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ALERGENIOS ALIMENTARES: O QUE SAO, 0 QUE PRrovocam
E coMo DETETA-LOS?
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A prevaléncia das alergias alimentares tem vindo a aumentar nos Ultimos anos, constituindo um problema de salde pu-
blica, com expressdo mais relevante nas sociedades ocidentais. Atualmente estima-se que cerca de 2 a 4% da populagéo
adulta e 6 a 8% da populagdo jovem possa padecer de algum tipo de alergia alimentar. A inexisténcia de terapéuticas
efetivas para este tipo de patologia tem levado a uma crescente preocupacgao da populacao alérgica quanto aos alimentos
disponiveis no mercado, dado que a Unica forma de se protegerem contra possiveis reagdes alérgicas consiste na elimina-
c¢do dos alimentos alergénicos da sua dieta. A protecdo destes individuos é apenas assegurada pela legislacdo que obriga
a rotulagem de todos os ingredientes considerados potencialmente alergénicos nos alimentos pré-embalados. Para a veri-
ficacdo do cumprimento da rotulagem, é de extrema importéncia o desenvolvimento de metodologias analiticas adequadas
para a sua monitorizacdo. Dada a crescente necessidade de métodos analiticos com elevados niveis de sensibilidade e
seletividade para a detecao e quantificag@o dos alergénios alimentares, tém sido propostas vérias técnicas com base nas
proteinas ou no ADN. No entanto, devera ainda ser desenvolvido muito trabalho para que se possa responder a necessi-
dade de estabelecer metodologias oficiais e materiais de referéncia adequados para a gestao de alergénios em alimentos.

ALERGIAS ALIMENTARES: O QUE SA0?

Nos Ultimos anos, as alergias alimen-
tares tém sido consideradas um pro-
blema emergente de salde publica,
com especial énfase nas sociedades
ocidentais. Estas definem-se como re-
acgOes adversas do sistema imunitario
em individuos sensibilizados a pre-
senca de proteinas (geralmente glico-
proteinas) que ocorrem naturalmente
nos alimentos.

As alergias alimentares podem ser di-
vididas em duas categorias, de acordo
com o tipo de resposta imune desen-
cadeado. Um dos grupos correspon-
de as reagdes de hipersensibilidade
imediata, quando a resposta adversa
é mediada pelos anticorpos especi-
ficos da imunoglobulina E (IgE) para
um dado alergénio. Estas reacdes
devem a sua designacéo ao facto dos
sintomas aparecerem dentro de pou-
cos minutos até algumas horas apds
a ingestdo do alimento alergénico. A
segunda categoria corresponde as re-
acoOes de hipersensibilidade retardada
por serem mediadas pelas células T
do sistema imunitario, pelo que os sin-
tomas aparecem 24 a 48 horas ap0s
o consumo do alimento alergénico [1].
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PREVALENCIA DAS ALERGIAS
ALIMENTARES

Estudos recentes estimam que a
prevaléncia das alergias alimentares
tem vindo a aumentar e que possa
afetar cerca de 2 a 4% da populagéo
mundial, atingindo um nimero supe-
rior entre a populacdo jovem (8% de
criancas e adolescentes). S6 na Eu-
ropa avalia-se que o namero de pa-
cientes alérgicos possa ascender aos
20 milhdes de individuos. As alergias
alimentares podem ser induzidas por
uma grande variedade de alimentos,
no entanto, cerca de 90% das reagdes
alérgicas séo atribuidas a classes res-

tritas de alimentos. Estes estéo reuni-
dos em oito grupos e séo vulgarmente
conhecidos como the big-8 (Figura 1):
ovos, leite, soja, trigo (gluten), crus-
taceos (marisco), peixe, amendoim e
frutos de casca rija (améndoa, noz,
aveld, noz-pecd, noz de macadamia,
pistacios, caju e noz do Brasil). Em-
bora qualquer um destes alimentos
possa desencadear reacdes alérgi-
cas, alguns deles, nomeadamente
os amendoins e os frutos de casca
rija, estdo entre aqueles que podem
causar reagOes adversas graves ou
mesmo fatais. Atualmente, as aler-
gias induzidas pela ingestéo de frutos
de casca rija sao a principal causa

Figura 1 — Representagdo dos 8 grupos de alimentos (big-8) responsaveis por desencadear cerca
de 90% das reag0es alérgicas
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de anafilaxia, levando todos os anos
um elevado nimero de individuos em
todo o mundo a recorrer as urgéncias
dos hospitais. A anafilaxia desencade-
ada pelo consumo de alimentos pode
ocorrer em individuos de qualquer
idade e como consequéncia da inges-
tdo de qualquer alimento. Contudo, as
fatalidades provocadas por choques
anafilaticos tém maior incidéncia entre
os adolescentes e 0s jovens adultos,
sendo frequentemente relacionadas
com consumo de amendoins e frutos
de casca rija (avelda, améndoa e noz).
Pacientes com diagnoéstico duplo de
alergias mediadas pela IgE associa-
das a asma e a alimentos revelam
um risco acrescido de episédios de
anafilaxia despoletados pela inges-
tdo destes alimentos. Nestes casos,
0 atraso na administrac@o de injecdo
de epinefrina como medida retificativa
a uma exposicdo acidental ao ingre-
diente alergénico resulta, geralmente,
em fatalidade [2].

A quantidade exata de um alergénio
capaz de induzir uma resposta alérgi-
ca depende de varios fatores, ou seja,
varia de individuo para individuo, da
altura do dia, da existéncia de infe-
cbes, da pratica de exercicio fisico e/
ou de situagdes de stress. Os indivi-
duos alérgicos podem ainda apresen-
tar diferentes graus de sensibilidade
a um alimento alergénico especifico,
pelo que as quantidades minimas ca-
pazes de incitar uma resposta alérgi-
ca ainda estao por definir. No entanto,
estudos revelam que quantidades tdo
baixas quanto 1 mg de alergénio po-
dem ser suficientes para induzir uma
reacdo adversa em alguns individuos
alérgicos [1]. No caso especifico da
aveld, as doses de alergénio capa-
zes de despoletar sintomas adversos
observaveis em individuos sensibili-
zados podem variar de 1 a 100 mg,
0 que equivale ao consumo de 6,4 a
640 mg de aveld numa refeicao.

Os estudos populacionais baseados
na prevaléncia das alergias alimenta-
res sao ainda muito escassos, eviden-
ciando a enorme falta de informacgéo
acerca deste topico. Apesar de ser
classificado pela Organizagdo Mun-
dial de Saude (OMS) como o quarto
principal problema de saude publica,
ainda ndo existem tratamentos efeti-
vos para este tipo de patologia. Em
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consequéncia, os individuos alérgi-
cos sao aconselhados a retirar da sua
dieta todos os alimentos que possam
eventualmente conter os ingredientes
alergénicos. Adicionalmente, estes
pacientes sdo ainda aconselhados a
evitar alimentos suscetiveis de pro-
vocar eventual reatividade cruzada
com o ingrediente alergénico, uma
vez que a frequéncia de reagbes alér-
gicas desencadeadas por alimentos
da mesma familia € muito comum.
No caso particular de alergia a um
fruto de casca rija, como a améndoa,
0 paciente é fortemente aconselhado
a eliminar da sua dieta o consumo de
outros frutos de casca rija e de frutos
da mesma familia da améndoa, como
as macas, as cerejas, 0s péssegos,
de entre outros [3]. Sabe-se que algu-
mas reagdes imunoldgicas adversas a
certos alimentos podem ser minimiza-
das ao longo do tempo. Um exemplo
de alergias que podem diminuir de in-
tensidade com o avanco para a idade
adulta é o caso da ingestédo de leite.
No entanto, outras alergias alimenta-
res, como as provocadas pelos frutos
de casca rija, sdo normalmente per-
sistentes e sem tendéncia a desapa-
recerem. Apesar de todas as precau-
¢Oes, a total supressao destes produ-
tos da alimentacdo é muito dificil de
manter. Estima-se que cerca de 50%
das criangas com histérico de alergia
alimentar mediada pela IgE possa
sofrer uma exposicao acidental ao
alergénio em questéo nos primeiros 5
anos apos o diagndstico, subindo este
namero para 0s 75% nos primeiros 10
anos depois do diagndstico [1].

ENQUADRAMENTO LEGAL

O alerta para a existéncia de molécu-
las naturais presentes nos alimentos e
que induziam reagbes alérgicas num
nuamero significativo de individuos le-
vou, em 1985, a que a Comissao do
Codex Alimentarius publicasse uma
lista contendo um conjunto de alimen-
tos considerados responsaveis por
induzir hipersensibilidade em indivi-
duos sensibilizados e aconselhando
a rotulagem obrigatdria destes. Desde
entéo, tem vindo a ser dedicada uma
especial atencdo ao estabelecimen-
to de diretivas claras com respeito a
rotulagem de alimentos alergénicos,
0 que levou a Unido Europeia (UE),
pela primeira vez, a incluir os alimen-

tos potencialmente alergénicos no
anexo llla da Diretiva 2000/13/EC. De
acordo com esta, a indUstria alimentar
era obrigada a declarar no roétulo to-
dos os ingredientes utilizados na pre-
paracéo de alimentos pré-embalados
sujeitos a comercializagdo dentro da
UE, com muito poucas excegdes. Das
alteragdes que tém surgido a referida
diretiva, destaca-se a presente lista
contendo um total de 14 grupos de
alimentos (ovos, leite, soja, trigo (glu-
ten), crustaceos, peixe, amendoim,
frutos de casca rija, aipo, mostarda,
sésamo, tremogo, moluscos e sulfitos)
suscetiveis de induzir reacbes alérgi-
cas em individuos sensibilizados, com
a obrigatoriedade da sua rotulagem,
independentemente da sua quantida-
de (Diretiva 2007/68/CE). A rotulagem
correta dos alimentos pré-embalados
constitui uma das formas mais efeti-
vas para a prote¢do dos individuos
alérgicos, visando essencialmente
possibilitar uma escolha informada
acerca dos produtos que adquirem.
No entanto, de forma a obedecer a
diretiva vigente da UE e a proteger-se
de possiveis processos, a industria
alimentar tem feito um uso excessi-
vo da rotulagem de precaucdo com
a alegacdo “pode conter vestigios
de...”, o que condiciona a escolha dos
produtos alimentares a consumir e a
qualidade de vida dos individuos sen-
sibilizados/alérgicos. Como exemplo,
para um paciente alérgico a aveld, a
escolha de um simples chocolate de
leite pode ser tarefa impossivel, dado
que praticamente todos 0s chocolates
possuem no seu rétulo a declaragcdo
“pode conter vestigios de frutos de
casca rija”. Sem limites legais esta-
belecidos que restrinjam a rotulagem
de precaucgdo, os pacientes ndo tém
outra alternativa, a ndo ser evitar na
totalidade o consumo dos referidos
alimentos.

O QUE SAO ALERGENIOS ALIMENTARES?

Os alergénios sdo antigénios com
capacidade de desencadear uma res-
posta imunitaria adversa em individu-
os sensibilizados. Bioquimicamente,
os alergénios sdo maioritariamente
glicoproteinas, solUveis em agua e
resistentes a digestdo. Sao reconhe-
cidos pelo sistema imunitario, levando
a produgao de anticorpos especificos
do tipo IgE. Normalmente apresentam
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pesos moleculares que podem variar
entre os 3-160 kDa, mas os alergénios
mais comuns tem pesos moleculares
entre 20 a 40 kDa. Muitas destas mo-
léculas evidenciam atividade enziméa-
tica, o que lhes faculta a capacidade
de atravessar a barreira da membrana
mucosa. Na superficie tridimensional
destas proteinas existem os chama-
dos epitopos, que permitem a ligacéo
destas moléculas aos centros ativos
da IgE (Figura 2). No caso de existir
uma sensibilizacdo prévia a um dado
alergénio, o sistema imunitario desen-
volve anticorpos especificos para as
moléculas alvo. Contudo, qualquer

molécula que apresente epitopos se-
melhantes pode ser responsavel por
desencadear reacgbes adversas do
mesmo tipo (reatividade cruzada).
A resposta alérgica inicia-se com a
ativacdo dos mastocitos, levando a
libertacdo de histamina, citocinas,
prostaglandinas, entre outras. Este
processo desencadeia 0 aparecimen-
to dos sintomas cuja intensidade varia
em funcdo do grau de exposicdo ao
alergénio em questao.

As proteinas que induzem respostas
imunitérias adversas pertencem a di-
ferentes grupos ou familias (Tabela 1).

L]
Prostaglandinas
©
o
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Figura 2 — Representagdo da resposta alérgica

desencadeada pela presenca de alergénio

alimentar. Ligagdo do alergénio as IgE, que leva a desgranulagdo dos mastdcitos e consequente
libertagdo de histamina, citocinas e prostoglandinas

No caso dos alergénios de origem ani-
mal, estes sdo essencialmente prote-
inas de transporte (albuminas, globu-
linas e caseinas) ou de regulagdo/es-
trutural (tropomiosinas e parvalbumi-
nas). Os alergénios de origem vegetal
sdo na sua grande maioria proteinas
de reserva como as vicilinas, 2S al-
buminas e leguminas, mas também
existem varios que desempenham
funcbes de transporte (Lipid Transfer
Proteins - LTP), estruturais (profilinas)
e de defesa (Pathogen-Related Pro-
tein - PR-10).

MOLECULAS ALVO: PROTEINAS
ou ADN?

O desenvolvimento de metodologias
analiticas que possam verificar a ve-
racidade da rotulagem e, mais impor-
tante, ajudar a indUstria alimentar a
controlar a presenca de ingredientes
potencialmente alergénicos, como for-
ma de prevenir a ocorréncia de conta-
minagdes cruzadas, é de extrema im-
portancia [3]. Presentemente, apesar
de existirem véarios métodos analiticos
disponiveis na literatura visando a de-
tecdo e quantificagdo de alergénios
alimentares, nenhum deles é ainda

Tabela 1 — Representacgdo das oito classes de alimentos potencialmente alergénicos com a respetiva classificagdo das proteinas,
fungdo bioquimica de cada grupo e exemplos de alergénios conhecidos

Classe de alimentos

Classes de proteinas

Fungdo bioquimica

Exemplo de alergénios

Ovos Albuminas Transporte Gald2
Peixe Parvalbuminas Regulagdo Gad c 1 (bacalhau do atlantico, comum a maioria
dos peixes)
Leite Globulinas Transporte Bosd 8
Caseinas Transporte Bosd 4
Albuminas Transporte/regulagdo Bosd 5
Crustéaceos Tropomiosinas Regulagdo/estrutural Peni 1 (camardo)
Cha f 1 (caranguejo)
Soja Leguminas Reserva Glym6
Vicilinas Reserva Glym5
Profilinas Estrutural Glym 3
PR-10 Defesa Glym4
Frutos de casca rija (améndoa, noz, PR-10 Defesa Cor a 1 (aveld), Pru du 1 (améndoa)
aveld, caju, pistacio, noz pécan, noz de LTP Transporte Pru du 3 (améndoa), Cor a 8 (aveld)
macadamia e noz do Brasil) Profilinas Estrutural Pru du 4 (améndoa), Jug r 5 (noz)
Vicilinas Reserva Cor a 11 (aveld), Jug r 2 (noz)
Leguminas Reserva Cari4 (noz pécan), Ana o 2 (caju)
2S albuminas Reserva Pis v 1 (pistacio), Ber e 1 (noz do Brasil)
Amendoins Vicilinas Reserva Arah1l
2S albuminas Reserva Arah6/Arah7
Leguminas Reserva Arah3
Profilinas Estrutural Arah5
Oleosinas Estrutural Ara h 10/Ara h 11
PR-10 Defesa Arah 8
LTP Transporte Arah9
Trigo Profilinas Estrutural Tria 12
LTP Transporte Trial4
Tiorredoxinas Transporte Tria 25
Gliadinas Reserva Tria 19/Tria 21
Gluteninas Reserva Tria 26
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oficial. Os requisitos necessarios para
responder as exigéncias impostas
pela legislacdo envolvem parametros
de elevada sensibilidade e especifici-
dade para rastrear quantidades ves-
tigiais de alergénios e/ou respetivos
marcadores em matrizes complexas,
tais como os alimentos processados.
Para tal, a definigdo dos limites su-
periores permitidos para a presenca
de componentes alergénicos como
ndo-ingredientes seria um importante
progresso para a protecdo dos con-
sumidores alérgicos. Contudo, estes
limites s6 tém significado se existirem
metodologias disponiveis capazes de
verificarem o cumprimento dos mes-
mos. Atualmente, pensa-se que os li-
mites de dete¢do dos métodos usados
na detecdo de alergénios em alimen-
tos deverdo rondar os 1-100 mg/kg, o
gue constitui uma gama de concen-
tragcdes bastante baixa para a maio-
ria das técnicas disponiveis. Aliada a
problemética do desenvolvimento de
técnicas especificas e sensiveis para
a detecédo de ingredientes alergénicos
em alimentos, acresce a falta de ma-
teriais de referéncia que permitam a
sua otimizacao e validagéo [3].

As metodologias mais utilizadas
baseiam-se em protocolos imunolé-
gicos ou imunoquimicos, como 0s
ensaios ELISA (Enzyme-Linked Im-
munosorbent Assay), Figura 3, e as
tiras de fluxo lateral, cujo mecanismo
se fundamenta na detecdo direta de
proteinas  alergénicas/marcadoras,
mediante uma reacdo imunoldgica
anticorpo-proteina. A aplicagdo de an-
ticorpos poli- ou monoclonais para a
detegdo de ingredientes alergénicos
nos alimentos processados tem sido
amplamente explorada com suces-
so. No caso especifico do amendoim
e dos frutos de casca rija (caso da
améndoa, noz, aveld, noz de maca-
damia, pistacio e caju), encontram-se

disponiveis comercialmente varios
kits de tiras de fluxo lateral e de testes
ELISA que permitem a detecao/quan-
tificagdo dos alergénios alvo. Estes
kits indicam a possibilidade de detetar
e quantificar o ingrediente alergénico
até um limite de 2,5 mg/kg, revelan-
do elevada sensibilidade. Este tipo de
testes é 0 mais usado pela industria
alimentar, uma vez que é de facil exe-
cucdo e ndo requer equipamento es-
pecifico. Alternativamente aos testes
ELISA, surgiram os biossensores, que
sdo considerados métodos imunolégi-
cos muito atrativos por permitirem a
detecdo multipla de diferentes aler-
génios em alimentos, baseando o seu
funcionamento na interagcdo anticor-
po-proteina. Tém revelado uma vasta
aplicagcdo nesta area, nomeadamente
na identificagéo de avela e amendoim,
com limites de dete¢cdo comparaveis
aos ensaios ELISA mais sensiveis
(1-10 mg/kg). No entanto, a elevada
suscetibilidade dos ensaios imunoqui-
micos a reatividade cruzada com pro-
teinas ndo alvo, tornam a sua fiabilida-
de limitada. Acresce ainda o facto dos
referidos ensaios terem como alvo a
detecgdo direta de proteinas, que sédo
moléculas com baixa resisténcia a va-
riagbes de pH e/ou temperatura, con-
dicdes essas que sao frequentemente
utilizadas durante o processamento
dos alimentos. Como consequéncia,
as estruturas das proteinas podem
sofrer alteragdes conformacionais
(desnaturagdo), o que pode invalidar
a sua detecdo. Deste modo, embora
0s ensaios imunoldgicos sejam ferra-
mentas valiosas na avaliacdo de ali-
mentos crus ou pouco processados, a
sua aplicacdo em produtos processa-
dos devera ser criteriosa.

Ainda com base na detegdo direta
das proteinas alergénicas/marcado-
ras, mas visando a eliminagdo da uti-
lizacdo de anticorpos e os problemas
associados as alteragdes tridimensio-

nli

g

nais das proteinas, surgiu nos ultimos
anos a abordagem por espetrometria
de massa (MS) acoplada com ana-
lise bioinformatica. Estas técnicas
permitem efetuar, em simultaneo, a
detecdo, a quantificagdo e a identifi-
cacdo de péptidos alergénicos e/ou
péptidos marcadores da espécie alvo.
A aplicacado da andlise por espetrome-
tria de massa acoplada a técnicas de
cromatografia liquida com ionizagédo
por electrospray com a capacidade
da detec&o de multiplos péptidos-alvo
numa Unica corrida, torna esta me-
todologia numa estratégia muito pro-
missora para a andlise de alergénios
alimentares. Trabalhos recentes reve-
lam o sucesso na aplicagcdo da ana-
lise por MS para o rastreio de frutos
de cascarija em alimentos com limites
de detecéo de 3 mg/kg. Porém, o ele-
vado custo do equipamento e da sua
manutencao, e a exigéncia de pessoal
com elevado grau de especializagédo
para manter a plataforma MS, condi-
ciona o amplo desenvolvimento e apli-
cacao destes métodos em analises de
rotina [3].

Como metodologias alternativas a
detecdo direta das moléculas alergé-
nicas (proteinas), surgiram as técni-
cas de andlise indireta baseadas no
ADN. Durante a sua preparagdo, 0s
alimentos processados sao comum-
mente sujeitos a tratamentos térmi-
cos, 0 que pode levar a desnaturagéo
das proteinas presentes, tornando-as
“invisiveis” para os métodos imunol6-
gicos utilizados na sua dete¢do. Ainda
que muitas destas moléculas percam
a atividade alergénica, a sua desna-
turacéo pode também levar ao apare-
cimento de novos epitopos capazes
de desencadear respostas imunitarias
anormais, representando um poten-
cial risco para os individuos alérgicos.
As moléculas de ADN evidenciam
maior estabilidade do que as protei-

™

Figura 3 — Sistemas ELISA usados na detegdo e quantificagdo de ingredientes alergénicos em alimentos processados
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nas, além de estarem disponiveis na
maioria dos tecidos bioldgicos, o que
as transforma em alvos preferenciais
para a diferenciacdo e identificagao
de alergénios ou ingredientes aler-
génicos em alimentos com elevado
grau de processamento [3, 4]. As téc-
nicas baseadas na dete¢do do ADN
consistem na amplificagdo de uma
regido alvo que codifica a proteina
alergénica ou de um gene marcador
de espécie com recurso a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). Na PCR,
as cadeias duplas do ADN sé&o sepa-
radas por desnaturacdo a elevada
temperatura (94-96°C), seguindo-se a
hibridagéo dos primers que se ligam
aos locais complementares de cada
uma das cadeias alvo (50-65°C) e res-
petiva amplificagdo por agdo de uma
polimerase termorresistente a 72°C,
obtendo-se no final de 30 ciclos de
amplificacdo mais de 10° fragmentos
de ADN. A especificidade e seletivida-
de do método baseiam-se na escolha
das sequéncias dos oligonucleottidos
designados por primers com comple-
mentaridade para a regido do ADN
alvo e nas condigdes de hibridagao
dos mesmos. A elevada sensibilidade
e especificidade associadas a relativa
simplicidade e rapidez tornam a técni-
ca de PCR adequada para andlises de
rotina e também como ferramenta de
confirmagéo. Apesar das vantagens
6bvias dos métodos de ADN, o facto
de ser uma abordagem indireta, isto
€, ndo baseada na detecdo de mo-
léculas capazes de desencadearem
as reacoes adversas, fazem com que
sejam contestados por varios autores.

No entanto, 0 mesmo acontece com
a maioria dos testes ELISA, uma vez
gue estes frequentemente ndo de-
tetam as proteinas alergénicas, mas
sim proteinas marcadoras da espé-
cie. Ndo obstante a divergéncia de
opinides, as técnicas baseadas na
PCR tém vindo a ser extensivamente
utilizadas na detecdo e quantificagédo
de alergénios em alimentos proces-
sados. Neste sentido, as técnicas de
PCR qualitativa ou convencional e de
PCR em tempo real tém sido larga-
mente aplicadas na detegdo de aler-
génios nos alimentos, sendo a Ultima
adequada a quantificagdo. No caso
especifico da identificagdo e quanti-
ficacdo de frutos de casca rija como
ingredientes potencialmente alergé-
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nicos, existem alguns kits disponiveis
comercialmente para a améndoa,
a aveld, a noz, o caju, 0 pistacio e o
amendoim. Os referidos kits permitem
atingir limites de detecao relativos e
absolutos de 0,4 a 4 mg/kg e 5 co-
pias de ADN do respetivo ingrediente
alergénico. No entanto, nenhum de-
les disponibiliza qualquer informagé&o
sobre a performance de ensaios de
reatividade com outras espécies ve-
getais, nomeadamente com outros
frutos de casca rija.

A literatura também disponibiliza um
conjunto de metodologias baseadas
no ADN para a detecdo de frutos de
casca rija em alimentos. Com limites
de detecdo ligeiramente superiores
aos registados pelos métodos imuno-
l6gicos, as técnicas de PCR em tem-
po real revelam maior especificidade
e seletividade com menores ocorrén-
cias de reatividades cruzadas. Neste
contexto, e visando a obtencao de li-
mites de detegao e quantificagdo mais
baixos, tém vindo a ser desenvolvidos
alguns trabalhos com recurso a PCR
em tempo real. Esta técnica permite
a monitorizacdo da producéo do ADN
alvo ao longo da amplificagao através
da aquisigao de sinal de fluorescéncia
por adicao de corantes especificos ou
sondas marcadas para o efeito. Para
além da sensibilidade e especificida-
de acrescidas, comparativamente a
PCR convencional, a vantagem adi-
cional da quantificagdo € uma mais-
-valia na analise de alimentos.

Neste sentido, para a detecdo de aler-
génios da améndoa foi muito recen-
temente desenvolvido um método de
PCR em tempo real com andlise por
high resolution melting (HRM) [5]. A
analise por HRM emergiu dos avan-

"y

COS recentes nos equipamentos de
elevada resolucéo e do aparecimento
de corantes mais especializados para
intercalar as cadeias duplas dos aci-
dos nucleicos (ex. EvaGreen).

Esta abordagem tem sido largamente
utilizada nas areas da saude, nome-
adamente para a genotipagem, es-
tudos de despistagem de mutacbes
genéticas, descodificagdo do ADN
e edicdo de ARN, dado que permite
distinguir pequenas alteragdes (subs-
tituicdes/delegdes/insergbes nucleo-
tidicas) em fragmentos de PCR com
tamanho e composi¢do semelhantes.
Atendendo as inUmeras potencialida-
des e vantagens da analise por HRM,
a sua aplicacdo foi proposta com su-
cesso na identificagdo de alergénios
da améndoa em alimentos processa-
dos, tendo atingido um limite de de-
tegdo relativo de 50 mg/kg. A analise
por HRM permitiu também diferenciar
a améndoa de outros frutos do géne-
ro Prunus (péssego e alperce) [5], o
que atesta a sua aplicabilidade para a
identificagéo e diferenciagdo de espé-
cies. Ainda visando o aperfeicoamen-
to de métodos moleculares de eleva-
da especificidade e sensibilidade, foi
desenvolvida outra nova estratégia
combinando as vantagens de duas
técnicas moleculares, nomeadamente
a PCR nested e a PCR em tempo real,
num novo sistema designado por sin-
gle-tube nested real-time PCR. Anova
técnica foi aplicada para a detegdo e
quantificacéo relativa de alergénios
da améndoa e da aveld revelando
uma elevada performance em ambos
os sistemas (Figura 4) [6, 7]. Permitiu
baixar o limite de dete¢do e quantifi-
cacdo relativo da avelda e da améndoa
para 50 mg/kg, sendo este limite duas
vezes inferior ao obtido com os res-

Figura 4 — Sistemas baseados na PCR em tempo real para a detegdo e quantificacdo de alergénios
de frutos de casca rija em alimentos processados
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petivos sistemas convencionais de
PCR em tempo real. Em termos ab-
solutos possibilitou a amplificagao até
0,5 pg de avela, o que corresponde a
uma copia de ADN, sendo este valor o
mais baixo reportado na literatura [6].
No caso da améndoa, 0 novo sistema
permitiu a dete¢éo absoluta de apro-
ximadamente 4 copias de ADN (1,28
pg), sendo de igual forma o valor mais
baixo atingido [7].

Este sistema revelou elevada versa-
tilidade, dado que apresenta perfor-
mances melhoradas, independente-
mente da matriz alimentar e do respe-
tivo alvo, quando comparado com o0s
sistemas convencionais de PCR em
tempo real. Esta metodologia de sin-
gle-tube nested real-time PCR provou
ainda ser uma ferramenta alternativa
com elevado potencial para a detegéo
e quantificagédo de diversos alergénios
alimentares, tanto em matrizes cruas
como em matrizes sujeitas a elevado
grau de processamento.

CONSIDERAGOES FINAIS

Em suma, apesar dos inUmeros avan-
¢os, ha ainda muito a desenvolver
relativamente a tematica da detegéo
e quantificacdo de alergénios em ali-
mentos. As opinides continuam a di-
vergir e a constituirem fonte de debate

acerca da melhor metodologia para a
avaliacdo da presenca/auséncia de
ingredientes potencialmente alergé-
nicos em alimentos processados. Até
a data, nenhuma das metodologias
apresentadas, tanto baseadas na de-
tecdo direta de proteinas alergénicas,
como, de forma indireta, através do
ADN, satisfaz plenamente todos os
requisitos considerados adequados
para a detecdo de alergénios em ali-
mentos processados.

A inexisténcia de valores maximos
legislados para a presenca de ingre-
dientes alérgicos em alimentos e de
métodos oficiais para a sua detegdo
e quantificagdo continuam a constituir
obstaculos para a melhor gestao des-
te problema de saude publica. Num
futuro proximo espera-se que estes
requisitos de prevengdo encontrem
resposta, permitindo ir ao encontro
das necessidades da industria ali-
mentar, de forma a facilitar a gestao
de ingredientes alergénicos e a obter
rotulagem mais efetiva e segura, num
contexto de maior liberdade de esco-
Iha dos individuos alérgicos.
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Dols ELEMENTOS DA TABELA PERIODICA RECEBEM O SEU NOME

Nos finais de maio de 2012, dois elementos quimicos receberam as suas designagdes definitivas aprovadas pela IUPAC. A 30 de
maio de 2012, o elemento de nimero atémico 114 adotou o nome de Flerdvio (simbolo quimico Fl), enquanto que em 31 de maio
de 2012, a IUPAC adotou para o elemento de nimero atémico 116 o nome de Livermério (simbolo quimico Lv). O flerévio é um
elemento quimico radioativo, e foi denominado em homenagem ao fisico nuclear soviético Georgy Flyorov (também soletrado como
Flerov), 1913-1990, o fundador do Joint Institute for Nuclear Research (JINR), em Dubna, Russia, onde o elemento foi primeiramente
descoberto em dezembro de 1998. Foram detetados até a data aproximadamente 80 decaimentos de dtomos de flerévio, 50
diretamente e 30 inferidos pelo decaimento dos elementos mais pesados livermdrio e unundctio. Todos os decaimentos foram
atribuidos a cinco isétopos vizinhos com nimeros de massa na gama 285-289. O isétopo mais estavel conhecido atualmente é o
289FIl, com tempo de meia vida de ~2,6 s. Estudos quimicos realizados em 2007-2008 sugerem que o flerévio é inesperadamente
volatil para um elemento do grupo 14 e aparenta exibir propriedades do tipo gas nobre devido a efeitos relativisticos.

Por outro lado, o livermério é um elemento superpesado sintético colocado na tabela peridédica como o elemento mais pesado do
grupo 16. No entanto, de momento ndo é conhecido um isétopo suficientemente estdvel para que se possam realizar estudos que
confirmem esta posicdo como um homadlogo pesado do poldnio. Foi inicialmente detetado por investigadores do JINR, em Dubna,
Russia, em julho de 2000. O nome Livermério foi adotado como reconhecimento pelo papel que o Lawrence Livermore National
Laboratory, sedeado na cidade de Livermore, Califérnia, teve na colaboragdo que conduziu a sua descoberta. Desde a detegdo inicial
foram produzidos aproximadamente 35 atomos de livermario, quer diretamente, como através do decaimento de unundctio, com
quatro isétopos vizinhos de nimeros de massa na gama 290-293. O is6topo mais estavel conhecido é o 293Lv, com um tempo de
meia vida de ~60 ms.
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