molecular Beacon™ . ﬁ ] E ‘:! ,}/5
(TN T Y Y Vi
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5

Figura 6 - Mecanismo de acao dos Molecular Beacon™ (Garcia-Cafias et al., 2004).

Para a quantificagdo dos produtos de PCR, a aquisicdo de fluorescéncia permite
correlacionar o namero de ciclos com o logaritmo da quantidade/concentragdo do analito,
através do estabelecimento de uma curva de amplificagdo em que é representada a
fluorescéncia emitida em funcdo do numero de ciclos (Smith et al., 2009). O ciclo de
guantificacéo (Cq) € determinado pelo valor de interce¢do da curva de amplificacdo com
o valor limite threshold, zona onde o produto formado é diretamente proporcional a
gquantidade de ADN inicial (Prado et al., 2015; Rodriguez-Lazaro et al., 2013). Em cada
curva de amplificacéo, é possivel distinguir trés fases (Figura 7) (Rodriguez-Lazaro et al.,
2013; Smith et al., 2009):

25



i. Fase de iniciacdo: ocorre nos primeiros ciclos da PCR em que a emissédo de
fluorescéncia das amostras nao é distinguida da linha de base;

ii. [Fase exponencial: ocorre um aumento exponencial da fluorescéncia,

identificando-se um sinal maior do que o ruido e podendo ser correlacionado com

a quantidade inicial de ADN das amostras;

iii. Fase “plateau”: os reagentes ficam esgotados e ndo se observa aumento da

fluorescéncia, salientando-se uma diminui¢éo da eficiéncia da reagéao.

Amplification Curve
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£ 16.633
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Figura 7 - Curva de amplificacdo da PCR em tempo real (Rodriguez-Lazaro et al., 2013).

Considera-se que o Cq é o valor minimo de ciclos para o qual a fluorescéncia é
significativamente superior ao ruido, ou seja, quando o sinal de fluorescéncia é detetado
pela primeira vez (Smith et al., 2009). A partir do Cq, consegue-se determinar a
concentracdo inicial do ADN alvo que serd inversamente relacionada com este
(Rodriguez-Lazaro et al., 2013). Esta estratégia permite a quantificacdo tanto absoluta,
através da aquisicao de sinal de fluorescéncia de padrbes obtidos por diluicdo seriada do
alvo, quanto relativa. Posteriormente, uma curva de calibragdo é construida a partir dos
valores de Cqg de cada diluicio em funcdo do logaritmo da concentracdo do alvo
(absoluta ou relativa). O Cq determinado das amostras desconhecidas é interpolado a
curva de calibracdo obtida por regressédo, permitindo o célculo da concentracgédo inicial em
estudo (Smith et al., 2009).

No ambito da andlise dos alergénios, a técnica de PCR em tempo real é das mais
utilizadas. Com vantagens como custo e tempo de andlise razoaveis e semelhantes aos
imunoensaios, e requisitos moderados de grau de especializacdo dos analistas e dos
destes sistemas excelentes alternativas

equipamentos, fazem

para a
deteg&o/quantificagdo de alergénios em alimentos. Para além disso, a sua elevada
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especificidade, conseguida pela escolha adequada dos primers, reduz significativamente
o fendmeno de reatividade cruzada observado nos métodos proteicos (Costa et al., 2014;
Costa et al., 2015). Atualmente, alguns kits de PCR em tempo real para a detecdo do
caju ja se encontram comercialmente disponiveis, ainda que em menor escala que 0s
imunoensaios (ex. ELISA, LFD). A tabela 2 apresenta alguns kits de PCR em tempo real
para a identificacdo qualitativa do caju huma ampla variedade de matrizes alimentares.
As alegadas sensibilidades de 1 a 5 copias de ADN gendmico estdo, no entanto,
dependentes do efeito de matriz. Como era de esperar, estas técnicas ndo apresentam
reatividade cruzada entre o caju e outros alimentos alergénicos testados.

Além dos kits comerciais, existem alguns métodos de PCR em tempo real reportados na
literatura para a detecdo/quantificacdo especifica do caju cru ou processado (ex.
chocolates, gelados, pesto) (Tabela 4) (Brzezinski 2006; Ehlert et al., 2008; Lopez-Calleja
et al., 2015; Piknova et al., 2007).

A maioria das técnicas de PCR em tempo real propostas para quantificagdo do caju tem
como alvos os genes unicépia (Ana o 1, Ana o 2 e Ana 0 3), existindo apenas um método
com alvo numa regido multicopia (internal transcriber spacer ribossomal - ITS). Na
vertente de quantificacdo do alvo, os genes unicépia tém sido mais utilizados por
existirem nas células num ndmero mais constante, logo apresentando menor
variabilidade entre tecidos, permitindo a reprodutibilidade dos resultados (Prado et al.,
2015). Contudo, os sistemas de PCR em tempo real com alvo em genes unicOpia
apresentam menor sensibilidade (~100 mg/kg de caju), comparando com a detecdo de
um marcador multicopia (0,1 mg/kg de caju) (Tabela 4). De referir que estes sistemas
exibem elevada especificidade, ndo tendo sido evidenciados fenébmenos de reatividade
cruzada entre o0 caju e outras espécies (plantas e animais).

A PCR em tempo real pode também ser utilizada em sistema multiplex, permitindo a
detecdo simultanea de varios alergénios num unico ensaio. Dois sistemas de PCR em
tempo real com detecdo multiplex foram desenvolvidos para quantificar caju com elevada
especificidade e sensibilidade numa ampla variedade de alimentos (Tabela 4) (Koppel et
al., 2012; Pafundo et al., 2010).

Ligation-dependent Probe Amplification

Uma nova alternativa da PCR propde a sua aplicacdo como técnica de andlise adequada
na area alimentar, particularmente na detecdo de alergénios com o objetivo de eliminar
algumas das dificuldades associadas aos sistemas multiplex. O método (ligation-
dependent probe amplification - LPA) consiste na amplificacdo de produtos de PCR

resultantes da ligacdo de sondas de hibridacdo bipartidaria especificas, usando um Unico
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par de primers para a amplificacdo simultinea de vérios alvos (PCR competitiva). A
eficiéncia de amplificagcdo de todos os fragmentos alvo é, por isso, semelhante. O
fragmento resultante é de tamanho Unico e € quantificado apds a sua separagdo por
eletroforese capilar (Prado et al., 2015).

Tabela 4 - Técnicas de ADN (PCR em tempo real, LPA, microarrays) para a detecdo de caju em

alimentos

Método Gene Reatividade cruzada  Matrizes Nivel de Referéncias
alvo sensibilidade

PCR em tempo 2S Sem reatividade cruzada Misturas modelo de biscoitos 5 pg de ADN de Brzezinski

real (sonda albumina com noz, amendoim, de chocolate com caju caju. 100 mg/kg (2006)

TagMan) (Ana o 3) avela améndoa e caju em biscoitos

castanha do Brasil

de chocolate

PCR em tempo 2S Sem reatividade cruzada Misturas modelo de cajuem 1,25 pg de ADN de Piknova et al.

real (sonda albumina com 17 espécies de nogado de pistacio. caju. 100 mg/kg de (2007)
TagMan) (Ana o 3) plantas (incluindo frutos Produtos comerciais (snacks, caju em nogado de

de casca rija) chocolate, cereais de pistacio

pequeno-almoco, bolachas)

PCRemtempo Anao3 Sem reatividade cruzada Misturas modelo de cajuem  0,5pg de ADNde  Ehlertetal.
real com as 56 espécies de  pesto de manjericdo. Produtos caju. (2008)
(sonda TagMan) plantas e animais comerciais (pesto, gelados, 2 mg/kg de caju

(incluindo frutos de doces, biscoitos, cremes) em pesto de

casca rija) manjericao
PCR em tempo Internal  Sem reatividade cruzada Misturas modelo de cajucrue 0,1 mg/kg de caju Lopez-Calleja

real (sonda Transcrib com 49 espécies de
TagMan) ed plantas e animais

processado termicamente em
farinha de trigo. Produtos

cru e processado
termicamente em

et al. (2015)

Spacer comerciais (chocolates, pdo, farinha de trigo
(ITS1) bolachas, cereais, produtos de
carne)
PCR em tempo Anaol Nenhuma reatividade Caju em diferentes misturas 0,5 pg de ADN de Pafundo et al.
real (sistema cruzada com 13 de frutos de casca rija. caju (2010)
multiplex com espécies de plantas Produtos comerciais
SYBR GreenER) (bolachas, chocolates e
crackers)
PCRemtempo Anao3 Reatividade cruzada Misturas modelo de salsichas 32 mg/kg e 5 Koppel et al.
real (sonda ligeira com pistachio de com caju e biscoitos de arroz  mg/kg de caju em (2012)
TagMan, Sistema um painel de 42 com caju. Produtos comerciais salsichas cozidas
em multiplex) espécies de plantas e (chocolates, sanduiches, e biscoitos de
animal cremes) arroz,
respetivamente
Amplificagcdo por Ana o3 Nenhuma reatividade Misturas modelo de cajuem 5 mg/kg de caju Ehlert et al.
sonda dependente cruzada com 56 pesto. Produtos comerciais em pesto (2009)
de ligacao (LPA) espécies de plantas e (pesto, gelados, doces,
(sistema multiplex) animal (incluindo frutos  biscoitos, cremes, molhos)
de casca rija)
Biossensor 6tico Ana o3 Nenhuma reatividade Misturas modelo de cajuem 0,5 pgde ADNde  Wang et al.
de chip em cruzada entre as milho em p6. Produtos caju (2011)
camada fina espécies usadas no comerciais (bolachas, raspas 10 mg/kg de caju

acoplado a PCR
(sistema multiplex)

biossensor (carne, soja, de chocolate, cereais)
peixe, camarao, frango,
trigo, amendoim, caju)

em milho em p6

Um sistema LPA foi desenvolvido por Ehlert et al. (2009) para a dete¢do simultanea de
10 alimentos alergénicos, incluindo o caju, em varias matrizes alimentares (ex. biscoitos,
chocolates). A especificidade das sondas foi avaliada através de teste reatividade

cruzada com 56 espécies de plantas e animais, assegurando a auséncia de
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amplificagbes ndo especificas. O sistema LPA permitiu detetar caju até um limite de 5
mg/kg em pesto (Tabela 4).

Genossensores/Microarrays

Os biossensores baseados na detegdo de ADN, conhecidos como genossensores, tém
vindo a desempenhar um papel importante na detecdo de fragmentos de sequéncias de
ADN especificos. Estes sistemas baseiam-se numa tecnologia similar a dos
imunossensores, apenas diferindo na interacao bioldégica que corresponde a ligacao entre
uma sequéncia ADN/ARN alvo e uma sonda complementar especifica que funciona como
recetor (Alves et al., 2015; Prado et al.,, 2015). Tal como 0Ss imunossensores, 0S
genossensores apresentam varias vantagens, tais como a facil execucao, simplicidade,
baixo custo, possivel automatizacdo e elevadas sensibilidade e especificidade. A
montagem de varios genossensores em plataformas de microarray possibilita a
identificacdo/quantificacdo de varios alvos simultaneamente, permitindo um maior
desempenho e menor tempo de analise.

Um chip de microarrays com detegdo otica em camada fina acoplada a um sistema de
PCR em tetraplex foi desenvolvido com sucesso para a detecdo de 8 alergénios em
alimentos processados (Wang et al., 2011). O sistema proposto reporta a detecdo do caju
com LD relativo de 10 mg/kg em farinha de milho e um LD absoluto de 0,5 pg de ADN
gendmico (Tabela 4). N&o se observa qualquer fendmeno de reatividade cruzada entre as

espécies testadas, sendo aplicado a uma ampla variedade de produtos comerciais.

OBJECTIVO E AMBITO DO TRABALHO

Nos ultimos anos, o numero de reacdes alérgicas induzidas pelo consumo de caju tem
vindo a aumentar, principalmente nos paises industrializados. Para evitar potenciais
riscos para a saude consumidores alérgicos, o desenvolvimento e aplicacdo de
metodologias analiticas adequadas representam excelentes ferramentas para a gestao
industrial de alimentos processados contendo ingredientes alergénicos, facilitando a sua
subsequente monitorizacdo por parte das entidades reguladoras.

Desta forma, o objetivo deste trabalho centrou-se no desenvolvimento de marcadores
moleculares para a detecdo de alergénios do caju, utilizando as técnicas de PCR
qualitativa e PCR em tempo real com sondas de hidrolise. Neste contexto, trés genes que
codificam as proteinas alergénicas Ana o 1, Ana o 2 e Ana o 3 foram avaliados, tendo

sido desenvolvidos e otimizados trés métodos de PCR qualitativa. Para tal, trés conjuntos
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de primers com alvo em cada um dos genes foram desenhados e testados in silico e
experimentalmente (reatividade cruzada com diferentes espécies animais e vegetais)
para a avaliar especificidade dos primers. Sistemas de PCR em tempo real com uso de
corante de fluorescéncia EvaGreen e alvo nos trés genes foram também desenvolvidos.
Para obviar alguns problemas de amplificagdo ndo especifica resultantes do uso do
corante EvaGreen, novos métodos com sondas de hidrolise foram desenvolvidos para os
genes que codificam os alergénios Ana 0 2 e Ana o 3. Para a otimizagdo de todas as
técnicas e na auséncia de materiais de referéncia certificados, varios conjuntos de
misturas modelos contendo caju foram preparados, nomeadamente em massa e em
farinha de trigo (n=13 misturas com quantidades de 50% a 0,0001%). Para avaliar o
efeito do processamento térmico na performance das metodologias desenvolvidas,
misturas modelo de massas e biscoitos de caju foram preparadas numa gama de
guantidades de 10% a 0.0001% (n=13). Para se proceder a quantificacdo do caju em
biscoitos, foram desenvolvidos métodos normalizados de PCR em tempo real com alvo
numa regido eucariota universal (18S rARN) e em cada um dos genes especificos para o
caju (Ana o 2 e Ana o 3). Os métodos normalizados foram validados com recurso a
amostras cegas preparadas com quantidades conhecidas de caju em biscoito e massa de

biscoito.
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COMPONENTE EXPERIMENTAL






METODOLOGIA

Preparacdo das misturas modelo

De forma a garantir a integridade do processo de preparacdo das amostras e misturas
modelo, foram sempre seguidas as regras de boas préaticas de laboratério em biologia
molecular. Antes de se proceder a trituracdo das amostras, todo o material e recipientes
usados nesta operacdo foram previamente descontaminados quimicamente com uma
solucdo de hipoclorito de sédio durante 30 minutos, de forma a evitar possiveis
contaminacgdes cruzadas com ADN de outras fontes. O caju, a massa e a farinha de trigo
foram adquiridos comercialmente e triturados com recurso a um moinho de lamina dupla
(Grindomix GMZ200, Retsch, Alemanha) utilizando recipientes diferentes de forma a
prevenir contaminagoes.

Dois conjuntos independentes de misturas modelo de caju em massa (PCM) ou caju em
farinha de trigo (PCW) foram preparadas em dias distintos para evitar contaminacdes. As
misturas modelo de caju em massa (PCM) foram preparadas por diluicdo seriada de
acordo com as quantidades descritas na Tabela 5.

Tabela 5 - Misturas binarias de caju em massa utilizadas como materiais de referéncia.

Misturas modelo Concentragao de caju Massas usadas

PCMO 0% 100 g massa

PCM50 50% (500.000 mg.kg™) 100 g massa + 100g caju
PCM10 10% (100.000 mg.kg™) 280 g massa + 70g PCM50
PCM8 8% (80.000 mg.kg™) 60 g massa + 240 g PCM10
PCM5 5% (50.000 mg.kg™) 112,5 g massa + 187,5 g PCM8
PCM4 4% (40.000 mg.kg™) 44 g massa + 176 g PCM5
PCM2,5 2,5% (25.000 mg.kg'l) 75 g massa + 125 g PCM4
PCM1 1% (10.000 mg.kg‘l) 120 g massa + 80 g PCM2,5
PCMO,5 0,5% (5.000 mg.kg™) 100 g massa + 100 g PCM1
PCMO,25 0,25% (2.500 mg.kg™) 100 g massa + 100 g PCM0,5
PCMO,1 0,1% (1.000 mg.kg™) 120 g massa + 80 g PCM0,25
PCMO,05 0,05% (500 mg.kg™) 75 g massa + 75 g PCMO,1
PCMO,01 0,01% (100 mg.kg™) 160 g massa + 40 g PCM0,05
PCMO0,005 0,005% (50 mg.kg™) 75 g massa + 75 g PCM0,01
PCMO0,001 0,001% (10 mg.kg™) 160 g massa + 40 g PCMO0,005
PCMO0,0005 0,0005% (5 mg.kg™) 75 g massa + 75 g PCM0,001
PCM0,0001 0,0001% (1 mg.kg™) 80 g massa + 20 g PCM0,0005

Resumidamente, para a primeira mistura de 50% (500.000 mg/kg) adicionaram-se 100 g
de caju com 100 g de massa. A referida mistura foi homogeneizada no moinho, sendo

retirada a quantidade necessaria para a mistura seguinte. As misturas seguintes foram
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obtidas por adi¢cbes sequenciais de massa até uma concentracdo de 0,0001% (1 mg/kg)
num total de n=17 misturas (Tabela 5). As misturas binarias de caju em farinha de trigo
(PCW) foram preparadas de forma semelhante as misturas modelo anteriores (PCM),
com as quantidades referidas na Tabela 6.

Um conjunto de misturas modelo com as quantidades 8%, 4%, 2,5% e 0,25% foram
adicionalmente preparadas com o intuito de funcionarem como amostras cegas para a
validacdo dos métodos de PCR desenvolvidos. Todas as misturas foram mantidas a

-20°C até se proceder a sua extracao.

Tabela 6 - Misturas binarias padrdo de caju em farinha de trigo utilizadas como materiais de

referéncia
Misturas modelo Concentragao de caju Massas usadas
PCWO 0% 100 g farinha de trigo (FT)
PCW1 50% (500.000 mg.kg™) 100 g FT + 100 g caju
PCW2 10% (100.000 mg.kg™) 160 g FT + 40 g PCW1
PCW3 5% (50.000 mg.kg™) 100 g FT + 100 g PCW2
PCW4 1% (10.000 mg.kg™) 160 g FT + 40 g PCW3
PCW5 0,5% (5.000 mg.kg™) 100 g FT + 100 g PCW4
PCW6 0,1% (1.000 mg.kg™) 160 g FT + 40 g PCW5
PCW7 0,05% (500 mg.kg™) 10 g FT + 100 g PCW6
PCW8 0,01% (100 mg.kg™) 160 g FT + 40 g PCW7
PCW9 0,005% (50 mg.kg™) 100 g FT + 100 g PCW8
PCW10 0,001% (10 mg.kg™) 160 g FT + 40 g PCW9
PCW11 0,0005% (5 mg.kg™) 100 g FT + 100 g PCW10
PCW12 0,0001% (1 mg.kg™) 160 g FT + 40 g PCW11
VALIDACAO
PCW13 8% (80.000 mg.kg™) 92 gFT+8gcaju
PCW14 4% (40.000 mg.kg™) 50 g FT + 50 g PCW13
PCW15 2,5% (25.000 mg.kg™) 30 g FT + 50 g PCW14
PCW16 0,25% (2.500 mg.kg™) 72 g FT + 8 g PCW15

Preparacdo de misturas modelo reais

Para avaliar o efeito do processamento térmico na performance dos métodos de PCR
propostos foram preparadas misturas modelo de massa de biscoito com quantidades
conhecidas de caju, sendo posteriormente submetidas a processamento térmico.
Inicialmente prepararam-se trés lotes de massa de biscoito cuja receita base continha
225 g de farinha de trigo com fermento, 100 g de acucar, 90 g de manteiga e 50 mL de
leite. De forma a minimizar a quantidade de massa de biscoito necessaria, as misturas
foram obtidas por diluicdo 1:10 a partir da mistura 10% ou 5% de biscoito de caju de

acordo com o descrito na Tabela 7. As misturas seguintes foram obtidas por adicbes

34



sequenciais de massa de biscoito até uma concentragdo de 0,0001% (1 mg/kg) num total
de n=13 misturas (Tabela 7). Em cada mistura foi retirada uma por¢cdo de massa de
biscoito ndo processado e congelada a -20°C até a sua extracdo. O restante da mistura
modelo foi processado termicamente em forno a 180°C durante 15 min. Deste processo,
resultaram dois conjuntos de misturas modelo, um de massas cruas e outro das

respetivas massas cozidas ou biscoitos (Figura 8).

Figura 8 - Misturas modelo de biscoitos de caju 100,000 -1 mg/kg como misturas de referéncia.

Depois de frios, os biscoitos foram triturados num moinho de lamina dupla e
armazenados a -20°C até se proceder a sua extracdo. Adicionalmente, foram preparadas
misturas modelo de 8%, 4%, 2,0% e 0,20% de e respetivos biscoitos, como misturas
cegas para validacdo (Tabela 7 e Figura 9).

Figura 9 - Misturas cegas de biscoitos de caju usados para validacao
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Tabela 7 - Misturas modelo de biscoitos de caju utilizadas como misturas de referéncia.

Misturas Modelo

Concentracdo de caju

Quantidades usadas

BCO 0% 200 g massa de biscoito (MB)
BC1 10% (100.000 mg.kg™) 180 g MB + 20 g caju
BC2 1% (10.000 mg.kg™) 180 g MB + 20 g BC1
BC3 0,1% (1.000 mg.kg™) 180 g MB + 20 g BC2
BC4 0,01% (100 mg.kg™) 180 g MB + 20 g BC3
BC5 0,001% (10 mg.kg™) 180 g MB + 20 g BC4
BC6 0,0001% (1 mg.kg™) 180 g MB + 20 g BC5
BC7 5% (50.000 mg.kg™) 190 g MB + 10 g caju
BCS8 0,5% (5.000 mg.kg™) 180 g MB + 20 g BC7
BC9 0,05% (500 mg.kg™) 180 g MB + 20 g BC8
BC10 0,005% (50 mg.kg™) 180 g MB + 20 g BC9
BC11 0,0005% (5 mg.kg™) 180 g MB + 20 g BC10
VALIDAGAO

BC12 8% (80.000 mg.kg™) 230 g MB + 20 g caju
BC13 4% (40.000 mg.kg™) 125 g MB + 125 g BC12
BC14 2,0% (25.000 mg.kg™) 100 g MB + 100 g BC13
BC15 0,20% (2.500 mg.kg™) 180 g MB + 20 g BC14

Amostras para avaliacédo da reatividade cruzada

Para avaliar a especificidade dos primers foram analisadas diferentes plantas usadas

como alimentos, num total de n=41 espécies que estao representadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Descri¢cdo das amostras usadas para teste de reatividade cruzada

Cédigos Descrigdo Caodigos Descrigao
ANO03 Noz Macadamia AN98 Tomate cereja
AN36 Pistacio torrado e salgado AN99 Miolo de aveld
AN37 Amendoim torrado e salgado AN118 Castanha do Brasil
AN38 Favas fritas AN119 Noz pecan
AN40 Miolo de pinh&o AN132 Maizena

AN41 Castanha AN144 Pao ralado
AN43 Péssego AN146 Caju cru

AN44 Farinha de trigo C4.2 Milho

AN46 Arroz PHPO Massa crua
AN49 Pevide torrada WMO Farinha de milho
ANS50 Ameixa preta WRO Farinha de arroz
AN53 Alperce EM21 Erva principe
AN55 Colza EM29 Hortela-pimenta
AN56 Girassol EM32 Malva

AN57 Tremoco cozido EM33 Sene

ANGO Aveia grao EM35 Tilia

ANG61 Cevada gréo EM39 Passiflora

ANG62 Centeio gréo EM44 Cardo mariano
ANG63 Soja EM46 Manijericéo
AN76 Améndoa EM47 Coentros

AN78 Noz H. and Hipericum androsaemum
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Extracdo do ADN

Para a extracdo do ADN das misturas modelos e das espécies testadas na reatividade
cruzada, foram usados dois kits de extracdo de ADN disponiveis comercialmente:
NucleoSpin Food kit e NucleoSpin Plant 1| DNA extraction kit (ambos da Macherey-Nagel,

Duren, Alemanha).

Método NucleoSpin Food

O método Nucleospin Food kit foi realizado de acordo com as recomendac¢des do
fabricante, com ligeiras alteracdes. Brevemente, 200 mg de cada amostra/mistura,
previamente homogeneizados, foram pesados para tubos de reacdo esterilizados de
2 mL. Para promover a rotura das células (lise), adicionaram-se 750 pL de tampao de lise
CF pré-aquecido a 65°C e 10 pL de solucdo de proteinase K (10 mg/mL). Apés vortex
vigoroso, os tubos foram incubados por 60 min a 65°C num termobloco (Eppendorf
Thermomixer Comfort, Hamburg, Alemanha) com uma agitagdo de 950 rpm. Apos
incubacao, os tubos foram colocados a temperatura ambiente, tendo-se adicionado 4 pL
de solucdo de RNAse (2 mg/mL). Deixou-se incubar & temperatura ambiente durante 5
minutos. De seguida, centrifugou-se a 17.000xg durante 10 min a 4°C. Transferiu-se
delicadamente o sobrenadante para tubos de 1,5 mL, repetindo-se a centrifugacéo por 5
minutos de modo a garantir a eliminacdo de material que ainda esteja em suspenséo. De
seguida, pipetaram-se aproximadamente 450-500 pL de sobrenadante para um novo tubo
de reagdo de 2,0 mL, adicionando-se iguais volumes de reagente de ligagdo ao ADN (C4)
e de etanol absoluto. ApGs agitacdo por inversdo, todo o contetdo foi transferido para
uma coluna de silica e centrifugado a 11.000x g por 1 minuto a temperatura ambiente.
Nota: o volume maximo da coluna é 750 pL, por isso, 0 passo anterior necessitou de ser
repetido 2-3 vezes. O ADN fica retido na coluna de silica que foi lavada 3 vezes com 400
puL de CWQ, 700 pL e 200 pyL de C5 com centrifugacdes de 1 min a 11.000x g a
temperatura ambiente. Na ultima lavagem com C5, a centrifugagéo é feita durante 2 min
nas mesmas condi¢des para secar a coluna. Por fim, a eluicdo do ADN foi efetuada para
um novo tubo de 1,5 mL com 50 pL de tampao de eluicdo CE pré-aquecido a 70°C, ap6s
incubacado por 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugacdo por 1 minuto a 11.000x
g. Esta operacéo foi repetida duas vezes, obtendo-se um volume final de extrato de 100
L. Os extratos foram armazenados a -20°C apods terem-se efetuado as diluicbes
adequadas. Aquando do uso da RNAse, todas as extracoes foram realizadas em lotes de
6 amostras de modo a garantir a correta atividade da RNAse e com um branco para

controlar eventuais contaminac¢des durante as extracoes.
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Método NucleoSpin Plant

Este método foi exclusivamente usado para a extracdo das plantas testadas em ensaios
de avaliacdo de reatividade cruzada. A 200 mg de amostra, juntaram-se 600 pL de
tampdao de lise PL2 (contendo dodecilsulfato de sodio - SDS) pré-aquecido a 65°C e 20
pL de RNAse A (10 mg/mL). Os tubos foram incubados num termobloco por 60 min a
65°C, tendo o cuidado de homogeneizar por vértex de 15 em 15 minutos para garantir
uma melhor lise celular. Juntou-se as misturas 150 pL de tampé&o PL3, as quais foram de
novo homogeneizadas por vértex e incubadas em gelo por 5 minutos para a precipitacdo
do SDS. De seguida, transferiu-se o conteddo para uma coluna de purificacdo e
centrifugou-se por 2 minutos a 11.000xg de modo a eliminar os residuos. Apos filtracéo,
rejeitou-se a coluna e adicionaram-se 450 pL de tampdo PC ao sobrenadante,
homogeneizando-se a mistura por inversédo. Esta etapa permitiu ajustar as condi¢des de
ligagdo do ADN a coluna. Transferiu-se todo o conteldo da mistura para uma nova
coluna de silica e centrifugou-se a 11.000xg por 1 min. Devido a capacidade maxima de
750 pL da coluna, a mistura foi eluida 2-3 vezes. O ADN fica retido na coluna de silica
gue foi lavada 3 vezes com 400 pL de PW1, 700 uL e 200 pL de PW2 com centrifugagdes
de 1 min a 11.000xg a temperatura ambiente. Na ultima lavagem com PW2, a
centrifugacao foi feita durante 2 min nas mesmas condi¢cfes para secar a coluna. Para a
eluicdo do ADN da coluna foram adicionados 50 uL de solucdo PE pré-aquecida a 65°C.
Deixou-se incubar por 5 min antes de centrifugar a 11.000xg por 1 min. Este passo foi
repetido duas vezes, obtendo-se um extrato final de 100 pL. Os extratos foram

armazenados a -20°C ap0s terem sido efetuadas as diluicbes adequadas.

Amplificacao por PCR
Escolha e desenho dos primers

Para a detecao especifica da castanha de caju (A. occidentale), foram selecionados trés
genes que codificam as proteinas alergénicas Ana o 1 (vicilina), Ana o 2 (legumina) e a
Ana o 3 (albumina 2S) (AF395894.1; AF453947.1 e AY081853.1, respetivamente) do

National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Os

primers  foram  desenhados com recurso ao  software  primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Os critérios de selecdo dos primers

envolveram a definicAo de uma temperatura 6tima de hibridagdo (60-65°C), elevado
contetdo em guanina-citosina (G-C) e um comprimento de fragmento a amplificar (<150
pb). A especificidade dos primers foi avaliada in silico com recurso ao programa
nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=__blastn&PAGE
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TYPE=BlastSearch&LINK LOC=blasthome) para verificar a auséncia de

complementaridade com outras sequéncias existentes nas bases de dados da GenBank
(reatividade cruzada). A auséncia de auto-hibridacdo e a formacdo de hairpins foram
propriedades avaliadas com o software Oligocalc (http://biotools.nubic.northwestern.

edu/QOligoCalc.html). Apdés o estudo e escolha dos primers, estes foram sintetizados e

adquiridos da empresa STAB Vida (Caparica, Portugal). A Figura 10 representa um
exemplo do desenho dos primers e respetiva sonda de hidrélise para a sequéncia do
gene Ana o 2. Todos os primers e respetivas sondas de hidrdlise usados neste trabalho

estdo apresentados na Tabela 9.

1 TCTTTCTGTTTGCTTTTTAATTCTCTTTCATGGTTGCCTAGCTTCTCGCCAGGAATGGCAACAACAA
68 GATGAGTGCCAAATCGATAGGCTGGATGCCCTTGAACCCGATAACCGAGTTGAGTATGAAGCCGGTA
135 |CGGTGGAAGCCTGGGATCCTAACCATGAGCAATTCCGATGCGCTGGTGTTGCCTTGGTTAGGCATAC
202 |CATCCAACCTAATGGCCTTCTCTTGCCTCAATATTCTAATGCTCCTCAACTTATTTACGTTGTCCAG
269 |GGTGAGGGTATGACAGGAATATCATATCCAGGATGCCCAGAAACTTACCAAGCGCCCCAACAGGGAC
306 |GACAACAGGGACAGAGTGGTAGGTTCCAGGACCGGCATCAAAAGATTCGACGCTTCCGTCGAGGCGA
373 |TATCATCGCAATCCCCGCCGGAGTAGCACACTGGTGCTACAACGAGGGCAATTCCCCGGTCGTCACT
440 |GTTACTCTTCTAGACGTCTCAAACAGTCAAAATCAGCTTGATAGGACCCCACGAAAATTCCATCTGG
507 |CTGGTAACCCAAAAGATGTGTTCCAGCAGCAGCAACAACACCAATCTCGCGGGCGTAACCTTTTTTC
574 |TGGCTTCGATACAGAGTTATTGGCTGAGGCTTTCCAAGTGGACGAACGTCTCATAAAGCAGCTCAAA
641 |AGCGAGGACAACAGGGGTGGCATTGTTAAGGTGAAGGATGACGAACTTCGGGTGATCCGCCCATCAA
708 |GGAGTCAGAGCGAGCGTGGAAGTGAGAGTGAAGAGGAAAGTGAGGATGAAAAACGCCGATGGGGACA

775 |GCGTGACAATGGGATTGAAGAGACCATTTGCACTATGAGACTCAAAGAGAATATCAATGATCCTGCT
842 |CGCGCTGACATTTACACCCCAGAAGTCGGTCGTCTTACCACACTCAACAGCCTCAACCTCCCAATCC
909 [TCAAATGGCTTCAACTCAGTGTTGAAAAGGGTGTGCTATACAAAAATGCTCTAGTGCTGCCACACTG
976 |GAACCTCAACTCGCACAGCATAATATACGGGTGCAAGGGTAAAGGCCAGGTTCAAGTAGTAGACAAC
1043 [TTCGGCAACAGAGTGTTCGACGGCGAAGTCCGCGAGGGACAGATGTTGGTGGTGCCACAAAACTTTG
1110 [CAGTAGTGAAACGTGCAAGAGAGGAAAGATTCGAATGGATTTCTTTCAAGACCAATGATCGGGCCAT
1177 [GACGAGTCCTCTCGCTGGACGCACCTCGGTGCTTGGTGGCATGCCAGAGGAAGTGTTAGCCAATGCG
1244 TTCCAGATCTCAAGAGAAGATGCTAGGAAGATCAAGTTCAACAATCAGCAGACAACTTTGACAAGTG
1311 [GAGAGTCAAGCCACCACATGAGGGATGATGCTTAAATTTTAAGTAATTTGAGCTGAGCTAGTGGTGA
1378 [TTTAAAGCCGAATGCATGTGGTGTACGTACTATGTTTTTTGTTTTGCTTTGTAAGGGGGATAGGTAA
1445 [TGAATAATAAAGGAGAGCTTGGATAGTCTCTGCTGTGAGAGGGGAGAAGAAAGCAGGGAGCAGAGAG
1512 |[CAGAGAGCTTGTATGTAGTTAAGTTAATATTACTACTACTACTACTACGATGTGAATGAACTCTTGA
1579 [TGAGTTCTGTCCAATAAAAAACTACTTTTCCTACTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAANA

Figura 10 - Sequéncia nucleotidica do gene que codifica para o alergénio Ana o 2 do caju
(Anacardium occidentale allergen Ana o 2 mRNA, partial cds) (nimero de acesso GenBank:
AF453947.1). Os primers estdo assinalados a negrito e destacados a cinzento e a sonda esta

destacada a negrito e com sublinhado duplo.
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Tabela 9 — Primers e sondas de hidrélise usadas neste estudo.

Espécie Primers Sequéncia (5—3’) Gene Fragmento GenBank

Anacardium Anal-F ATGAGCCGGAGAGGCGAAGG Anaol  157pb  AF395894
occidentale  Apna1-R TGTCAAGCTTTTCAAGCGGCGGA

Ana2-F CGAGGACAACAGGGGTGGCA Ana o2 140 pb AF453947
Ana2-R TGTCACGCTGTCCCCATCGG
Ana2-P  FAM-TCAGAGCGAGCGTGGAAGTGAGAGTGAA-BHQ1

Ana3-F AGGTACGTGAAGCAGGAGGTCCA Anao 3 144 pb AY081853
Ana3-R TTGCTGCAGCTGCCTCACCATT
Ana3-P  FAM-AAGCTTGAGGGAATGCTGCCAGGAGTT-BHQ1

Eucariotas  EG-F TCGATGGTAGGAATAGTGGCCTACT 18S rARN 109 pb AF412275
EG-R TGCTGCCTTCTTTGGATGTGGTA
EG-P FAM-ACGGGTGACGGAGAATTAGGGTTCGATTC-BHQ2

PCR qualitativa

Foram desenvolvidos trés ensaios de PCR qualitativa para a dete¢édo de caju com alvo
em cada um dos genes selecionados (Ana 0 1, Ana o0 2 e Ana o 3). Para tal, todas as
reagbes foram otimizadas com os primers desenhados (Tabela 9). Preparou-se uma
mistura reacional com 25 uL de volume final, na qual se juntaram os diferentes reagentes:
agua ultrapura (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), enzima SuperHot Taq
Polymerase® (Genaxxon Bioscience, Ulm, Alemanha) com o respetivo tamp&o (Tris-HCI
670 mM, pH 8,8, (NH,),SO, 160 mM, Tween 20, 0.1%) e MgCl,, dNTP (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha), primers (Tabela 9) e extrato de ADN. As quantidades

utilizadas de cada um dos componentes estdo descritas na Tabela 10.

Tabela 10 - Componentes das misturas de PCR qualitativa usados com os diferentes pares de

primers

Reagentes EUT Anal-F/Anal-R  Ana2-F/Ana2-R  Ana3-F/Ana3-R EG-F/IEG-R
Agua ultrapura (uL) 14,2 13,7 14,9 13,9
Tampéo (10x) (uL) 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCly (25 mM) (uL) 25 3,0 2,0 3,0
dNTP (2,5 mM) (uL) 2,0 2,0 2,0 2,0
Primer F (10 mM) (uL) 0,8 0,8 0,7 0,7
Primer R (10 mM) (uL) 0,8 0,8 0,7 0,7
Taq Polimerase (uL) 0,2 0,2 0,2 0,2
Extrato ADN (pL) 2,0 2,0 2,0 2,0
Volume total (uL) 25 25 25 25
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Na preparagéo de cada um dos ensaios, incluiu-se um controlo negativo que serviu para
verificacdo de eventuais contaminacfes durante a realizacdo da PCR. Neste controlo,
substituiu-se o extrato de ADN pelo mesmo volume de agua ultrapura. As reacdes foram
realizadas com recurso a dois termocicladores disponiveis no laboratério: MJ Mini™
Gradient Thermal Cycler (BioRad Laboratories, Hercules, CA, EUA) e Simpli Amp
Thermal Cycler (Applied Biosysthems, Waltham, MA, EUA) de acordo com diferentes
condi¢cbes de temperatura e tempo para os diferentes pares de primers usados (Tabela
11).

Tabela 11 - Condi¢cBes de temperaturas utilizadas nas amplificacdes por PCR qualitativa com os

diferentes pares de primers.

Primers Anal-F/ Anal-R Ana2-F/ Ana2-R Ana-3F/ Ana3-R EG-F/ EG-R
Etapa Temperatura Tempo [Temperatura Tempo |Temperatura Tempo |Temperatura Tempo
Desnaturacao 95°C 5 min 95°C 5 min 95°C 5 min 95°C 5 min
95°C 30s 95°C 30s 95°C 30s 95°C 30s
Amplificagao 65°C 30s 62°C 30s 64°C 30s 63°C 30s
72°C 30s 72°C 30s 72°C 30s 72°C 30s
N° de ciclos 40 40 40 35
Extensao 72°C 5 min 72°C 5 min 72°C 5 min 72°C 5 min

Os fragmentos amplificados por PCR qualitativa foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1,5% com tampdo SGTB 1x (GriSP Research Solutions, Porto, Portugal)
corado com Gel Red 1x (Biotium, Hayward, CA, EUA) durante 25 a 30 minutos com uma
tensdo de 200 V. Estes foram expostos a um transiluminador com luz UV para poderem
ser visualizados com um sistema fotografico Gel Doc EZ Imager (BioRad Laboratories,
Hercules, CA, EUA) e processado com o software Image Lab software version 5.1
(BioRad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Para a visualizacdo das bandas, 20 pL de
cada produto de PCR foram misturados com 4 uL de corante de carregamento com azul
de bromofenol. Este foi usado do mesmo modo para corar os 2 pL de marcador molecular
de ADN (100 pb) (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha).

PCR em tempo real

Foram desenvolvidos trés sistemas de PCR em tempo real com recurso a um corante
universal (EvaGreen) com alvo em cada um dos genes (Anao 1, Anao 2 e Anao 3). Em
cada sistema, as condigbes foram otimizadas com misturas reacionais que estédo
descritas na Tabela 12, num volume total de 20 pyL contendo agua ultrapura (Sigma-

Aldrich, Steinheim, Alemanha), SsoFast™ FEvaGreen® Supermix (1x) (BioRad
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Laboratories, Hercules, CA, EUA), primers e extrato de ADN. Cada ensaio foi realizado
em duplicado com cada mistura modelo sendo amplificada em quadruplicado (n=4).

Tabela 12 - Componentes das misturas de PCR em tempo real com EvaGreen, com 0s primers
Ana 1-F/R e Ana 2-F/R

Primers
Reagentes Anal-F/Anal-R Ana2-F/Ana2-R Ana3-F/Ana3-R
Agua ultrapura (L) 6,4 6,4 6,6
SsoFast™ EvaGreen® Supermix (2x) (uL) 10 10 10
Primer F (10mM) (uL) 0,8 0,8 0,7
Primer R (10mM) (uL) 0,8 0,8 0,7
Extrato ADN (L) 2,0 2,0 2,0
Volume total (L) 20 20 20

As condicdes de temperatura e tempo para cada sistema estéo definidas nas Tabela 13.
Incluiu-se em cada ensaio um controlo negativo em que o extrato ADN foi substituido
pelo mesmo volume de agua ultrapura. Procedeu-se, apés amplificagdo, em seguida, a

aquisicao de sinal para analise da temperatura de melting.

Tabela 13 - Condi¢Bes de temperaturas utilizadas nas amplificacdes por PCR em tempo real com

EvaGreen com os diferentes pares de primers

Primers AnalF/R Ana2F/R Ana3F/R

Etapa Temperatura Tempo Temperatura Tempo Temperatura Tempo

Desnaturacdo 95°C 5 min 95°C 5 min 95°C 5 min
95°C 10s 95°C 10s 95°C 10s

Amplificacdo 62°C 15s

. 65°C 40s 65°C 40 s

Extensao 72°C 25s

Ne° de ciclos 50 50 50

Curva de melting 95°C 1 min 95°C 1 min 95°C 1 min
70°C 3 min 70°C 3 min 70°C 3 min

70-95°C 0,2°C/10 s 70-95°C 0,2°C/10 s 70-95°C 0,2°C/10 s

Foram também desenvolvidos dois sistemas de PCR em tempo real com recurso a
sondas de hidrélise com alvo em dois genes (Ana 0 2 e Ana o 3). Em cada sistema, as
condi¢cbes foram otimizadas com misturas reacionais que estdo descritas na Tabela 14,
num volume total de 20 pL contendo: agua ultrapura (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha), SsoFast™ Probes Supermix (2x) (BioRad Laboratories, Hercules, CA, EUA),
primers (Ana2-F/Ana2-R ou Ana3-F/Ana3-R), sondas de hidrélise (Ana2-P ou Ana3-P)
(Tabela 9) e extrato de ADN. As reac¢Bes foram efetuadas sem a aplicacao da analise de

temperatura de melting.
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Tabela 14 - Componentes das misturas de PCR em tempo real com sondas especificas utilizando
os primers Ana2-F/Ana2-R, Ana3-F/Ana3-R e EG-F/EG-R.

Primers

Reagentes Ana2-F/R e Ana2-P  Ana3-F/R e Ana3-P EG-F/R e EG-P
Agua ultrapura (uL) 5,9 6,2 6,2
SsoFast™ Probes Supermix (2x) (uL) 10 10 10
Primer F (10 mM) (uL) 0,8 0,7 0,7
Primer R (10 mM) (uL) 0,8 0,7 0,7
Sonda (10 mM) (L) 0,5 0,4 0,4
Extrato ADN (pL) 2,0 2,0 2,0
Volume total (L) 20 20 20

As reacdes decorreram num termociclador CFX96 Real-time PCR System (BioRad
Laboratories, Hercules, CA, EUA) com o0s programas de tempo e temperaturas
representados na Tabela 15. A detegéo do sinal de fluorescéncia emitido foi efetuada no
final de cada ciclo e processado com o software Bio-Rad CFX Manager 3.1 (BioRad
Laboratories, Hercules, CA, EUA).

Tabela 15 - Condicdes utilizadas nas amplificacdes por PCR em tempo real com sondas

especificas utilizando diferentes primers.

Primers/Sonda Ana2-F/R e Ana2-P Ana-3F/R e Ana3-P

Etapa Temperatura Tempo Temperatura Tempo

Desnaturagdo 95°C 5 min 95°C 5 min
95°C 10s 95°C 15s

Amplificacdo 62°C 15s 65°C 45s

Extenséo 72°C 25s

Ne° de ciclos 55 55

Com o objetivo de se proceder a quantificacdo normalizada do caju, usaram-se primers e
sonda com alvo num gene eucariota universal (18S rARN) (Tabela 9) cujas condi¢cbes
estdo descritas nas Tabelas 14 e 15. Dado que os dois sistemas de PCR em tempo real
com alvos no Ana o0 2 ou no Ana o 3 foram normalizados, a amplificacdo do gene
eucariota universal processou-se em paralelo com a amplificacdo do gene especifico
(Ana 0 2 ou Ana o0 3) na mesma reagdo. Cada sistema foi testado pelo menos em
duplicado, com n=2 e n=4 replicados para 0 gene eucariota e gene especifico,

respetivamente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo da qualidade dos extratos de ADN

Pureza e rendimento dos extratos

As misturas modelo de caju em massa (PCM), de caju em farinha de trigo (PCW), assim
como as misturas modelo de massas e respetivos biscoitos de caju (BC e BCM) foram
extraidas com o kit comercial Nucleospin Food. O método foi igualmente testado com
recurso ao uso de RNAse, o que demonstrou algumas diferencas de rendimento e de
purezas que se podem verificar nas tabelas abaixo. Relativamente as amostras PCM
(Tabelas 16 e 17), com a adicao de RNAse, verificaram-se rendimentos entre os 90 e os
250 ng/uL de ADN com purezas entre 2,0 e 1,9, estando de acordo com os valores de
referéncia (1,8-2,0) para extratos de ADN com elevada qualidade. Nos extratos em que a
RNAse néo foi utilizada, os rendimentos foram muito superiores (650-1200 ng/uL) com
purezas de 2,2. Os extratos das misturas modelo de caju em trigo (PCW) foram obtidos
sem uso de RNAse, apresentando rendimentos entre os 290 a 556 ng/pL com purezas de
2,1-2,2 (Tabela 18).

Tabela 16 - Concentracdes de ADN e respetivas purezas dos extratos das misturas modelo de

caju em massa (PCM) com uso de RNAse.

Misturas modelo Concentragao (ng/pL) Pureza (A2s0/A2s0)
PCMO 204,0 2,0
PCM50 169,0 2,0
PCM10 143,0 2,0
PCM8 178,8 2,0
PCM5 205,1 2,0
PCM4 111,3 2,0
PCM2,5 118,3 2,0
PCM1 90,8 1,9
PCMO0,5 107,3 2.0
PCMO,25 140,5 2,0
PCMO,1 200,8 1,9
PCMO0,05 85,7 1,9
PCMO0,01 102,0 1,9
PCMO0,005 103,2 2,0
PCMO0,001 97,4 1,9
PCMO0,0005 102,5 2,0

PCMO0,0001 248,2 2,0




Tabela 17 Concentracdes de ADN e respetivas purezas dos extratos de caju cru e das misturas

modelo de caju em massa (PCM) obtidos com e sem o0 uso de RNAse.

Extracdo com RNAse Extracdo sem RNAse

Misturas modelo Concentracéo Pureza Concentracéo Pureza
(ng/uL) (A2s0/A280) (ng/pL) (A2s0/A280)

Caju 65,1 1,9 1046,6 2,2
PCMO 219,0 2,0 702,2 2,2
PCM10 243,0 2,0 1154,7 2,2
PCM1 184,3 2,0 720,4 2,2
PCMO,1 179,2 2,0 814,7 2,2
PCMO0,05 161,5 2,0 736,3 2,2
PCMO0,01 226,0 2,0 688,1 2,2
PCM0,005 190,1 2,0 692,7 2,2
PCMO0,001 167,6 2,0 663,6 2,2
PCMO0,0005 183,0 2,0 684,4 2,2
PCMO0,0001 236,4 2,0 702,9 2,2

Tabela 18 - Concentracdes de ADN e respetivas purezas dos extratos das misturas modelo de

caju em farinha de trigo (PCW) obtidos sem o uso de RNAse.

Misturas modelo Concentragao (ng/uL) Pureza (Azs0/A2s0)
PCWO 400,5 2,1
PCW12 311,0 2,1
PCW11 365,1 2,1
PCW10 371,0 2,1
PCW9 343,9 2,1
PCW8 435,7 2,1
PCW7 362,1 2,1
PCW6 400,0 2,1
PCW5 292,7 2,1
PCw4 322,6 2,2
PCW3 406,0 2,1
PCW2 420,7 2,2
VALIDACAO

PCW13 497,3 2,1
PCW14 555,2 2,1
PCW15 420,2 2,1
PCW16 333,7 2,1

Quanto as misturas modelo de biscoitos de caju, a extragdo foi efetuada sem uso de
RNAse. As concentracdes dos extratos das massas modelo para biscoitos de caju (ndo
processados) (BCM) foram superiores (194,9-355.9 ng/uL) as apresentadas pelos
extratos dos biscoitos cozidos (BC) (121,9-250,0 ng/puL), mas com purezas semelhantes
(2,0-2,1) (Tabela 19).
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Tabela 19 — Concentracdo de ADN e respetivas purezas dos extratos das massas modelo para

biscoitos de caju (BCM) e respetivos biscoitos (BC)

Misturas Concentracéo Pureza Misturas Concentracao Pureza
Modelo (ng/pL) (A260/A280) Modelo (ng/pL) (A260/A280)
BCO 150,7 2,0 BCMO 249,2 2,1
BC1 219,5 2,0 BCM1 296,6 2,1
BC2 193,7 2,0 BCM2 291,2 2,1
BC3 147,7 1,9 BCM3 207,8 2,0
BC4 121,9 2,0 BCM4 2741 2,0
BC5 148,7 2,0 BCM5 2349 2,0
BC6 1811 2,0 BCM6 338,1 2,1
BC7 159,3 2,0 BCM7 194,9 2,0
BC8 155,9 2,0 BCM8 223,1 2,0
BC9 179,1 2,0 BCM9 253,6 2,0
BC10 197,5 2,0 BCM10 312,8 2,1
VALIDACAO

BC12 183,6 2,0 BCM12 286,4 2,1
BC13 250,0 2,0 BCM13 327,0 2,1
BC14 1477 2,0 BCM14 355,9 2,0
BC15 132,3 2,0 BCM15 256,9 2,0

Para a avaliacdo da especificidade dos conjuntos de primers, diferentes espécies de
plantas foram extraidas com os kits comerciais Nucleospin Food ou Nucleospin Plant II.
Os extratos de plantas medicinais (cédigos EM) apresentaram purezas entre os 1,4-1,9 e
concentracdes de ADN inferiores a 100 ng/uL (Tabela 20). Em geral, as outras amostras
de plantas e alimentos evidenciaram purezas (1,9-2,2) e rendimentos elevados (126,7-
3640,2 ng/uL) com a excecdo da ameixa preta (AN50), do alperce (AN53) e do amido de
milho (AN132). Verificaram-se, igualmente para estas amostras, rendimentos e purezas
baixos, semelhantes aos obtidos com as plantas medicinais (67,7; 24,4 e 3,2 ng/pL). De
notar que o extrato de péssego também apresentou baixo rendimento (4,6 ng/uL), mas
pureza elevada (1,9). A diferenga entre os valores dos rendimentos para as amostras de
plantas e alimentos podera estar associada ao processo da extracdo do ADN, a natureza
dos tecidos e/ou a potencial presenca de compostos que inibam o isolamento do ADN
(Tabela 20). A integridade e a capacidade de amplificacdo de todos os extratos foram
posteriormente avaliados por eletroforese em gel de agarose e por amplificagédo de regido
eucariota universal, respetivamente. Todos os extratos foram diluidos para as

concentracdes de 50 ou 10 ng/uL (no caso das plantas medicinais EM), quando possivel.
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Tabela 20 - Concentracdo de ADN e respetivas purezas dos extratos das amostras utilizadas na

avaliacao da especificidade dos primers (reatividade cruzada).

Amostra Concentracao Pureza Amostra Concentragdo Pureza
(ng/pL) (A260/A280) (ng/pL) (A260/A280)
ANO3 290,5 2,2 AN98 320,9 2,2
AN36 625,1 2,2 AN99 164,9 2,2
AN37 677,1 2,2 AN118 126,7 2,1
AN38 1496,9 2,2 AN119 208,9 2,2
AN40 374,0 2,0 AN132 3,2 2,6
AN41 289,6 2,1 AN144 81,6 2,1
AN43 4,6 1,9 C4.2 11154 2,2
AN44 524,7 2,1 PHPO 609,5 2,1
AN46 1978,5 2,2 WRO 1682,7 2,3
AN49 458,4 2,2 WMO 474,4 2,2
AN50 67,7 1,1 EM21 73,0 1,9
AN53 24,4 1,7 EM29 112,0 1,8
AN55 900,7 2,2 EM32 9,5 1,4
AN56 429,5 2,1 EM33 30,8 1,8
AN57 422,3 2,2 EM35 19,5 1,5
ANG60O 731,8 2,2 EM39 17,3 1,6
ANG61 380,0 2,1 EM44 52,1 1,5
ANG2 239,4 2,2 EM46 74,4 1,5
ANG3 3640,2 2,1 EMA47 36,9 1,9
AN76 469,8 2,2 H. and 45,7 1,8
AN78 355,8 2,2
A B

M1 2 3 45 6 7 8 91011M12131415161718192021228B

Figura 11 - Gel de agarose da eletroforese gendmica dos extratos das misturas modelo de caju
em massa (PCM) extraidos com (A) e sem (B) RNAse. M: marcador Hyperladder | 10 kB (Bioline,
Londres, Reino Unido); 1,12: 0%; 2,13: 100%; 3,14: 10%; 4,15: 1%; 5,16: 0,1%; 6,17: 0,05%; 7,18:
0,01%; 8-19: 0,005%; 9,20: 0,001%; 10,21: 0,0005%; 11,22: 0,0001%; B: branco de extracao.
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Avaliacao da integridade ADN

Para avaliar a integridade dos extratos de ADN, estes foram analisados por eletroforese
em gel de agarose a 1%. Na Figura 11, apresentam-se os resultados das misturas
modelo de caju em massa (PCM) extraidas com e sem RNAse, onde se podem observar
bandas com alguma intensidade na regido de 10 kb, o que indica a presenca de ADN
integro e de elevado peso molecular. Na Figura 12, observa-se a presenca de material de
elevado peso molecular (10 kb) com arrastamentos intensos, indicando a presenca de
algum material genético degradado.

M1 23 456 78 91011128

{ fIE =
-

<

N

Figura 12 - Gel de agarose da eletroforese gendémica dos extratos das misturas modelo caju em
farinha de trigo (PCW). M: marcador Hyperladder |1 10 kB (Bioline, Londres, Reino Unido); 1-11:
0,0001%-10%; 12: 0%; B: branco de extracao.

Capacidade de amplificagcéo

Para eliminar a presenca de falsos negativos, todos os extratos foram amplificados por
PCR qualitativa com recurso a primers com alvo numa regido eucariota universal (18S
rARN). As figuras 13 a 15 representam as PCR qualitativas para a regido eucariota
universal de todos os extratos utilizados neste estudo e que correspondem as misturas
modelo de caju em massa (PCM), caju em farinha de trigo (PCW), massas (BCM) e
respetivos biscoitos de caju (BC) e as espécies usadas para avaliagdo da especificidade
dos primers (reatividade cruzada).
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Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com primers EG-F/EG-R para
os extratos das misturas modelo de caju em massa (PCM) extraidos com (A) e sem (B) RNAse. M:
marcador molecular 100 pb (Bioron, Ludwigsafen, Alemanha); 1: 0%; 2: 100%; 3-11: 10%; 1%;
0,1%; 0,01%; 0,005%; 0,001%; 0,0005%; 0,0001%; CN: controlo negativo:

M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 19

=

109 pb - — —— ———————— —— —— - - -

M 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 CN

N

109 pb vt S S 4 G e Gwt Y WS Gt TV -

Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers EG-F/EG-R dos
extratos das misturas modelo de biscoitos de caju (BC, linhas 1-16) e ndo processados (BCM,
linhas 18-34). M: marcador molecular 100 pb (Bioron, Ludwigsafen, Alemanha); 1,18: 0%; 2,19:
0,0001%,; 3,20: 0,0005%; 4,21: 0,001%; 5,22: 0,005%,; 6,23: 0,01%; 7,24: 0,05%; 8,25: 0,1%,; 9,26:
0,2%; 10,27: 0,5%; 11,28: 1%; 12,29: 2%; 13,30: 4%; 14,31: 5%; 15,32: 8%; 16,33: 10%; 17,34:

100% caju (controlo positivo); CN: controlo negativo.
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Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers EG-F/EG-R dos
extratos das amostras usadas na reatividade cruzada. M: marcador molecular 100 pb (Bioron,
Ludwigsafen, Alemanha); 1. Noz macadamia; 2: Pistacio; 3: Amendoim torrado; 4: Favas fritas; 5:
Pinhédo; 6: Castanha; 7: Péssegos; 8: Farinha de trigo; 9: Arroz; 10: Noz; 11: Tremoco; 12: Aveia;
13: Cevada; 14: Centeio; 15: Soja; 16: Castanha do Brasil; 17: Milho; 18: Pevide torrada; 19:
Alperce; 20: Colza; 21: Girassol; 22: Améndoa; 23: Tomate-cereja; 24: Avelad; 25: Massa; 26: Erva-
principe; 27: Horteld-pimenta; 28: Malva; 29: Sene; 30: Tilia; 31: Passiflora; 32: Cardo Mariano; 33:
Manjericdo; 34: Coentros; 35: Hipericdo-do-gerés; CN: controlo negativo; CP: controlo positivo

(caju cru).

Detecao de caju por PCR qualitativa

A eficiéncia dos primers desenhados foi testada por PCR qualitativa otimizando as
condicdes de temperatura de hibridagéo e concentragdes do cofator da enzima (Mg?") e
dos primers. Estes fatores foram testados em extratos diluidos para 50 ng/uL de ADN das
misturas modelo de caju em massa (PCM). As condi¢cbes finais dos ensaios estdo
resumidas nas tabelas 10 e 11. Com o fim de avaliar a especificidade dos primers,
testaram-se varias amostras de alimentos vegetais conhecidos por terem reatividade
cruzada com o0 caju ou envolvidos em géneros alimenticios e receitas que o envolvam

(Tabela 8). Por fim, a sensibilidade absoluta e relativa foi determinada para cada sistema.
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Anaol
Otimizacao do método com primers Anal-F/Anal-R

Para a otimizacao da técnica de PCR com alvo no gene Ana o 1 foram avaliados Vvarios
parametros, sendo um deles a determinacdo da temperatura de hibridagdo 6tima dos
primers. Desta forma, cinco extratos de diluicdo seriada 1/10 (100,000-10 pg) de ADN de
caju foram amplificados com trés temperaturas de hibridac&o diferentes (60, 62 e 64°C).
A PCR realizada com maior temperatura de hibridacdo permitiu a producdo de

fragmentos mais intensos até a diluicdo de 10 pg de ADN de caju (Figura 16).

Mg el 52053 224 Sl tnd a3 A e Sl a2 et 3V A T EN

157 ph ™ i g W - - -
-
64°C 62°C 60°C

Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Anal-F/Anal-R
com 3 mM de MgZ+ das diluicdes seriadas do extrato de ADN de caju. M: marcador molecular 100
pb (Bioron, Ludwigsafen, Alemanha); 1-5: 100.000, 10.000, 1.000, 100 e 10 pg de ADN de caju.

Dado que a temperaturas mais altas, a reacdo parece ser favorecida, procedeu-se a
amplificacdo dos extratos das misturas modelo de caju em massa a temperatura de

hibridacdo de 65°C com duas concentracdes de magnésio (2,0 e 3,0 mM) (Figura 17).

M1 2 3 45 6 7 8CN 1 2 3 45 6 7 8CN

(s

157 pb " g — - A o -
2,0 mM 3,0mM

Figura 17 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR dos extratos das misturas de
caju em massa (PCM) com os primers Anal-F/Anal-R a 65°C usando 2,0 mM e 3,0 mM de Mg*".
M: marcador molecular 100 pb (Bioron, Ludwigsafen, Alemanha); 1-7: 100%, 10%; 1%; 0,1%;
0,01%; 0,001%; 0,0001%; 8: 0%; CN: controlo negativo.

52



Verificou-se que as bandas tinham maior resolugdo com 3,0 mM de Mg*, permitindo a
amplificacao do caju até 0,1% (1.000 mg/kg) em massa. No entanto, na reagdo com 2,0
mM de magnésio parece haver uma banda ténue a concentragdo de 0.01% de caju em

massa, decidindo-se otimizar a PCR para a concentragéo de 2.5 mM de magnésio.

Reatividade Cruzada

Para avaliar a especificidade dos primers Anal-F/Anal-R procedeu-se a PCR dos
extratos das amostras das diferentes espécies de plantas e alimentos. Todas as espécies
testadas ndo amplificaram em presenca do primers Anal-F/Anal-R (Figura 18), a
excecdo da amostra de farinha de arroz (Figuras 19). No entanto, dado que apresentou
uma banda muito ténue, esta ndo foi considerada como reatividade cruzada. Desta

forma, os primers Anal-F/Anal-R foram considerados especificos para o alvo caju.

M12 345 6 7 8 9 1011 12 13 1415 16 17 18 19

e

M 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 CP CN

W 157pb

Figura 18 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Anal-F/Anal-R
dos extratos das amostras de reatividade cruzada. M: marcador molecular 100 pb (Bioron,
Ludwigsafen, Alemanha); 1: Noz macadamia; 2: Pistacio; 3: Amendoim torrado; 4: Favas fritas; 5:
Pinhdo; 6: Castanha; 7: Péssego; 8: Farinha de trigo; 9: Arroz; 10: Ameixa preta; 11: Noz; 12:
Tremoco; 13: Aveia; 14: Cevada; 15: Centeio; 16: Soja; 17: Castanha do Brasil; 18: Milho; 19:
Pevide torrada; 20: Alperce; 21: Colza; 22: Girassol; 23: Améndoa; 24: Tomate cereja; 25: Avelg;
26: Massa; 27: Erva-principe; 28: Horteld-pimenta; 29: Malva; 30: Sene; 31: Tilia; 32: Passiflora;
33: Cardo Mariano; 34: Manjericdo; 35: Coentros; 36: Hipericao-do-gerés; CN: controlo positivo
(caju cru); CN: controlo negativo.
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Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Anal-F/Anal-R
dos extratos das amostras de reatividade cruzada. 1. Noz pecan; 2: Farinha maizena; 3: Pao
ralado; 4: Farinha de arroz; 5: Farinha de milho; M: marcador molecular 100 pb (Bioron,

Ludwigsafen, Alemanha); CP: controlo positivo (caju cru); CN: controlo negativo.

Sensibilidade absoluta e relativa

Utilizando-se as condi¢des otimizadas para a PCR com os primers Anal-F/Anal-R foram
estabelecidos as sensibilidades dos ensaios. A sensibilidade absoluta foi determinada
com sete diluicbes seriadas (100.000-0,1 pg) de ADN de caju, permitindo a sua
amplificagcdo até 1 pg (Figura 20).

M1 2 3 4 5 6 7 CN

15750 G ———

Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Anal-F/Anal-R
das diluicbes seriadas do extrato de ADN de caju. M: marcador molecular 100 pb (Bioron,
Ludwigsafen, Alemanha); 1-7: 100.000, 10.000, 1.000, 100, 10, 1 e 0,1 pg de ADN de caju; CN:

controlo negativo.

Para a determinacdo sensibilidade relativa foram amplificados os extratos das misturas
modelo de caju em massa (PCR) extraidas com e sem RNAse com a concentracao de 50
ng/uL. Em ambos os conjuntos foi atingido o valor de 0.05% (500 mg/kg) de caju em

massa (Figura 21).
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Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Anal-F/Anal-R
dos extratos das misturas modelo de caju em massa (PCM) extraidos com (A) e sem (B) RNAse
(diluidos a 50 ng/uL). M: marcador molecular 100 pb (Bioron, Ludwigsafen, Alemanha); 1: 0%; 2-
10: 10%; 1%; 0,1%; 0,05%; 0,01%; 0,005%; 0,001%; 0,0005%; 0,0001%; CP: controlo positivo;

CN: controlo negativo.

A M1234567 8910CN CWl 234 567 89 10 (N
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Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Anal-F/Anal-R
das misturas modelo de caju em massa (PCM) extraidos com (A, B) e sem (C, D) RNAse com
diluicdo de 20 ng/uL (A, C) e 100 ng/uL (B, D). M: marcador molecular 100 pb (Bioron,
Ludwigsafen, Alemanha); 1: 0%; 2-10: 10%; 1%; 0,1%; 0,05%; 0,01%; 0,005%; 0,001%; 0,0005%;
0,0001%; CN: controlo negativo

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade relativa, diferentes concentragbes dos
extratos das misturas de caju em massa foram testadas, nomeadamente a 20 e 100

ng/uL (Figura 22). No entanto, o valor manteve-se com as referidas concentragdes.
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Abaixo de 0,1% de caju em massa ndo h& evidéncias de gradiente para o caso dos
extratos diluidos a 100 ng/uL. Com os extratos a 20 ng/pL extraidos com RNAse registou-
se amplificacdo positiva até 0.005%, mas com amplificacdo positiva também para o 0%
caju, logo este valor ndo pbde ser considerado. Desta forma, pode-se verificar que a
sensibilidade absoluta e relativa para o caju foram de 1 pg e 0,05% (Figuras 20 e 21),

respetivamente.

Anao 2
Otimizacdo do método com primers Ana2-F/Ana2-R

Tal como para o gene Ana o 1, na otimizacdo da técnica de PCR com alvo no gene Ana o
2 foram avaliados varios parametros, nomeadamente a temperatura de hibridacdo 6tima
dos primers. Desta forma, extratos de misturas modelo de caju em massa (PCM) diluidos
a 50 ng/pL foram amplificados com trés temperaturas de hibridagéo diferentes (60, 62 e
64°C) com 2,0 mM de magnésio (Tabela 11). A PCR realizada com a temperatura de
hibridacdo a 62°C permitiu a producao de fragmentos mais intensos até a concentragéo
de 0,1% de caju em massa (Figura 23). A temperatura de hibridac&o foi definida para os
62°C e visando aumentar a sensibilidade do método, diferentes concentracdes de
magnésio foram testadas (2,0 e 3,0 mM). O aumento de magnésio disponivel na reacéo
pareceu aumentar a sensibilidade do método possibilitando a amplificacdo de 0,01% de
caju em massa (Figura 24). De acordo com os resultados obtidos, a técnica de PCR com
alvo no gene Ana o 2 foi otimizada com uma temperatura de 62°C e 3,0 mM de magnésio

como cofator da enzima.

M P2 PN a3 S AR S SR S 2 M E s BL4 SE5 S 1 s D s 3 s 4 65 CN

140pb -— - =—

64°C 62°C 60°C

Figura 23 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana2-F/Ana2-R
a diferentes temperaturas com 2,0 mM de Mg2+ dos extratos das misturas modelo de caju em
massa (PCM) (diluidos a 50 ng/pL). M: marcador molecular 100 pb (Bioron, Ludwigsafen,
Alemanha); 1-5: 10%; 1%; 0,1%; 0,01%; 0,001%; CN: controlo negativo.
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Figura 24 — Gel de agarose da eletroforese dos produtos de PCR usando os primers Ana2-
F/Ana2-R a 62°C com 2,0 mM e 3,0 mM de Mgz+ dos extratos das misturas modelo de caju em
massa (PCM) (diluidos a 50 ng/pL). M: marcador molecular 100 pb (Bioron, Ludwigsafen,
Alemanha); 1-6: 10%; 1%; 0,1%; 0,01%; 0,001%; 0,0001%; 7: 0%; CN: controlo negativo.
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Figura 25 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana2-F/Ana2-R
dos extratos das amostras de reatividade cruzada. M: marcador molecular 100 pb (Bioron,
Ludwigsafen, Alemanha); 1: Noz macadamia; 2: Pistacio; 3: Amendoim torrado; 4: Favas fritas; 5:
Pinhado; 6: Castanha; 7: Péssego; 8: Farinha de trigo; 9: Arroz; 10: Ameixa preta; 11: Noz; 12:
Tremoco; 13: Aveia; 14: Cevada; 15: Centeio; 16: Soja; 17: Castanha do Brasil; 18: Milho; 19:
Pevide torrada; 20: Alperce; 21: Colza; 22: Girassol; 23: Améndoa; 24: Tomate cereja; 25: Avelg;
26: Massa; 27: Erva-principe; 28: Horteld-pimenta; 29: Malva; 30: Sene; 31: Tilia; 32: Passiflora;
33: Cardo Mariano; 34: Manjericdo; 35: Coentros; 36: Hipericdo-do-gerés; CP: controlo positivo

(caju cru); CN: controlo negativo.

Reatividade Cruzada

Quanto a avaliacdo da especificidade dos primers com alvo no gene Ana o 2, obtiveram-
se amplificacbes ndo especificas em nove amostras: pistacio, pinhdo, péssegos, farinha

de trigo, milho, tomate cereja, massa, tilia e cardo mariano (Figura 25). Dada a fraca
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intensidade das bandas foram feitas novas extracfes destas 9 amostras de forma a
eliminar potenciais contaminacfes nestas amostras. Apos repeticdo do ensaio com 0s
novos extratos (com amplificacdo prévia positiva para o gene eucariota 18S rARN),
verificou-se que todas as bandas nao especificas foram eliminadas, a excecdo da
amostra de péo ralado. No entanto, dada a fraca intensidade da banda do p&o ralado,
esta amostra nao foi considerada como reatividade cruzada (Figura 26).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 CP CN

W 140pb

Figura 26 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana2-F/Ana2-R
dos extratos das amostras de reatividade cruzada. M: marcador molecular 100 pb (Bioron,
Ludwigsafen, Alemanha); 1: Pistacio; 2: Pinhdo; 3: Péssegos; 4: Farinha de trigo; 5: Tomate
cereja; 6: Castanha do Brasil; 7: Farinha maizena; 8: Pao ralado; 9: Massa; 10: Farinha de arroz;

11: Farinha de milho; CP: controlo positivo (caju cru); CN: controlo negativo.

Sensibilidade absoluta e relativa

Utilizando-se as condi¢cBes otimizadas para a PCR com os primers Ana2-F/Ana2-R
estabeleceu-se a sensibilidade absoluta e relativa. A sensibilidade absoluta foi
determinada com sete diluicbes seriadas (100.000-0,1 pg) de ADN de caju, permitindo a
sua amplificacdo até 1 pg (Figura 27). Com extratos das misturas modelo de caju em
massa (PCM) diluidos a 50 ng/uL, obteve-se amplificacdo até ao nivel de 0.01% (100
mg/kg) de caju em massa com os extratos obtidos com a adicdo de RNAse (Figura 28).

Tal como no caso do sistema com alvo no Ana o0 1, para o0 gene Ana o 2 foram também
testados extratos com diferentes concentracdes (20 e 100 ng/uL). Com os extratos de
100 ng/uL, a sensibilidade atingida foi de 0,005% (50 mg/kg) de caju em massa (PCM)
dos extratos obtidos sem a adicdo de RNAse. Na maioria das rea¢cOes para amplificacdo
do gene Ana o0 2 € comum o0 aparecimento de bandas com diferentes tamanhos
moleculares (bandas parecidas com arrastamento) nas amostras onde o alvo estd em

muito baixa concentracdo (por exemplo linhas 6-10, Figura 29 A, B).
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Figura 27 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana2-F/Ana2-R
das diluicbes seriadas do extrato de ADN de caju. M: marcador molecular 100 pb (Bioron,
Ludwigsafen, Alemanha); 1-7: 100.000, 10.000, 1.000, 100, 10, 1 e 0,1 pg de ADN de caju; CN:

controlo negativo.

M1 2 3 4 56 7 8 9 10CPCN

A
LA
140 pb - — -
M1 2 3 4 56 7 8 9 10cCP
B
140 pb - -

Figura 28 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana2-F/Ana2-R
dos extratos das misturas modelo de caju em massa (PCM) extraidos com (A) e sem (B) RNAse
(diluidos a 50 ng/uL). M: marcador molecular 100 pb (Bioron, Ludwigsafen, Alemanha); 1: 0%; 2-
10: 10%; 1%; 0,1%; 0,05%; 0,01%; 0,005%; 0,001%; 0,0005%; 0,0001%; CP: controlo positivo;

CN: controlo negativo.

59



A M12 3 456 7 8 9 10CN c M1 23 4 56 7 8 9 10 CN

- . --—
140 pb -—- 140pb -
WAL Pl S 6 PiRD 304 CN L e D e e TN
B D
-
1 =
140 pb —— - 140pb ESap ==

Figura 29 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana2-F/Ana2-R
das misturas modelo de caju em massa (PCM) extraidos com (A, B) e sem (C,D) RNAse com
diluicdo de 20 ng/pL (A,C) e 100 ng/uL (B,D). M: marcador molecular 100 pb (Bioron, Ludwigsafen,
Alemanha); 1: 0%; 2-10: 10%; 1%; 0,1%; 0,05%; 0,01%; 0,005%; 0,001%; 0,0005%; 0,0001%; CN:

controlo negativo.

Para avaliar o efeito de matriz, testaram-se as misturas modelo de caju em farinha de
trigo (PCW). As mesmas bandas de arrastamento mantiveram-se para as concentragoes
menores de caju em farinha de trigo em extratos obtidos sem a adicdo de RNAse. A
sensibilidade atingida foi de 100 mg/kg de caju em farinha de trigo, considerando que a

mistura com 50 mg/kg (linha 5, Figura 30) néo foi testada.

M1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 CN

ey -y 140 pb

Figura 30 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana2-F/Ana2-R
das misturas modelo de caju em farinha de trigo (PCW) (diluidos a 50 ng/pL). M: marcador
molecular 100 pb (Bioron, Ludwigsafen, Alemanha); 1: 0%; 2-12: 0,0001%; 0,0005%; 0,001%;
0,005%; 0,01%; 0,05%; 0,1%; 0,5%; 1%; 5%; 10% CN: Controlo Negativo
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No caso das misturas modelo de biscoitos de caju, a sensibilidade relativa foi de 50
mg/kg em ambas as misturas de massas (A) e biscoitos (B) (linhas 7, Figura 31). Tal
como nas matrizes anteriores (massa e farinha de trigo), verificaram-se bandas de

arrastamento nas amostras com menor quantidade de ADN alvo (linhas 5-11, Figura 31).

M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11CN

A
140 pb :_-----'— .
M1 23 a5 G v 89 100 11
B
1
140 pb .------—

Figura 31 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana2-F/Ana2-R
dos extratos das misturas modelo de massa (A) e respetivos biscoitos de caju (B). M: marcador
molecular 100 pb (Bioron, Ludwigsafen, Alemanha); 1-10: 10%; 5%; 1%; 0,5%; 0,1%; 0,05%;
0,01%; 0,005%; 0,001%; 0,0005%; 0,0001%; 11: 0%; CN: controlo negativo

Anao 3
Otimizagao do método com primers Ana3-F/Ana3-R

Procedeu-se de modo idéntico aos genes anteriores a otimizagdo do ensaio de PCR para
0 gene Ana o 3, testando diferentes temperaturas de hibridacdo e diferentes
concentracdes de magnésio. Os extratos de misturas modelo de caju em massa (PCM)
diluidos a 50 ng/uL foram amplificados com trés temperaturas de hibridacéo diferentes
(60, 62 e 64°C) e 2,0 MM de magnésio (Tabela 11). A PCR realizada com a temperatura
de hibridacdo a 64°C permitiu a producdo de fragmentos mais intensos até a
concentracdo de 0,01% de caju em massa (Figura 32). O aumento da concentracdo de
magnésio para 3,0 mM a temperatura de hibridacdo 6tima de 64°C ndo alterou a

sensibilidade da técnica (Figura 33). Desta forma, as condi¢Bes definidas para este
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ensaio foram: temperatura de hibridacéo 6tima de 64°C e concentracdo de magnésio de

2,0 MM como cofator para a enzima.

M.1 2 34 536 7 1 2 3 4 5 6 7 M1 %2539 Bl - N
Ca -
3 —
144 pb - -—e- - 1 -
64°C 62°C 60°C

Figura 32 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana3-F/Ana3-R
a diferentes temperaturas de hibridagéo (60, 62 e 64°C) com 2,0 mM de Mg2+ dos extratos das
misturas modelo de caju em massa (PCM) (diluidos a 50 ng/uL). M: marcador molecular 100 pb
(Bioron, Ludwigsafen, Alemanha); 1-6: 10%; 1%; 0,1%; 0,01%; 0,001%; 0,0001%; 7: 0%; CN:

controlo negativo.

M 12 3 456 7 8 9CN

&

144pb = ‘wewesm e

Figura 33 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana3-F/Ana3-R
a 64°C com 3,0 mM de Mg2+ dos extratos das misturas modelo de caju em massa (PCM) (diluidos
a 50 ng/uL). M: marcador molecular 100 pb (Bioron, Ludwigsafen, Alemanha); 1-8: 10%; 1%; 0,1%;
0,01%; 0,005%; 0,001%; 0,0005%; 0,0001%; 9: 0%; CN: controlo negativo.

Reatividade Cruzada

Com os primers Ana3-F/Ana3-R, apenas o pinhdo apresentou aparente reatividade
cruzada com o caju (Figuras 34 e 35). A amostra de pinh&o foi extraida novamente, tendo
sido eliminada a banda ténue para esta amostra apos nova PCR. Deste modo, 0s primers

foram considerados especificos para o caju.
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Figura 34 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana3-F/Ana3-R
dos extratos das amostras de reatividade cruzada. M: marcador molecular 100 pb (Bioron,
Ludwigsafen, Alemanha); 1: Noz macadamia; 2: Pistacio; 3: Amendoim torrado; 4: Favas fritas; 5:
Pinhdo; 6: Castanha; 7: Péssego; 8: Farinha de trigo; 9: Arroz; 10: Ameixa preta; 11: Noz; 12:
Tremocgo; 13: Aveia; 14: Cevada; 15: Centeio; 16: Soja; 17: Castanha do Brasil; 18: Milho; 19:
Pevide torrada; 20: Alperce; 21: Colza; 22: Girassol; 23: Améndoa; 24: Tomate cereja; 25: Avela;
26: Massa; 27: Erva-principe; 28: Horteld-pimenta; 29: Malva; 30: Sene; 31: Tilia; 32: Passiflora;
33: Cardo Mariano; 34: Manjericdo; 35: Coentros; 36: HipericAo do Gerés; CN: controlo positivo

(caju cru); CN: controlo negativo.

M1 2 3 4 5 CP CN

(N

- b

Figura 35 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana3-F/Ana3-R
dos extratos das amostras de reatividade cruzada. M: marcador molecular 100 pb (Bioron,
Ludwigsafen, Alemanha); 1: Noz pecan; 2: Maizena; 3: P&o ralado; 4: Farinha de arroz; 5: Farinha

de milho; CP: controlo positivo (caju cru); CN: controlo negativo.

Sensibilidade absoluta e relativa

Para determinar a sensibilidade absoluta, as mesmas diluicdes do extrato de ADN de
caju foram testadas nas condi¢cdes anteriormente descritas. A amplificacdo ocorreu até 1

pg de ADN de caju, correspondendo a menor diluicdo testada. No entanto, dada a
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intensidade da banda a 1 pg ser ténue, a concentracdo de 0,1 pg néo foi utilizada (Figura
36). Os valores de 0,005% e 0,05% foram atingidos usando as misturas modelo de caju
em massa (PCM) extraidas com e sem RNAse diluidas a 50 ng/uL, respetivamente
(Figura 37).

<
=
N
w
S
(7]
(o))

CN

1d

144pb e G «= -

Figura 36 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana3-F/Ana3-R
das diluicbes seriadas do extrato de ADN de caju. M: marcador molecular 100 pb (Bioron,
Ludwigsafen, Alemanha); 1-6: 100.000, 10.000, 1.000, 100, 10, e 1 pg de ADN de caju; CN:
Controlo Negativo.

A M1 2 3 456 7 8 9 10CPCN

B M12 34567 8910cCP

1

" -
144 pb - -

Figura 37 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana3-F/Ana3-R
dos extratos das misturas modelo de caju em massa (PCM) extraidos com (A) e sem (B) RNAse
(diluidos a 50 ng/uL). M: marcador molecular 100 pb (Bioron, Ludwigsafen, Alemanha); 1: 0%; 2-
10: 10%; 1%; 0,1%; 0,05%; 0,01%; 0,005%; 0,001%; 0,0005%; 0,0001%; CP: controlo positivo;
CN: controlo negativo.
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Utilizando extratos com concentracdes de 20 ng/pL, a sensibilidade foi de 500 mg/kg de
caju em massa, enquanto para diluicdes de 100 ng/uL, o valor atingido foi de 100 mg/kg
(Figura 38).

A° M12 3456 7 8 910CN cC M1 234 56 7 8 9 10 CN

hﬂu
<ot

140 pb -— - 140 pb - .t
B M1 2 34 56 7 8 910 D M1 234 567 8910
. e

Figura 38 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana3-F/Ana3-R
das misturas modelo de caju em massa (PCM) extraidos com (A, B) e sem (C,D) RNAse com
diluicéo de 20 ng/pL (A,C) e 100 ng/uL (B,D). M: marcador molecular 100 pb (Bioron, Ludwigsafen,
Alemanha); 1: 0%; 2-10: 10%; 1%,; 0,1%; 0,05%; 0,01%; 0,005%; 0,001%; 0,0005%; 0,0001%; CN:

controlo negativo.

O efeito de matriz foi avaliado com as misturas modelo de caju em farinha de trigo,
verificando-se que para extratos diluidos a 50 ng/uL, a sensibilidade foi de 500 mg/kg
(0,05%) (Figura 39). No caso das misturas modelo de biscoitos de caju, a sensibilidade
foi de 50 mg/kg com ambas as misturas de massas (A) e biscoitos (B) (linhas 8, Figura
40).

M1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 CN

e ereewe  144pb

Figura 39 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana3-F/Ana3-R
das misturas modelo de caju em farinha de trigo (PCW). M: marcador molecular 100 pb (Bioron,
Ludwigsafen, Alemanha); 1: 0%; 2-12: 0,0001%; 0,0005%; 0,001%; 0,005%; 0,01%; 0,05%; 0,1%;
0,5%; 1%; 5%; 10% CN: controlo negativo.
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Figura 40 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com os primers Ana3-F/Ana3-R
das misturas modelo de massa (A) e respetivos biscoitos de caju (B). M: marcador molecular 100
pb (Bioron, Ludwigsafen, Alemanha); 1-10: 10%; 5%; 1%; 0,5%; 0,1%; 0,05%; 0,01%; 0,005%;
0,001%; 0,0005%; 0,0001%; 11: 0%; CN: Controlo Negativo

Em termos qualitativos absolutos, todos os sistemas permitiram a amplificacdo de 1 pg de
ADN de caju, tendo este sido definido como o limite de detecdo absoluto. Em termos de
detecdo relativa, cada sistema apresentou um comportamento distinto, variando entre
limites de 500 a 50 mg/kg de caju em diferentes matrizes. A extragdo do ADN € um passo
determinante na qualidade dos extratos, pelo que em geral o uso de RNAse facilitou a
amplificacdo do alvo com LD relativos menores. Das matrizes testadas, as misturas
modelo de massa e respetivos biscoitos de caju parecem exercer menor efeito negativo
na amplificagcdo do alvo, mesmo ap0s o processamento térmico dos mesmos. Os
sistemas Ana 0 2 e Ana o 3 foram o0s que apresentaram maior reprodutibilidade de

resultados.

Detecdo de caju por PCR em tempo real

Um dos objetivos do presente trabalho consistiu no desenvolvimento de metodologias de
PCR quantitativas para a identificacdo de alergénios do caju. Nesse ambito, apés uma
primeira abordagem qualitativa com a finalidade de otimizar as condigbes de reacéo e
avaliar o comportamento e especificidade de cada conjunto de primers desenhados para

o efeito, procedeu-se a fase de quantificacdo e otimizacdo dos sistemas de PCR em
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tempo real. A primeira estratégia visou o estudo do melhor marcador de ADN recorrendo
ao desenvolvimento do método de PCR em tempo real com recurso ao uso de um
corante de fluorescéncia universal, nomeadamente o corante EvaGreen. Para confirmar a
identidade dos fragmentos amplificados, cada sistema de PCR em tempo real com
corante EvaGreen incluiu uma andlise das curvas de desnaturagao (melting).

Dado que nao existem diretrizes especificas para o desenvolvimento de métodos
analiticos para a detecdo e quantificagdo de alergénios por PCR em tempo real, cada
ensaio de foi avaliado segundo critérios de aceitacdo definidos e adaptados das diretrizes
MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments)
(Bustin et al., 2009) e da European Network of GMO Laboratories (ENGL, 2015). Estes
definem vérios parametros, nomeadamente um coeficiente de correlacdo (R?) igual ou
superior a 0,98%, uma eficiéncia de PCR entre os 90% e 110%, assim como um declive
entre -3,6 e -3,1. A determinacao do limite de deteg&o (LD) é definida como a quantidade
minima de analito que pode ser detetada com 95% de confianga. As curvas de calibragéo
devem apresentar pelo menos cinco concentragdes de analito alvo diferentes, as quais
devem abranger pelo menos trés ordens de grandeza. A repetibilidade é avaliada através
dos desvios padrao relativos entre cada valor Cq de cada réplica de uma mesma amostra
sendo recomendado ndo exceder 25%. Quanto ao desempenho da amplificacdo, este é

avaliado a partir do calculo da eficiéncia pela formula seguinte:

1
E (0/0) = 10(_ declive) — 1

Sistema com corante EvaGreen

As condi¢cBes de temperatura e composicdo das misturas reacdes de cada sistema estdo
representadas nas Tabelas 14 e 15. Aplicou-se a analise de temperatura de melting apés
os ciclos de amplificacdo, a todos os ensaios para verificagdo dos amplicbes formados.
Para cada par de primers procedeu-se entdo aos ensaios com as diluicbes seriadas de
1/10 do extrato 100% caju (100.000-0,1 pg) e com 0s extratos das misturas modelo de
caju em massa (PCM) a 50 ng/uL de ADN.

Gene Anaol

Limite de detecéo absoluto
O sistema de PCR em tempo real com os primers Anal-F/Anal-R permitiu a amplificacéo
de ADN de caju até 10 pg, cobrindo cinco ordens de magnitude. Todas as réplicas

apresentaram uma temperatura de desnaturacdo de 80,40+0,20°C (Figura 41),
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confirmando a presenca de um Unico conjunto de produtos de PCR formados.
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Figura 41 — Curvas de amplificacdo (A), respetiva curva de calibracédo (B) e curvas de melting (C)

obtidas por PCR em tempo real da diluicdo seriada do extrato de ADN de caju com os primers

Anal-F/Anal-R.

concentracdes de 1 e 0,1 pg de caju ndo estdo reportadas, pois somente 2 das 4 réplicas

foram amplificadas com desvios a linearidade da reacdo. Para este sistema, o LD
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absoluto foi estabelecido em 10 pg com elevada performance: eficiéncia de 92,9 % e
declive de -3,505 com um coeficiente de correlacao de 0,993 (Figura 41), parametros que
estdo de acordo com os critérios de aceitacao definidos para este tipo de ensaios (Bustin,
et al., 2009; ENGL, 2015).
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Figura 42 — Curvas de amplificacdo (A), respetiva curva de calibragcéo (B) e curvas de melting (C)
obtidas por PCR em tempo real dos extratos das misturas modelo de caju em massa (PCM)
extraidos com RNAse (diluidos a 50 ng/uL) com os primers Anal-F/Anal-R.
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Limite de detecao relativo

O LD relativo foi determinado com as misturas modelo de caju em massa (PCM) até a
concentracdo de 0,1% (1.000 mg/kg) de caju. Para este sistema era esperado uma
sensibilidade mais elevada, no entanto os pontos com menor concentracdo nao
apresentaram o (gradiente esperado, tendo afetado a linearidade da reacdo. A
amplificacdo ndo especifica das misturas modelo com quantidades de 0,01-0,0001% de
caju em massa nao deu origem a fragmentos diferentes dado que os produtos formados
apresentaram a mesma temperatura de melting dos fragmentos alvos (80,40+0,20°C)
(Figura 42). Estes resultados confirmam os dados da PCR qualitativa representados na
Figura 22, onde também n&o foi possivel estabelecer um gradiente de concentragdes,

como era esperado.

Gene Anao 2

Limite de deteg&o absoluto

Procedeu-se de igual modo para o sistema Ana2-F/Ana2-R, o qual apresentou melhor LD
absoluto (1 pg) (Figura 43). A andlise de melting permitiu confirmar a identidade dos
produtos, com todas as réplicas a amplificarem com uma temperatura de melting de
83,20+0,20°C. O sistema apresentou parametros muito adequados de performance
(R?=0,994, declive de -3,351 e eficiéncia de 98,8%), estando de acordo com os intervalos
definidos para este tipo de metodologia (Bustin et al., 2009; ENGL, 2015).

Limite de detecgéo relativo

Quanto a avaliacdo do LD relativo (Figura 44), observou-se que a partir de 0,01% de caju
em massa ocorreu amplificacdo de um outro alvo (fragmentos com temperatura de
melting diferente). Tal como no sistema Ana o 1, o LD relativo considerado foi de 0,1%. A
curva de calibracao obtida apresentou um coeficiente de correlagdo dentro dos critérios
de aceitacdo (R? = 0,998), mas com um declive e uma eficiéncia baixos (declive de -
3,941; eficiéncia de 79,4 %). Este facto pode estar associado com a presenca das
bandas de arrastamento que se observavam na PCR qualitativa (ex. Figura 29) para
estes primers, sugerindo a necessidade de um terceiro primer (sonda) para conferir maior

especificidade a reagéo.
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Figura 43 — Curvas de amplificacdo (A), respetiva curva de calibragcéo (B) e curvas de melting (C)
obtidas por PCR em tempo real da diluicdo seriada do extrato de ADN de caju com 0s primers
Ana2-F/Ana2-R.
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Figura 44 — Curvas de amplificagdo (A), respetiva curva de calibracédo (B) e curvas de melting (C)
obtidas por PCR em tempo real dos extratos das misturas moledo de caju em massa (PCM)
(extraidas com RNAse) com os primers Ana2-F/Ana2-R.
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Gene Anao 3

Limite de detecéo absoluto

Quanto ao sistema Ana3-F/Ana3-R, o LD absoluto foi semelhante ao sistema Ana2-
F/Ana2-R (1 pg de ADN de caju) (Figura 45), evidenciando uma performance de acordo
com os critérios de aceitacdo (Bustin et al., 2009; ENGL, 2015). Todas as réplicas
amplificaram positivamente com uma temperatura de melting de 83,80 £ 0,20°C, o que
confirmou a identidade dos produtos alvo. Estes resultados s&o concordantes com os

observados em PCR qualitativa.

Limite de detecéo relativo

Quanto a sensibilidade relativa (Figura 46), esta assemelha-se a do sistema precedente
com um LD de 0,1% (1.000 mg/kg) e com amplicbes com temperaturas de melting de
83,20£0,20°C, que confirmam a amplificacdo do fragmento alvo. Abaixo de 0,1% ocorreu
amplificacdo positiva de fragmentos, mas a andlise de melting evidencia a produgdo de
um conjunto diferente de amplicdes com um melting de 88,60°C, que ndo correspondem
ao alvo.

A utilizagéo de um corante universal como o EvaGreen n&o permitiu o desenvolvimento
de sistemas de PCR em tempo real quantitativos adequados para os diferentes genes do
caju, uma vez que a presenca de fragmentos ndo especificos invalida a sua aplicacdo. A
amplificacdo absoluta do caju foi muito sensivel com os sistemas propostos, atingindo
valores de 10-1 pg que correspondem a 20-2 cépias de ADN de caju (considerando que
uma cépia haploide de ADN de caju é 0,51 pg) (Dhanara et al., 2002). No entanto, em
termos de detecgéo relativa os sistemas parecem ser afetados pelo efeito de matriz. Para
obviar estes problemas, foram desenhadas sondas para 0s sistemas que apresentavam
maior sensibilidade (Ana o 2 e Ana o0 3), visando o desenvolvimento de métodos
gquantitativos mais eficientes. Em termos absolutos, as sensibilidades obtidas dos
diferentes sistemas com EvaGreen foram ligeiramente inferiores aos reportados por
Pafundo et al. (2010). Num sistema semelhante, usando corante SYBR Green em
multiplex com alvo no gene que codifica o alergénio Ana o 1, os autores reportaram um
LD absoluto de 0,5 pg de ADN de caju.
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Figura 45 - Curvas de amplificacéo (A), respetiva curva de calibracédo (B) e curvas de melting (C)
obtidas por PCR em tempo real das diluicdes seriadas do extrato 100% de caju para determinacdo

do limite de detec&o absoluto.
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Figura 46 - Curvas de amplificacé@o (A), respetiva curva de calibracédo (B) e curvas de melting (C)

obtidas por PCR em tempo real dos extratos das misturas modelo de caju em massa (PCM)

extraidos com RNAse, para determinacédo do limite de detecéo relativo.

Sistema com sondas TagMan ™

Contrariamente ao corante de fluorescéncia que se liga a todas as cadeias de acidos

nucleicos de cadeia dupla, as sondas marcadas funcionam como um terceiro

Y

oligonucledtido que se deve ligar a cadeia alvo para ocorrer a emissdo de sinal de
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fluorescéncia. Recorrendo ao uso de sondas de hidrélise desenhadas especificamente
para se ligarem ao fragmento alvo dos sistemas Ana2-F/Ana2-R e Ana3-F/Ana3-R, dois
métodos de PCR em tempo real foram propostos. As sensibilidades absoluta e relativa
foram determinadas da mesma forma que para os sistemas de PCR em tempo real com o
corante EvaGreen, usando os extratos de ADN de caju com diluicdo seriada e misturas
modelo de caju em massa (PCM) (diluidos a 50 ng/uL). Para avaliar o efeito da matriz
foram também testadas as misturas de caju em farinha de trigo (PCW). Para este
conjunto de misturas modelo de caju em farinha de trigo néo foi usada RNAse para a sua
extracdo, sendo testadas com concentracao de 50 ng/uL.

Procedeu-se a normalizagdo dos métodos, recorrendo a amplificagdo simultdnea de um
gene de referéncia enddégeno (18S rARN) com um dos genes especificos (Ana 0 2 ou
Ana o 3). O gene endoégeno foi amplificado em cada uma das amostras em duplicado e
em paralelo com a amplificacdo especifica do caju. Obtiveram-se curvas de calibracdo
onde estdo representados os diferenciais entre os Cq das amplificagbes especifica e
universal de cada mistura de PCR associada & mesma mistura modelo, em relagdo ao

logaritmo em base 10 da concentracdo em caju: f(log(mg/kg)) = ACq.

Gene Anao 2

Limite de detecao absoluto

Procedeu-se a amplificagdo das sete diluicbes seriadas de ADN de caju (100.000-0,1 pg).
A amplificacdo do fragmento do gene que codifica para o alergénio Ana o 2 revelou-se
efetiva, demonstrando um LD absoluto de 1 pg de ADN de caju (2 copias de ADN
gendémico de caju). A reacdo decorreu com elevada performance apresentando valores
de coeficiente de correlagdo de 0,990, declive de -3,235 e eficiéncia de 103,7% (Figura
47), os quais estdo de acordo com os parametros definidos para este tipo de metodologia
(Bustin et al. 2009; ENGL, 2015). De salientar que ocorreu amplificagéo de apenas 1 das
4 réplicas da diluicdo com 0,1 pg de ADN de caju, pelo que esta concentracdo nao pode

ser definida como LD absoluto.
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Figura 47 — Curvas de amplificacdo (A) e respetiva curva de calibragdo (B) obtidas por PCR em
tempo real com os primers Ana 2-F/Ana2-R e sonda Ana2-P utilizando as diluicdes seriadas de
ADN de caju (n=4 réplicas). 1-6: 100.000 pg; 10.000 pg; 1.000 pg; 100 pg; 10pg e 1 pg de ADN.

Limite de detecao relativo

Para a determinagdo do LD relativo foram testadas diferentes concentracdes das
misturas modelo de caju em massa (PCM). Com extratos diluidos a 50 ng/mL ocorreu
amplificacdo positiva até 0,01% de caju em massa (100 mg/kg). Observa-se que o perfil
das curvas se altera entre as misturas 1% e 0,1%, aparecendo mais “achatadas”. De
salientar que o controlo negativo confirma a auséncia de contaminacdo dos extratos. A
curva de calibrag&o obtida apresenta coeficiente de correlacédo excelente (R” = 0,989), no

entanto, uma eficiéncia e um declive fora dos intervalos recomendados (Figura 48).
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Figura 48 — Curvas de amplificacdo (A) e respetiva curva de calibracéo (B) obtidas por PCR em
tempo real com os primers Ana 2-F/Ana2-R e sonda Ana2-P utilizando as misturas de referéncia
PCM a 50 ng/uL de ADN (n=4 réplicas).

Com o objetivo de se avaliar o efeito da matriz testaram-se extratos de 50 ng/uL das
misturas modelo de caju em farinha de trigo (PCW). Nesta reacao apenas 1 em 4 réplicas
da concentracdo 50 mg/kg amplificou positivamente pelo que o LD relativo foi definido em
100 mg/kg (Figura 49). A performance da reacgéo foi elevada com os parametros da curva
de calibragéo dentro dos intervalos recomendados. De acordo com estes resultados, o
efeito matriz parece ser mais evidente no caso da farinha de trigo do que nas misturas

com massa.
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Figura 49 — Curvas de amplificacdo (A) e respetiva curva de calibragédo (B) obtidas por PCR em
tempo real com os primers Ana 2-F/Ana2-R e sonda Ana2-P utilizando os extratos a 50 ng/uL de

ADN das misturas modelo de caju em farinha de trigo (PCW) (n=4 réplicas).

Normalizagéo e validacdo do método

As misturas modelo do caju em farinha de trigo foram amplificadas em 2 reacgfes
separadas, mas em simultdneo, com alvo num gene eucariota universal (18S rARN) e no
gene Ana o 2. A normalizacao do sistema foi efetuada com base no calculo de ACq (ACq
= Cq (gene especifico) — Cqg (gene enddgeno universal)), permitindo obter uma curva de
calibracdo com parametros adequados para a quantificacdo de caju até um limite de
quantificacdo de 0,01% (100 mg/kg) (Figura 50 e Tabela 21).
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Figura 50 — Curvas de amplificacdo (A) e respetiva curva de calibracdo normalizada (B) obtida por
PCR em tempo real com os primers Ana 2-F/Ana2-R e sonda Ana2-P utilizando os extratos a 50
ng/uL de ADN das misturas modelo de caju em farinha (PCW), para determinacéo do limite de

detecao relativo.

Tabela 21 - Resultados normalizados obtidos por PCR em tempo real com os primers Ana 2-
F/Ana2-R e sonda Ana2-P (amplificac@o especifica) e os primers EG-F/EG-R e sonda EG-P (gene

enddgeno universal) para as misturas de caju em farinha de trigo (PCW)

Caju (%) ACq % DP

10 7,74 + 0,16 (4/4)
5 8,93 £ 0,17 (4/4)
1 12,22 + 0,58 (4/4)
0,5 11,74 + 0,08 (4/4)
0,1 15,06 + 0,41 (4/4)
0,05 15,85 + 0,39 (4/4)
0,01 17,55+ 0,72 (4/4)
Coeficiente de correlagéo (R%) 0,9796
Declive -3,081
Eficiéncia da PCR (%) 100,6

Valores entre paréntesis correspondem (nimero de réplicas positivas/nimero de

réplicas total).
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A técnica foi validada com quatro misturas cegas preparadas (8%, 4%, 2,5% e 0,25%),
que foram determinadas na mesma corrida como amostras desconhecidas, amplificando
com os primers do gene enddégeno em duplicado e com os primers especificos ao
alergénio Ana o 2 em quadruplicado. A determinacdo da concentracdo das misturas
cegas permitiu validar o sistema proposto, cujos resultados estimados estdo
representados na Tabela 22. Trés das misturas cegas apresentaram erros inferiores a
25%, o0 que esta de acordo com os critérios de validacdo para este tipo de ensaios. O
caso da mistura de 8,0% ter apresentado um erro tdo elevado pode ter resultado de
algum erro experimental, dado que se apresenta no valor de concentracdo testado mais
elevado.

Tabela 22 - Estimativa das percentagens de caju adicionadas em amostras cegas de caju em

farinha de trigo a partir das PCR com os primers Ana2-F/Ana2-R e sonda Ana3-P.

Amostra cega Valor real Valor estimado Coeficiente de Erro (%)**
(mg/kg) (médiatDP) (mg/kg)* variacao (%)

PCW13 80000 50976 + 4707 5,9 -36,28

PCW14 40000 37267 + 3528 8,8 -6,83

PCW15 25000 24367 + 2226 8,9 -2,53

PCW16 2500 2354 + 252 10,1 -5,83

* média dos resultados obtidos dos dois ensaios (n = 4) + desvio padrdo; ** Erro (%) = ((valor estimado-valor

real)/valor real) x 100, CV — coeficiente de variagéo.

Gene Anao 3

Limite de detecao absoluto

Procedeu-se a amplificac@o das sete diluicdes seriadas de ADN de caju (100.000-0,1 pg)
com alvo no gene que codifica o alergénio Ana o 3, sendo o LD absoluto semelhante ao
obtido no sistema Ana o0 2, ou seja, 1 pg de ADN de caju (2 copias de ADN gendémico do
caju). A reacdo apresentou uma eficiéncia de 88,7%, declive de -3,627 e correlacdo de
0.989 (Figura 51), os quais estdo muito préximos dos valores recomendados (Bustin et
al., 2009; ENGL, 2015).

Estes resultados sdo comparaveis aos valores de LD de 0,5 pg (Ehlert et al., 2008; Wang
et al., 2011) e 1,25 pg de ADN de caju (Brzezinski, 2006; Piknova et al., 2007) descritos

na literatura para sistemas de PCR em tempo real com sondas especificas.

81



Amplification

A
=2
3

100 += }

0 10
Cycles

B : Sllandard Curve , , '

a0 1 )

35
-4
Q 30

251

1
T
-3 -2 -1 0 1 2
Log Starting Quantity
O Standard X Unknown
— FAM E= §8.7% R*2=0.989 Slope=-3.627 y-int=28.691

Figura 51 — Curvas de amplificacdo (A) e respetiva curva de calibracéo (B) obtidas por PCR em
tempo real com os primers Ana 3-F/Ana3-R e sonda Ana3-P utilizando as diluicbes seriadas de
ADN de caju (n=4 réplicas). 1-6: 100.000 pg; 10.000 pg; 1.000 pg; 100 pg; 10pg e 1 pg de ADN.

Limite de detecgéo relativo

O LD relativo foi testado com dois conjuntos de misturas modelo: caju em massa (PCM) e
caju em farinha de trigo (PCW) para avaliar o efeito da matriz. O LD relativo efetivo foi de
500 mg/kg, sendo que apenas 3 das 4 réplicas da mistura de 100 mg/kg foram positivas.
A curva de calibragéo apresentou uma eficiéncia inferior a 90%, mas com correlagéo de
R?=0.981 (Figura 52).
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Figura 52 — Curvas de amplificacdo (A) e respetiva curva de calibragédo (B) obtidas por PCR em
tempo real com os primers Ana 3-F/Ana3-R e sonda Ana3-P utilizando os extratos das misturas

modelo de caju em massa (PCM) a 50 ng/uL (n=4 réplicas).

Para avaliar o efeito de matriz sobre o sistema, efetuou-se a avaliagdo do LD relativo do
sistema com os extratos das misturas modelo de caju em farinha de trigo (PCW) a 50
ng/uL. A performance do método foi adequada com parédmetros de eficiéncia, declive e
correlacdo dentro dos intervalos recomendados (Bustin, et al., 2009; ENGL, 2015).
Considerando que apenas 1 das 4 réplicas das amostras de 100 e 50 mg/kg amplificaram
positivamente, o LD relativo foi estabelecido em 500 mg/kg de caju em farinha de trigo
(Figura 53).
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Figura 53 - Curvas de amplificacdo (A) e respetiva curva de calibracdo (B) obtidas por PCR em
tempo real com os primers Ana3-F/Ana3-R e sonda Ana3-P utilizando os extratos a 50 ng/uL de

ADN das misturas modelo de caju em farinha (PCW) (n=4 réplicas).

Normalizacgéo e validacdo do método

A normalizacdo do método foi obtida com a amplificacdo simultinea de um gene
eucariota universal (18S rARN) e do gene especifico Ana o 3 das misturas modelo de
caju em farinha de trigo (Figura 54). Os parametros do sistema normalizado foram de
acordo com os valores recomendados, tendo-se confirmado o LD relativo de 500 mg/kg.
De salientar que nas misturas de 100, 50 e 10 mg/kg amplificaram 6, 4 e 3,
respetivamente das 8 réplicas, sugerindo que nas condicdes adequadas o sistema
podera atingir uma sensibilidade de 10 mg/kg. Para a constru¢éo da curva de calibragcéo
normalizada apenas as concentracbes com 100% das réplicas positivas foram

consideradas (Figura 54 e Tabela 23).
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Figura 54 — Curvas de amplificacdo (A) e respetivas curvas de calibragdo ndo normalizada (B) e
normalizada (C) obtidas a partir dos ensaios de PCR em tempo real com os primers Ana3-F/Ana3-
R e sonda Ana3-P com os extratos a 50 ng/uL de ADN das misturas modelo de caju em farinha de

trigo (PCW), para normaliza¢cdo do sistema.
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Tabela 23 - Resultados normalizados obtidos por PCR em tempo real com os primers Ana 3-
F/Ana3-R e sonda Ana3-P (amplificac@o especifica) e os primers EG-F/EG-R e sonda EG-P (gene

enddgeno universal) para as misturas de caju em farinha de trigo (PCW)

Caju (%) ACq = DP

10 10,66 + 0,08 (8/8)
11,61 + 0,18 (8/8)
1 14,84 + 0,15 (8/8)
0,5 14,81 + 0,31 (8/8)
0,1 17,28 £ 0,22 (8/8)
0,05 18,55 + 0,74 (8/8)

Coeficiente de correlacédo (R?) 0,9852

Declive -3,3597

Eficiéncia da PCR (%) 98,4

Valores entre paréntesis correspondem (numero de réplicas

positivas/nimero de réplicas total).

O método foi validado com quatro misturas cegas (8%, 4%, 2,5% e 0,25%), que foram
determinadas amplificando com os primers do gene enddgeno em duplicado e com 0s
primers especificos ao alergénio Ana o 3 em quadruplicado. Os resultados permitiram
validar o sistema proposto, pois os valores estimados apresentaram erros inferiores a

25%, 0 que esta de acordo com os critérios de validacao para este tipo de ensaios.

Tabela 24 — Estimativa das percentagens de caju adicionadas em amostras cegas de caju em

farinha de trigo a partir das PCR com os primers Ana3-F/Ana3-R e sonda Ana3-P.

Amostra cega Valor real Valor estimado CV (%) Erro (%)**
(mg/kg) (média + DP) (mg/kg)*

PCW13 80000 67879 + 3273 4,8 -15,15

PCW14 40000 41909 + 9937 23,7 4,77

PCW15 25000 23118 £ 7322 31,7 -7,53

PCW16 2500 2361 £ 352 14,9 -5,57

* média dos resultados obtidos dos dois ensaios (n=8) + desvio padrdo; ** Erro (%) = ((valor estimado-valor

real)/valor real) x 100, CV — coeficiente de variagédo.

Os valores de LD relativos obtidos de 100 mg/kg (Ana o 2) e 500 mg/kg (Ana o 3) séo
superiores aos 10 mg/kg com misturas modelo de caju em farinha de milho reportados
por Wang et al. (2011) para um sistema multiplex com alvo no Ana o 3. No caso das
misturas modelo de caju em farinha de trigo (PCW), ocorreram amplificacdes de algumas
réplicas até ao nivel 50 mg/kg e 10 mg/kg. Comparativamente, o método de PCR em

tempo real com sondas descrito por Lopez-Calleja et al. (2015) para a quantificacédo
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especifica de caju em farinha de trigo alega um LD relativo de 0,1 mg/kg, que é muito
inferior aos descritos neste estudo. Os genes Ana 0 2 e Ana 0 3 sd0 genes unicopia
enquanto a regido ITS € multicopia, pelo que os limites de dete¢cdo ndo deverdo ser
comparados.

Aplicacdo dos modelos de quantificagcdo propostos a misturas modelo de

biscoitos de caju

Na vertente de se aplicar os métodos desenvolvidos na andlise de alimentos reais,
prepararam-se e testaram-se biscoitos modelo de caju. Com o intuito de se avaliar o
efeito de processamento na performance quantitativa dos sistemas de PCR em tempo
real os biscoitos de caju foram analisados como matriz crua (massas antes de cozerem)

e processada ap0ds cozedura em forno a 180°C durante 15 min.

PCR em tempo real com sondas TagMan™ no gene Anao 2

Efetuou-se numa primeira abordagem a avaliagdo das massas modelo para biscoitos de
caju (BCM) a 50 ng/uL de ADN (n=4), obtendo-se as curvas de amplificacdo e respetiva
curva de calibracdo apresentadas na Figura 55. De seguida, avaliaram-se o0s biscoitos
modelo de caju (BC) nas mesmas condi¢des (Figura 56). Relativamente as massas cruas
(Figura 55), o sistema permitiu amplificar o caju com um LD relativo de 100 mg/kg. No
caso dos hiscoitos (Figura 56), o LD relativo foi superior ao das misturas cruas, atingindo
0s 500 mg/kg. Em cada um dos ensaios 0s parametros das curvas de validagédo estdo de
acordo com os intervalos recomendados apresentando coeficientes de correlacdo de
0,982 e 0,991, declives de -3,347 e 3,392 com eficiéncias de 99,0% e 97,19%,
respetivamente para as massas e respetivos hiscoitos. No caso dos hiscoitos, o sistema
amplificou de 50% e 100% das réplicas de 100 mg/kg e 50 mg/kg, respetivamente,

sugerindo que o LD para este sistema podera ainda ser otimizado.
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Figura 55 - Curvas de amplificacdo (A) e respetiva curva de calibracdo ndo normalizada (B)
obtidas por PCR em tempo real com os primers Ana2-F/Ana2-R e sonda Ana2-P utilizando os

extratos das massas para hiscoitos de caju (BCM) 50 ng/uL (n=4 réplicas).

Normalizacgéo e validacdo do método

Procedeu-se ao tratamento dos resultados obtidos da amplificacdo eucariota e do gene
especifico Ana o 2, utilizando o método do ACq. Ambas as curvas de calibracédo
normalizadas obtidas para as massas cruas e respetivos biscoitos (Figura 57) possuem
um coeficiente de correlacdo, um declive e uma eficiéncia dentro dos parametros
recomendados (Tabela 25) (Bustin et al., 2009; ENGL, 2015). De referir que com este
sistema, os LD relativos foram diferentes para o caso das amostras cruas e processadas,
tendo-se obtido uma aparente maior sensibilidade (100 mg/kg) para as misturas modelo
cruas. Este fendmeno podera resultar da acdo do calor durante o processo de cozedura a

180°C durante 15 min, provocando a degradacéo do ADN.
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Figura 56 - Curvas de amplificacdo (A) e respetiva curva de calibracdo ndo normalizada (B)
obtidas por PCR em tempo real com os primers Ana2-F/Ana2-R e sonda Ana2-P utilizando os

extratos dos biscoitos de caju (BC) 50 ng/pL (n=4 réplicas).

Tabela 25 - Resultados normalizados obtidos por PCR em tempo real com 0s primers Ana2-
F/Ana2-R e sonda Ana2-P (amplificacdo especifica) e os primers EG-F/EG-R e sonda EG-P (gene

enddgeno universal) para as misturas modelo de massa e biscoitos de caju.

Misturas modelo N&o processadas Processadas
Caju (%) A Cq + DP A Cq * DP

10 9,52 + 0,02 (4/4) 9,01 £ 0,08 (4/4)
5 10,40 £ 0,13 (4/4) 9,95 £ 0,20 (4/4)
1 12,38 + 0,14 (4/4) 11,87 + 0,08 (4/4)
0,5 13,15+ 0,18 (4/4) 13,00 + 0,09 (4/4)
0,1 16,86 + 0,53 (4/4) 15,87 £ 0,14 (4/4)
0,05 16,97 £ 0,19 (4/4) 16,48 + 0,30 (4/4)
0,01 19,83 + 0,49 (4/4) -
Coeficiente de correlagéo (Rz) 0,9872 0,9937
Declive -3,4900 -3,3362
Eficiéncia da PCR (%) 93,4 99,4
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Figura 57 — Comparacéo das curvas de calibracdo normalizadas obtidas por PCR em tempo real

utilizando os extratos das massas (BCM) e respetivos biscoitos (BC).

Quanto a validacdo da técnica, apenas duas amostras de cada ensaio apresentaram
erros relativos abaixo dos 25%: BCM 14 e BCM15 (Tabela 26); BC13 e BC14 (Tabela
27). Considerando que cada mistura modelo de biscoitos de caju resultou da mesma
amostragem, o erro associado a cada ponto devia ser repetido, o que nao é o caso. Nos
pontos de menor concentracdo pode haver maior dispersdo de resultados, no entanto, as
amostras BCM 14 e 15 apresentam erros relativos inferiores a 25% em relagéo ao valor
real de cada amostra. Dado que a mistura de 4% de biscoito de caju foi preparada por
diluicdo seriada (Tabela 7), sendo retirada uma porcéao de mistura (que foi imediatamente
congelada a -20C) e o restante processado a 180°C durante 15 min, 0s erros associados

a sua determinacao pelas respetivas curvas de calibracdo deveriam ser semelhantes.

Tabela 26 - Estimativa das percentagens de caju adicionadas em amostras cegas de massas de
biscoitos de caju a partir das PCR com os primers Ana2-F/Ana2-R e sonda Ana2-P.

Amostra cega Valor real Valor estimado Coeficiente de Erro (%)**
(mg/kQg) (média £ DP) (mg/kg)* variacao (%)

BCM12 80000 53624 + 2307 2,9 -32,97

BCM13 40000 27293 £ 1970 4,9 -31,77

BCM14 20000 15960 + 1695 8,5 -20,20

BCM15 2000 1863 + 390 6,4 -6,83

*média + desvio padrdo (n=4); ** Erro (%) = ((valor estimado-valor real)/valor real) x 100, CV —

coeficiente de variagédo.
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Tabela 27 — Estimativa das percentagens de caju adicionadas em amostras cegas de biscoitos de

caju processados a partir das PCR com os primers Ana2-F/Ana2-R e sonda Ana2-P.

Amostra cega Valor real Valor estimado Coeficiente de Erro (%)**
(mg/kg) (média + DP) (mg/kg)* variacao (%)

BC12 80000 53307 + 3511 4,4 -33,37

BC13 40000 31912 + 2729 6,8 -20,22

BC14 20000 17558 + 991 5,0 -12,21

BC15 2000 1302 + 281 14,1 -34,92

*média + desvio padrdo (n=4); ** Erro (%) = ((valor estimado-valor real)/valor real) x 100, CV —

coeficiente de variagdo.
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Figura 58 — Curvas de amplificacdo (A) e respetiva curva de calibracdo ndo normalizada (B)
obtidas por PCR em tempo real com os primers Ana3-F/Ana3-R e sonda Ana3-P utilizando os

extratos a 50 ng/uL das massas para biscoitos de caju (BCM) (n=4 réplicas).
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PCR em tempo real com sondas TagMan™ no gene Ana o 3

O sistema Ana3-F/Ana3-R amplificou o alvo caju com LD relativos efetivos de 50 mg/kg
para as massas e respetivos biscoitos de caju (Figuras 58 e 59), com parametros de
performance de cada ensaio dentro dos critérios recomendados (Bustin et al., 2009;
ENGL, 2015).

As misturas modelo com 10 mg/kg de caju amplificaram 4 das 8 réplicas no caso das
massas cruas, e 3 das 8 réplicas nos biscoitos, sugerindo que o sistema podera ter maior

sensibilidade.

A Amplification
gooo 1 Eucariotas
10 %
5000 + 5%
1%
4000 4
=
2 3000 %
0,05 %
2000 £ 0,01 %
0,005%
1000 +
0 4 = -
0 10
Cycles
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a5 £ 7o) T T T T ]
36 J ]
34 ] ]
3 324 ]
30 J 3
28 + -
26 1 . ' } —
.2 -1 0 1
Log Starting Quantity
QO Standard
> Unknown
—— FAM  E=102.9% R"2=0,933 Slope=-3,255 y-int=29,519

Figura 59 — Curvas de amplificacdo (A) e respetiva curva de calibragcdo ndo normalizada (B)
obtidas por PCR em tempo real com os primers Ana3-F/Ana3-R e sonda Ana3-P utilizando os

extratos a 50 ng/uL dos biscoitos modelo de caju (BC) (n=4 réplicas).

Normalizagdo e validacdo do método
Quanto a normalizagdo e validacdo do método, analisaram-se os resultados de pelo
método do ACq para construir as curvas de calibracdo normalizadas associadas as
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massas modelo cruas (BC) e respetivos biscoitos de caju (BC) (Tabela 28, Figura 60).
Ambas as curvas de calibragcdo normalizadas apresentaram bons parametros de
coeficiente de correlacdo, declive e eficiéncia de reacdo, estando de acordo com o0s
critérios recomendados (Bustin et al., 2009; ENGL, 2015).

Tabela 28 — Resultados normalizados obtidos por PCR em tempo real com os primers Ana3-
F/Ana3-R e sonda Ana3-P (amplificacdo especifica) e os primers EG-F/EG-R e sonda EG-P (gene

endogeno universal) para as misturas modelo de massas e respetivos biscoitos de caju.

Misturas modelo N&o processadas Processadas
Caju (%) ACq = DP ACq £ DP

10 10,18 + 0,27 (8/8) 9,59 + 0,09 (8/8)
5 10,87 + 0,14 (8/8) 10,27 + 0,20 (8/8)
1 13,12 + 0,24 (8/8) 12,52 + 0,16 (8/8)
0,5 13,69 + 0,14 (8/8) 13,65 + 0,36 (8/8)
0,1 16,58 + 0,22 (8/8) 16,26 + 0,23 (8/8)
0,05 17,31 + 0,57 (8/8) 16,68 + 0,42 (8/8)
0,01 19,47 + 0,72 (8/8) 18,93 + 0,29 (8/8)
0,005 21,69 + 1,27 (8/8) 21,17 £ 0,90 (8/8)

Coeficiente de correlacdo (R?) 0,9894 0,9909
Declive -3,3731 -3,3825
Eficiéncia da PCR (%) 97,9 97,5
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Figura 60 — Comparacéo das curvas de calibragdo normalizadas obtidas por PCR em tempo real

utilizando os extratos das misturas modelo de massas e respetivos biscoitos de caju.
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As estimativas das misturas cegas para biscoitos apresentaram erros relativos inferiores
a 25% em comparacdo com os valores reais (Tabela 29), pelo que confirma a exatiddo do
método para a quantificacdo em matriz ndo processada. Quanto a validacdo do método
para os biscoitos de caju, os valores obtidos para 4% e 2% apresentaram um erro relativo
inferior a 25% (Tabela 30). Estes resultados ndo eram esperados, mas foram
concordantes com os valores de erro apresentados para o sistema Ana o 2.

Tabela 29 - Estimativa das percentagens de caju adicionadas em massas cegas para biscoitos de

caju a partir das PCR com os primers Ana3-F/Ana3-R e sonda Ana3-P.

Amostra cega Valor real Valor estimado Coeficiente de Erro (%)**
(mg/kg) (médiatDP) (mg/kg)* variacao (%)

BCM12 80000 62572 + 2798 4,5 -21,79

BCM13 40000 35201 £ 4117 11,7 -12,00

BCM14 20000 16292 + 1922 11,8 -18,54

BCM15 2000 1676 + 390 23,3 -16,54

* média dos resultados obtidos dos dois ensaios (n = 8) + desvio padrdo; ** Erro (%) = ((valor

estimado-valor real)/valor real) x 100, CV — coeficiente de variagao.

Tabela 30 - Estimativa das percentagens de caju adicionadas em biscoitos de caju cegos a partir

das PCR com os primers Ana3-F/Ana3-R e sonda Ana3-P.

Amostra cega Valor real Valor estimado Coeficiente de Erro (%)**
(mg/kg) (médiatDP) (mg/kg)* variacao (%)

BC12 80000 54632 + 5815 10,6 -31,71

BC13 40000 32154 + 3566 11,1 -19,61

BC14 20000 15117 + 1433 9,5 -24,41

BC15 2000 1425 + 53 3,7 -28,73

* média dos resultados obtidos dos dois ensaios (n = 8) + desvio padrdo; ** Erro (%) = ((valor

estimado-valor real)/valor real) x 100, CV — coeficiente de variacao.

Os resultados obtidos por normalizacdo dos dois sistemas na quantificacdo do caju em
misturas modelo de biscoitos sdo comparaveis com os reportados na literatura com alvo
no gene Ana o 3. Existem dois métodos de PCR para a quantificacdo de caju em
modelos reais processados com LD relativo de 100 mg/kg, limite superior ao obtido com
os dois sistemas (Ana2-F/R; Ana3-F/R) (Brzezinski 2006; Piknova et al., 2007). Trés
outros referem LD relativos entre 2 e 32 mg/kg, inferiores aos alcancados neste trabalho
(Ehlert et al., 2009, 2008; Koppel et al., 2012).
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CONCLUSAO

Neste trabalho, foram propostos métodos baseados na PCR qualitativa para a detecao de
alergénios do caju com alvo em trés genes que codificam para as proteinas alergénicas
Ana o 1, Ana 0 2 e Ana 0 3. Em termos qualitativos absolutos, todos os sistemas
permitiram a amplificacdo de 1 pg de ADN de caju (que corresponde a 2 copias de ADN
gendmico do caju), tendo este sido considerado como o limite de detecdo absoluto. Em
termos de detecdo relativa, cada sistema apresentou um comportamento distinto,
variando entre sensibilidades de 500 a 50 mg/kg de caju em diferentes matrizes. Das
matrizes testadas, as misturas modelo de massas e respetivos biscoitos de caju parecem
exercer menor efeito negativo na amplificacdo do alvo, mesmo apds o processamento
térmico dos mesmos. Os sistemas Ana 0 2 e Ana o 3 foram os que apresentaram maior
reprodutibilidade de resultados, assim como melhores sensibilidades.

Usando os mesmos marcadores genéticos, foram também propostos trés sistemas de
PCR em tempo real com o corante de fluorescéncia EvaGreen. Contudo, estes sistemas
apresentaram falta de reprodutibilidade para a detecdo relativa de caju em matrizes
complexas, como resultado de amplificagbes de fragmentos ndo-alvo e baixa
sensibilidade, pelo que nao foram considerados metodologias adequadas para a
gquantificacéo do caju.

Dois sistemas de PCR em tempo real com recurso a sondas de hidrolise foram
desenvolvidos com alvo nos marcadores genéticos Ana o 2 e Ana o 3, permitindo a
detecdo e quantificagdo do caju com sensibilidades absolutas (1 pg) e relativas
adequadas (100 e 500 mg/kg, respetivamente) em matrizes complexas. A normalizacdo
dos métodos, recorrendo a amplificacao simultanea de um gene de referéncia endégeno
(18S rARN) e de um gene especifico (Ana o 2 ou Ana o 3), permitiu o desenvolvimento
de dois métodos quantitativos para o caju. Estes métodos foram validados com a
amplificacdo de misturas modelo de caju em farinha de trigo como amostras
desconhecidas, tendo-se verificado uma boa exatiddo e precisdo dos métodos por
andlise dos erros relativos (<25%). Estes sistemas normalizados e validados foram
também aplicados com sucesso as misturas modelo de massas e biscoitos de caju. O
sistema com melhor performance para este tipo de amostras correspondeu ao Ana 0 3, 0
qual ndo pareceu ser afetado pelo grau de processamento das misturas, tendo-se
estabelecido uma sensibilidade de 50 mg/kg de caju em massas e respetivos biscoitos.
Em sumario, neste trabalho foram apresentados métodos qualitativos como técnicas

rapidas para a detecdo de caju em alimentos. Para a quantificacdo de caju foram
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desenvolvidos com sucesso dois métodos quantitativos normalizados que podem ser

aplicaveis a diferentes matrizes alimentares contendo caju.
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