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RESUMO

Antissoros espécie-especificos foram produzidos e testados pelo método imunolégico de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), com o objetivo de demonstrar a capacidade de se verificar a
origem de carnes de diferentes espécies de animais em produtos cérneos processados. Carnes de boi, cdo,
cavalo e coelho, bem como os soros de boi, cdo, cavalo, coelho e porco, foram testados para provar esta
imunoafinidade. Também foram realizados ensaios de imunoabsorbancia em cinco marcas diferentes de
hamburgueres comercializados na regifio metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Os
resultados demonstraram reatividade especifica dos antissoros com seus antigenos homélogos, todavia,
filtrados de musculos aquecidos dos animais reagiram de forma baixa, uma vez que suas proteinas foram
altamente desnaturadas devido o aquecimento. Foi concluido que a metodologia de ELISA apresenta-se
eficaz no controle de origem de carnes em produtos carneos, sendo um método sensivel e especifico.

Palavras-chave: ELISA, Produtos cdrneos, Carnes, imunodiferenciagdo.

ABSTRACT

Species-specific antisera has been made and tested by ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) method, with the goal of demonstrating the capacity to verify origins of meat from different
animal species in processed meat products. Bovine, dog, horse and rabbit meat, as well as bovine, dog,
horse, rabbit and pig serum were tested to prove its immunospecificity in immunosorbent assay with five
different hamburger products commercialized in the metropolitan region of Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brazil. Results showed specific reactivity of the antisera with its homologous antigens, although
heated muscle-tissue extracts of the animals, presented lower reactivity, probably because its proteins
were highly denatured by heat. It has been concluded that the ELISA methodology could be applied in the
control of meat origin in meat products, being a sensitive and specific method.
Keywords: ELISA, Meat products, Meat, immunodiferenciation.
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1-INTRODUCAO

No final dos anos 80 e inicio dos anos 90, a
producdo agropecudria internacional sofria com
surtos cada vez mais constantes de casos de
encefalopatia espongiforme bovina (Bovine
Spongiform Encephalopathy, BSE),
popularmente conhecida como “doenca da vaca
louca”. Casos foram amplamente divulgados em
razdo da sua transmissdo a pessoas como uma
nova variante da doenga de Creutzfeldt — Jakob
(vDClJ), que € caracterizada como uma doenga
degenerativa do cérebro, onde o tempo de
sobrevida do paciente é de cerca de cinco meses.
A doenga fatal levou a 6bito mais de 150 pessoas
e, trouxe a tona a importincia da garantia da
autenticidade dos alimentos em escala global
(Dall’ Alba et al., 2004; Nitrini, 2001;
Departamento de Satide do Reino Unido, 2004).

Algumas espécies de carnes possuem restrigdes
sérias ou até mesmo proibigdes em algumas
culturas ou vertentes religiosas. No judaismo, por
exemplo, h4 uma parte da Tora dedicada a dieta
dos seguidores desta religido, designando o
termo Kosher como um c6digo para os alimentos
considerados corretos dentro do judaismo, e
proibindo, por exemplo, 0 consumo de carne de
porco, crustaceos, € a mistura de carnes com leite
e derivados, baseado em passagens do velho
testamento biblico. No islamismo, existem trés
classes destinadas a alimentagfo: o Haram, que é
a orientacdo para alimentos proibidos entre os
islamicos, como o consumo de carne suina,
cachorro, gato, cobra, tigre, insetos, animais
carnivoros ou pratos preparados com qualquer
tipo de sangue; o Makruh, c6digo relacionado a
alimentos que podem ser consumidos, embora
ndo sejam os alimentos mais recomendaveis,
como carne de cavalo entre outros; € o Halal,
definicdo dada aos alimentos amplamente
permitidos entre os mugulmanos, como carne de
carneiro, ovelha, cabra, boi, vaca, frango,
galinha, galo, desde que o animal tenha sido
abatido seguindo os preceitos da religido
islamica.

O consumo de carnes apresenta questdes de
cunho social, sendo permitido ou proibido o seu
consumo em algumas partes do mundo. Na Asia,
por exemplo, o consumo de carne de cdes ¢
bastante comum, porém deve-se ressaltar que é
consumida uma raga em particular de céo, e esta
raga, que € criada em fazendas especificas, existe

no continente asidtico como criagdo para a
industria alimenticia.

A carne como alimento pode ser definida como
todos os tecidos comestiveis de animais de
agougue, englobando musculos, com ou sem
base 6ssea, gorduras e visceras, podendo os
mesmos Sser in natura ou processados,
considerando como carnes vermelhas as carnes
de bovinos, bufalos, ovinos, caprinos, suinos,
eqiiideos e coelhos; e a carne branca como sendo
carne proveniente de aves (galinaceos e perus) e
peixes (Brasil, 1997, EMBRAPA, acesso em 15
de abril de 2011).

A carne possui composi¢cdo complexa tendo
como  principais  constituintes  proteinas
musculares, sangue residual, material
colagenoso, lipidios, pequenas quantidades de
aminoacidos livres, enzimas, carboidratos e
minerais. Ela pode se apresentar de diversas
formas (cortada, processada e geralmente
preparada a granel), cada uma oferecendo
diferentes oportunidades para a adulteracdo e ou
contaminagio.

Os produtos de origem animal que foram
adulterados, fraudados ou falsificados, segundo o
Regulamento da Inspec¢&io Industrial e Sanitaria
de Produtos de Origem Animal (RIISPOA,
Brasil, 1997), s@o considerados improprios para
consumo, como um todo ou parte. SHo
considerados fraudados os produtos em que
tenham sido adicionadas substincias de qualquer
qualidade, espécie e tipo diferentes das de sua
composi¢do natural sem prévia autorizagdo do
Departamento de Inspecdo de Produtos de
Origem Animal (DIPOA) do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA).

A adulteracdo de produtos carneos ndo apenas
constitui fraudes econdmicas, mas também esta
relacionada com problemas de tabus religiosos,
aversdes de cunho moral ou alergias a espécies
particulares de carne. Desta maneira, a
identificaco e a diferenciacdo de carnes das
diferentes espécies visam, sobretudo, coibir a
possibilidade de fraude e falsificagfo, quando a
carne da espécie animal anunciada ¢ substituida
por outra de pior qualidade (Kesmen et al.,
2007).

A possibilidade de substituigio de carnes de
determinados animais por outros na produg¢do de
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alimentos levam laboratérios e centros de
pesquisa a criarem métodos de diagnéstico
relevantes € cada vez mais especificos. Estes
mesmos métodos sdo uteis para a satide piblica e
também para discussdes de razdio ética e
religiosa. H4 um aumento da comercializacio de
produtos carneos industrializados, onde o
processo de fabricagdo altera suas caracteristicas
naturais e, dificulta sua identificagio por
inspecdo visual e sensorial. Kits para exames de
procedéncia de carnes, domésticos € comerciais
baseados em ensaio imunoadsorvente ligado a
enzima (ELISA) ou por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) ja se encontram disponiveis
para este campo de estudo, mas suas
performances ainda ndo sdo totalmente
conhecidas (CTSCCV, 1997; Méret et al., 1998;
Da-Riz & Demeulemester, 1999).

A identificag@io da espécie animal utilizada em
um produto pode ser realizada pelas
caracteristicas morfolégicas e fisico-
organolépticas, sempre que se trata da
observagdio da carne e seus segmentos ou de
orgdos e visceras in natura. No entanto, em
produtos picados, moidos ou processados &
impositivo recorrer a métodos morfolégicos,
fisicos e fisico-organolépticos, pois o processo
de fabricagfio altera as caracteristicas naturais da
carne e dificulta sua identificagdio por inspegdo
visual e sensorial (Patterson e Jones, 1990).

A cadeia de suprimentos de alimentos moderna é
complexa e se amplia diuturnamente. A
demanda por garantias de qualidade, segurancga e
autenticidade exigem a identificacio de
ingredientes e componentes individuais em
alimentos formulados. Os aspectos éticos tais
como: praticas especificas de produgfo
(orgénico), tecnolégicos (modificagdo genética),
processuais  (esterilizagdo) ou  religiosos
associados a legislagdo (rotulagem) demandam
tecnologias cada vez mais eficientes para
monitorar e policiar a autenticidade e
rastreabilidade de alimentos.

Com base nestes aspectos os objetivos deste
trabalho foram demonstrar, através da
metodologia de ELISA, a capacidade de se
verificar a origem de carnes de diferentes
espécies de animais em produtos carneos
processados.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - A producéo de carne no Brasil

O Brasil detém o segundo maior rebanho bovino
comercial do mundo e é o maior exportador
mundial, além de ser o segundo em produgéo de
equivalente em carcaga, perdendo apenas para os
Estados Unidos da América. Aproximadamente
140 paises compram a carne bovina brasileira,
contudo, o esfor¢o dos produtores brasileiros em
relagdo a divulgagfio do produto para o mercado
exterior € baixo, correndo altos riscos de perda
de mercado por parte de paises concorrentes em
exportacdes como Argentina e Australia. Apesar
de sua supremacia na tonelagem de carne bovina
exportada, o Brasil ndo exporta para mercados de
alto valor agregado, pois, além dos constantes
indices de febre aftosa nos rebanhos, a carne
bovina brasileira nfio é considerada por muitos
como um produto de alta qualidade. Apesar
disso, hd um constante debate com relagdo a
qualificagdo que ¢ dada a carne brasileira pelo
mercado internacional (Luchiari Filho, 2006).

Com relagéo a produgéo de frango no Brasil, no
ano de 2009 foram registradas a criacfio de 7,297
milhdes de toneladas (3,228 bilhdes de cabegas)
direcionados ao consumo interno, registrando
uma alta de 0,15% em relagfo ao ano anterior. A
criagio destinada ao mercado externo foi de
3,634 milhdes de toneladas (2,02 bilhdes de
frangos abatidos), representando 33,3% do total
produzido no pais inteiro. Com relagfo a posigio
no ranking mundial de produtores, o Brasil
detém o terceiro lugar, estando atras dos Estados
Unidos e China, além de estar em quarto em
relacdo aos maiores consumidores de carne de
frango, atrds destes mesmos paises € da Unifio
Européia, constituindo todos os paises
formadores do bloco como um grupo unico
consumidor (UBA, 2009).

A carne suina € a proteina mais consumida no
mundo, com uma produgdo de 115 milhdes de
toneladas, sendo quase a metade produzida na
China e outro terco na Unido Europeia (UE) e
nos Estados Unidos da América (EUA). A
participagdo do Brasil tem crescido em
importancia no mercado mundial. O Pais é o
quarto maior produtor, com 3% da produgdo e
11% das exporta¢des. Em relacgo a sua produgfo
interna, o Brasil tem acompanhado um



crescimento em relagdo a carne suina, com uma
producdo, em 2009, de cerca de 3,19 milhdes de
toneladas (ABIPECS, 2010).

2.2 - Anticorpos

Anticorpos  sdo  glicoproteinas  (também
conhecidas como imunoglobulinas; Ig) que sdo
produzidos por animais vertebrados em resposta
a introdugdo de um agente externo (antigeno), e
que possui a habilidade de reconhecer este
agente de forma especifica e se ligar a ele (Fig.
1). Para se produzir anticorpos é necessario o uso
de animais, pelo menos inicialmente (Krebs et
al., 2001).

Os anticorpos podem ser produzidos sob o
formato de anticorpos monoclonais e policlonais.
Anticorpos policlonais sfo produzidos através
das células de defesa do organismo, podendo
atuar contra mais de um tipo de antigeno. Estes
anticorpos possuem certas desvantagens como,
por exemplo: produgBio limitada, afinidade
varidvel, e vérios requisitos para uma extensiva
purificacdo com o objetivo de eliminar uma
possivel reatividade cruzada. Os anticorpos
monoclonais, por sua vez, constituem uma
populagdo homogénea de anticorpos produzidos
por hibridomas (células “imortalizadas” por um
processo de conjugacdo de uma célula cancerosa
com células do bago de um animal previamente
imunizado, geralmente linhagens especificas de
camundongos). Os monoclonais possuem uma
atividade biolégica definida, especificidade
constante, € producdo ilimitada (Hsieh et al.,
1998).

Os anticorpos tém sido utilizados no
desenvolvimento de imunoensaios destinados a
diagnosticos. Para isto torna-se necessario o
preparo de anticorpos com especificidade e
afinidade desejavel. Animais sfo imunizados
com o antigeno e subseqilientemente o soro
contendo anticorpos policlonais deve ser
coletado. Ensaios podem ser aprimorados pelo
uso de anticorpos monoclonais, mais especificos
que os policlonais. Células do bago também sdo
utilizadas como fonte de DNA em técnicas para
producdo de anticorpos recombinantes por
engenharia genética de células, animais ou
bacterianas, enquanto células de animais ndo
imunizados sdo wusadas na tentativa de
desenvolver in vitro métodos de imunizagfo para

imunoggénicos toxicos (Kohler & Milstein, 1975;
McCafferty et al,, 1990; Bonwick et al., 1996).

Ha vérios tipos de classes de anticorpos, por
exemplo, imunoglobulinas da classe G (IgG),
imunoglobulina que proporciona a principal
imunidade baseada em anticorpos contra os
patégenos que invadem o corpo. E o tinico tipo
de Ig que o bebé recebe da mae; imunoglobulinas
da classe M (IgM), que eliminam pat6genos nos
estigios iniciais da imunidade mediada pelas
células B; etc. O especialista em estudo de
alimentos deve estar atento a classe de anticorpos
a serem usados no imunoensaio (Pier et al., 2004;
Korpimaki et al., 2003).

F(ab"),

Fc

Figura 1: Estrutura geral de um anticorpo. Quatro cadeias
de polipeptideos, duas pesadas (H) e duas leves (L), sdo
estabilizadas e ligadas por pontes dissulfeto (-s-s-) dando a
molécula o formato de um Y. A porgdo inferior da molécula
( fracdo Fc) é prépria para ligagdes. A parte superior [fragdo
F(ab’).] pode ser subdividida em fragdes Fab, cada uma
possuindo uma cadeia leve e uma cadeia pesada. Na
porgdo final de cada fracdo Fab estd a regidio que se liga ao
epitopo de um antigeno (Bonwick & Smith, 2004).

2.3 - Antigenos

Antigenos sdo substincias capazes, sob
condigdes apropriadas de serem reconhecidas
especificamente por anticorpos (Bonwick e
Smith, 2004).

A definic8o original de um antigeno era de uma
molécula, com duas propriedades; a habilidade
de induzir a formagio de anticorpos, e a
habilidade de reagir especificamente com estes
anticorpos. A defini¢do original foi baseada na
observacdo pelos primeiros imunologistas que
notaram que h4 restrigdes para os antigenos em
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demonstrar estas duas propriedades, como por
exemplo a influéncia do tamanho de um antigeno
pode ser uma restrigdo quanto a sua capacidade
de induzir uma formagio de anticorpos;
entretanto estudos posteriores demonstraram que
estas duas propriedades podem ser separadas.
Isto levou a redefinir os termos para imunoggénio,
que € uma estrutura molecular capaz de induzir a
producéo de um ou mais anticorpos, uma vez que
um mesmo antigeno pode possuir diferentes
epitopos (sitios reativos de um antigeno), com
isto induzindo a formagio de diferentes
anticorpos (Janeway et al., 2004).

Tipicamente, um bom imunogénio deve ter um
peso molecular de pelo menos 3000-5000 Da. Os
anticorpos produzem, entretanto, ligantes para
apenas por¢des especificas da molécula, o
epitopo. A importdncia para o analista de
alimentos é que € possivel criar anticorpos contra
moléculas pequenas (peso molecular < 1000 Da)
que sdo por si mesmas incapazes de estimular
uma resposta imune. Através de ligagSes
quimicas uma molécula pequena (hapteno)
ligada por uma molécula imunogénica, capaz de
criar uma resposta imunolégica (carreadora), o
complexo hapteno-carreador pode ser formado.
Este complexo ¢ imunogeénico, ou seja, capaz de
gerar uma reacdo imunoldgica (imunégeno). O
imun6geno pode ser usado para criagdo de
anticorpos, alguns dos quais irdo exibir
especificidade para pequenos haptenos que
podem ndo ser necessariamente imunogénicos.
Os anticorpos anti-hapteno entio produzidos sio
capazes de ligarem tanto no hapteno livre ou no
hapteno ligado a uma molécula afim ou
superficie que apresenta o hapteno na orienta¢do
correta para ligagdo do anticorpo (Liddel e
Weeks, 1995).

Em contraste com o restrito grupo de proteinas
que possuem atividade de um anticorpo, uma
variedade enorme de macromoléculas pode atuar
como antigenos: quase todas as proteinas, muitos
polissacarideos, nucleoproteinas, lipoproteinas,
polipeptideos ¢ até mesmo muitas moléculas
menores, se sutilmente conjugadas a uma
proteina ou polipeptideo sintético (Tijssen,
1985).

2.4 - Imunoensaios

Os imunoensaios so baseados em medicOes da
ligagdo de um antigeno com seu anticorpo
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correspondente. Originalmente, os imunoensaios
foram desenvolvidos para facilitar os estudos em
imunologia, particularmente  as interagGes
antigeno-anticorpo. Esta habilidade ¢ uma
caracteristica de interesse para analistas de
alimentos desejosos em realizar andlises em
matrizes mais complexas (Gosling, 2000).
Atualmente, encontram aplicagdes em diversas
areas de pesquisa e diagn6stico.

Imunoensaios podem ser realizados com o
auxilio de anticorpos tanto policlonais como
monoclonais.  Anticorpos  policlonais  s#o
adquiridos através da imunizagiio de animais,
com antigenos contra os quais se deseja obter
anticorpos. Apesar de anticorpos policlonais
serem amplamente utilizados em diferentes tipos
de imunoensaios, sua especificidade & baixa,
podendo comprometer o desempenho dos
imunoensaios. O ideal seria a producdo de
anticorpos monoclonais, mais especificos; porém
sua producdo ¢ mais dificil, uma vez que requer
técnicas de cultivo celular para o cultivo de
hibridomas (tumores associados a tecido
hepatico de camundongos), que devem ser
mantidos sempre em um ambiente altamente
asséptico e em condi¢des de temperatura e gases
do ambiente ideais para a sua manutengdo. Uma
vez obtidos com sucesso, a produgdo de
anticorpos € ilimitada e sempre com alta
especificidade.

2.5 - Métodos de Identificacio de carnes de
diferentes espécies

Existem na literatura revisdes que discorrem
sobre os varios métodos de identificagio de
carnes € seus pontos positivos e negativos
(Patterson e Jones, 1990; Gizzi et al., 2003).

2.5.1 - A microscopia 6ptica cléssica

Constitui o tmico método oficial para a detecgdo
de PAP’s (Proteinas Animais Processadas) na
Unido Européia (Diretiva da Comissdo
2003/126/EC). A analise tem dois objetivos que
sdo: a detecgdo de constituintes de origem animal
e a detecgdo de proteinas de animais terrestres
em alimentos de peixe. Técnicas de microscopia
possuem limitagSes, pois dependem da
experiéncia do observador, e da presenca de
algumas particulas, como: fibras musculares,
0ssos, pélos, penas etc, para permitir a
identificag8o. Outra restricdo é seu emprego para



a identificagfio espécie-especifica de carnes de
diferentes origens presentes no mesmo alimento.
Estudos colaborativos ~demonstraram  bons
resultados da microscopia na averiguagdo de
produtos cadmeos, embora a falta de
harmonizago no processo de preparo das
amostras possa ser a causa de resultados
discrepantes (Gizzi et al 2003; Veys et al., 2007;
van Raamsdonk et al., 2008).

A microscopia de infravermelho usa o espectro
infravermelho de particulas individuais na
amostra para discriminar a origem dos
componentes do alimento. O preparo da amostra
segue o protocolo da microscopia Optica e
equipamentos mais modernos permitem a analise
de vérias amostras simultaneamente, embora
devido a superposi¢do de espectros de grupos de
animais diferentes a identificacio exata da
espécie pode ser apenas sugerida (Fumiére et al.,
2009).

2.5.2 - Eletroforese e técnicas de focalizagfio
isoelétrica

Métodos eletroforéticos consistem na separacgo
de proteinas em um campo elétrico apés sua
extragdo do tecido muscular e em seguida
depositados em um meio especifico. A separagio
das proteinas por eletroforese podem ser
conduzidas em  géis  compostos  por
poliacrilamida (PAGE), contendo ou n#o, um
agente desnaturante de proteinas (como por
exemplo o sulfato-dodecil de sédio, SDS-PAGE)
ou por métodos de focalizagfio isoelétrica (IEF)
em um gel de Agar ou de poliacrilamida
(PAGIF). O método IEF consiste na separagio
em um gel com um gradiente de pH, onde
proteinas individualizadas (separadas por algum
agente desnaturante) se deslocam pelo gel de
acordo com seu ponto isoelétrico. No caso do
PAGE, este ¢ considerado como o teste na sua
forma mais simples, onde a corrida das proteinas
no gel ocorre sem a adigdo de qualquer agente
desnaturante. A separagfo das proteinas depende
de sua carga elétrica nativa e do tamanho das
mesmas. No caso do SDS-PAGE, as proteinas
sdo tratadas para adquirirem carga negativa
similar e a separa¢dio se d4 em funcdo do seu
peso molecular. Com isto, ha uma correlagdo
linear entre a distancia percorrida pelas proteinas
e o valor logaritmico do peso molecular,
possibilitando determinar o peso molecular das

amostras, referenciando-as a um padrio
(Monstowska e Pospiech, 2007).

Técnicas eletroforéticas e de focalizagdo
isoelétrica mostraram bons resultados para a
identificagdo de espécies unicas de carnes ndo
processadas e cruas. A focalizacdo isoelétrica de
mioglobulinas e de isoenzimas com espécie-
especificidade foi capaz de discriminar diferentes
espécies de carnes. Contudo, as técnicas
eletroforéticas sdo imprecisas quando mais de
uma espécie de carne estd presente na amostra.
Quando a carne estd cozida, é necessario um
longo processo de extracdo das proteinas com
agentes solubilizantes, didlise e concentragéo.
Embora seja possivel identificar espécies de
carnes de amostras cozidas os longos processos
de preparo da amostra e sua pouca aplicabilidade
na andlise de misturas e de alimentos
processados torna estas técnicas mais aplicaveis
como testes confirmatérios, apés o uso de
técnicas mais simples como as imunol6gicas
(Patterson e Jones, 1990).

2.5.3 - Métodos fisico-quimicos

2.5.3.1 - Espectroscopia de Infravermelho
(NIRS)

A técnica de Espectroscopia de Infravermelho
(NIRS) tem como principio o espectro de
absorbéncia eletromagnética que ocorre na
regido perto do infravermelho, definida como os
comprimentos de onda entre 780 e 2526 nm. As
bandas de absor¢do sfo produzidas por
moléculas especificas nas amostras analisadas. O
NIRS foi utilizado para determinar a composi¢éo
quimica de peito e coxa de aves (Berzaghi et al.,
2005; Cozzolino et al, 1996), para a
diferenciagdo de carne de bovinos fresca e
congelada (Downey e Beuchéne 1997a, 1997b;
Thyholt e Isaksson, 1970), e para a
discriminac8io de espécies de carne (Rannou e
Downey 1997; McElhinney et al., 1999; Ding et
al., 1999; Downey et al., 2000).

O NIRS, uma das técnicas mais utilizadas na
industria de alimentos, € rapida, n#o utiliza
reagentes perigosos, precisa de pequenas
quantidades de amostra e tem resultados
reproduziveis. Por outro lado, ¢ um método
indireto que precisa de uma grande série de
resultados de amostras certificadas para a
formacdo de um padréo de referencia e formagdo
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de um modelo de calibragdio. Precisa ainda de
experiéncia profissional para o processamento e
analise dos dados, além de ser um equipamento
caro. A sensibilidade e a precisdo precisam ser
melhoradas para a obtengdo de resultados
confidveis. Estas limitagSes dificultam a
utilizacdo desta técnica na analise de rotina de
espécies de carne. (Fumiére et al., 2009).

2.53.2 - Cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC)

Vérios métodos de cromatografia liquida foram
descritos para a identificagdo de espécies de
carne. Tinbergen et al, (1976) descreveram a
aplicacéio da técnica para a detecgiio de carne de
galinha. A  diferenca da relagio das
concentragdes de anserina e carnosina (a/c)
presente em diversos musculos esqueléticos de
suinos, bovinos e aves foi usado como medida de
diferenciacfio. Foi possivel detectar até 5% de
carme de ave nas carnes de suinos cozidas e
cruas. Carnegie et al., (1985) também utilizaram
a diferenca entre a relagdo de a/c para
desenvolver um método de HPLC para detectar
carne de ovinos, equinos e canguru em produtos
cozidos. Saeed e outros (1988) utilizaram a
técnica para diferenciar carne de porco de outras
espécies.

2.5.4 - Métodos moleculares/genéticos

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
consiste no método de criagdo de varias copias
de um fragmento de DNA (amplificagdo) para a
identificacdio e seqiienciamento de genes de um
determinado organismo, sendo atualmente a
técnica de escolha. Varios trabalhos j4
demonstraram sua sensibilidade e especificidade.
Dentre as limitagdes estd a necessidade de obter
amostras com o material genético integro, isto &,
em condicbes de ser amplificado. O
processamento da carne a altas temperaturas €&
um complicador, uma vez que pode ocorrer
fragmentacio do DNA. O método necessita de
uma etapa de extragfio para isolar os &acidos
nucléicos ainda presentes na  amostra.
Fragmentos curtos de DNA nfo sdo extraidos
com a mesma eficiéncia de fragmentos maiores
de DNA. Num estudo inter-laboratorial, a
maioria das técnicas de PCR falharam em termos
de sensibilidade e especificidade (Gizzi et al.,
2003).
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Em estudo publicado por Prado et al. (2007), trés
métodos de Real Time PCR foram avaliados para
a identificagio de espécies animais em
alimentos. Os resultados mostraram que todos os
testes detectaram até 0.1% de contaminagfo de
amostras de bovinos em alimentos mesmo
quando misturadas a amostras de outras espécies.
Uma importante limitagsio do teste para testar
carnes € que amostras de DNA podem estar
presentes em outros constituintes do animal tais
como: leite, sangue, gordura, proteinas, peles e
ovos. Isto pode impedir que o teste seja aceito
para a identificagdo de carnes. Bellorini et al.
(2005) mostraram que a gordura de ruminantes
pode ser identificada como resultado falso
positivo quanto a presenga de carne em produtos
carneos a base de outros animais.

2.5.5 - Técnicas imunolégicas

Técnicas Imunolégicas s3o procedimentos
fundamentados na interagdo especifica do
antigeno com o anticorpo podendo ser aplicado a
misturas complexas de alimentos sem uma prévia
separagdo de seus constituintes (Patterson e
Jones, 1990).

2.5.5.1 — Imunodifusfio em Gel de Agarose

A imunodifusfio em Gel de Agarose ou teste de
Ouchterlony consiste em um procedimento
simples em uma placa de agarose, onde através
de difusdo, o anticorpo, se desloca pelo gel,
entrando em contato com os antigenos. A ligagio
antigeno-anticorpo ¢ visualizada através de uma
fina linha opaca de precipitagdo (Swart ¢ Wilks,
1982).

A imunodifusfio em gel ja foi utilizada para a
identificagdio de diversas espécies, como bovino,
equinos, suinos, aves, ovinos e canguru. Um Kit,
0 Domino 5 foi disponibilizado comercialmente.
A técnica de imunodifusdo embora especifica
tem baixa sensibilidade, variando entre 2% a
20% dependendo das espécies analisada
(Patterson e Jones, 1990).

2.5.5.2 — Contra-Imunoeletroforese

A contra-imunoeletroforese é mais rapida e
sensivel do que a imunodifusdo em gel, e como
essa, ¢ também limitada pelos antissoros
especificos existentes. Outra limitagdo €& a



diferenciacdo entre espécies proximas que
depende de aparelhos mais sofisticados e de um
maior grau de informagdo do técnico.
Entretanto, quando se tem pouca amostra e niveis
baixos de adulteragdo, ¢ uma boa técnica tanto
para amostras cruas ou cozidas, desde que haja o
reconhecimento de epitopos lineares. Ensaios
com anticorpos monoclonais especificos para
aves, eqiiinos e suinos foram desenvolvidos para
a identificacgdo da espécie de carnes. E um
método sensivel e rapido e pode distinguir entre
espécies proximas. Contudo, depende também da
obtengdo de anticorpos especificos, que podem
ser policlonais ou monoclonais. Uma vantagem
do método ¢ a possibilidade de ser aplicavel
tanto a amostras complexas “in natura” quanto
processadas € ou aquecidas (Martin et al., 1988c,
Garcia et al., 1994, Morales et al., 1994, Billett et
al., 1996).

Hsieh et al. (1998) produziram um anticorpo
monoclonal capaz de diferenciar carnes cozidas
(100 °C por 15 minutos) de bovinos, ovinos,
equinos e cervideos e de algumas espécies de
aves (galinha, peru e pato) e sugeriram o uso
deste anticorpo em ensaios de ELISA como um
teste de triagem de alimentos. Kim et al., em
2005, publicaram um estudo onde o ELISA
desenvolvido com anticorpos monoclonais foi
capaz de diferenciar carne bovina de outras
espécies utilizados na composigdo em alimentos
comerciais, alimentos estes autoclavados € na
proporgdo de 0.05% de contaminag&o.

2.5.5.3 — Imunocromatografia

Outro teste imunolégico € a imunocromatografia
de difusdo lateral (dip-stick). O método consiste
na interagdio antigeno-anticorpo, onde o grau de
ligagdo ¢ verificado através da visualizagdo de
uma banda, em caso positivo, além da
visualizagido de wuma banda-controle. Kits
comerciais foram testados para a identificagfio de
carnes € mostraram  resultados  variaveis.
Sensibilidade de at¢ 0,1% foi alcangada por
alguns kits enquanto outros ndo chegaram a
0.5%. Quanto 2 especificidade, os valores falsos
variaram de 30% a 50% em razdo do tipo de
amostra. Carnes de alimentos com gordura ou
tecido conjuntivo foram responsdveis por
resultados falso-positivos (Ayob & Smith, 1990).

Num estudo publicado por Myers et al., em
2005, o kit Reveal mostrou 6tima especificidade,

mas ndo atingiu a sensibilidade desejada de
identificar 0.1% de contaminag¢do. No mesmo
estudo outro kit, o Feedcheck, mostrou boa
sensibilidade chegando ao nivel de 0.1%, mas
obteve resultados muito ruins quanto &
especificidade com resultados falso-positivos
acima de 30%.

2.5.5.4 - ELISA

O método de ELISA tornou-se o imunoensaio
principal entre muitos ensaios modernos
utilizados atualmente. Essencialmente, o ELISA
depende da imobilizagio de um a dois
componentes, tanto antigeno quanto anticorpo,
em uma superficie solida. Neste método ocorre
uma reagdo entre o componente ligado € o ndo-
ligado, que pode ser um antigeno ou um
anticorpo, que sdo fixados em uma superficie
sélida e a simples remoc¢do dos componentes
ndo-ligantes por lavagem deixa os reagentes
ligados em um formato de facil medigdo. Esta
medicdo apresentava uma dificuldade para
quantificar o grau de liga¢Ges antigeno-anticorpo
e foi superada pelo método de identificagdo
através de um anticorpo ligado 4 uma enzima. O
anticorpo identificado pode facilmente detectado
fornecendo um substrato apropriado que reage a
enzima a ser convertida. Essa conversdo resulta
em uma mudanga detectdvel ou na liberacdo de
ions, que reagem com um outro reagente,
mudando visivelmente a cor do substrato
(Bonwick e Smith, 2004).

O uso de antigenos (ELISA indireto), bem como
de anticorpos (ELISA direto) imobilizados em
uma placa fornece uma gama de formatos para o
ensaio (Fig. 2). A forma mais simples do ELISA
€ o formato direto de captura do anticorpo, onde
o antigeno € ligado a uma superficie s6lida € um
anticorpo especifico, ligado a uma enzima, €
responsavel por ligd-lo. Ap6s lavagem para
remogédo dos materiais ndo-ligantes a solugdo de
substrato ¢ adicionada, em que havera reagfo
com a enzima previamente marcada e o resultado
€ um produto corado. O grau de formagio do
produto corado, que representa a quantidade de
ligacdo entre os anticorpos e os antigenos pode
ser determinado através do uso de um
espectrofotémetro. Se as amostras de anticorpos
forem misturadas previamente com uma solugéo
contendo o antigeno homodlogo, como por
exemplo um extrato carneo, ocorrerd uma
reducéio na quantidade de anticorpos ligantes a
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superficie so6lida (Bonwick e Smith, 2004;
Asensio et al., 2008).

O método de ELISA competitivo direto baseado
na captura de anticorpos depende de um nimero
de fatores. Primeiro: a disponibilidade de
antigenos auténticos para aderir a superficie
sélida; segundo, o antigeno deve possuir uma
molécula extensa, promovendo com isto uma
aderéncia tanto do antigeno a superficie so6lida
como ao seu anticorpo homélogo; e terceiro, o
anticorpo deve reconhecer os antigenos tanto
ligantes como n#o ligantes com igual eficiéncia
(Bonwinck & Smith, 2004).

Wittaker et al. (1983) foram os pioneiros no uso
do ELISA como um imunoensaio na detec¢do de
origem de carnes, onde foram testadas carnes
ndo-processadas de bovino, ovino, eqiiino,
canguru, porco € camelo. O estudo em questfio
tinha como objetivo testar a eficiéncia do ELISA
em comparagdo com outro método imunolégico
bastante realizado na época, que era a
imunodifus@o em gel de agarose ou Teste de
Ouchterlony. Os autores demonstraram que o
ELISA possuia mais vantagens em relagdo &
imunodifus@o, como a capacidade de ser mais
rapido, levando cerca de 3 horas; requerer menor
volume de antissoros para a realizagdo dos
ensaios; os antissoros poderiam ser misturados,
sem com isto comprometer sua capacidade de
ligacéo e especificidade; a capacidade do ELISA
possuir um procedimento semi-automatico,
diminuindo consideravelmente erros humanos
provocados com freqiiéncia nestes ensaios € um
aumento consideravel na sensibilidade, onde no
estudo em questdo puderam detectar até 1 mg de
fraudes.
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Figura 2: Formatos de ensaios ELISA. (a) ELISA direto
(captura do anticorpo); (b) ELISA indireto (captura do
anticorpo): assim como em (a), porém com um anticorpo
especifico previamente marcado, permite o uso de
anticorpos anti-espécie comercializados; (c) ELISA direto
(captura do antigeno): permite uma competitividade
adicionando um antigeno livre e assim bloqueando os sitios
reativos com um ligante marcado; (d) ELISA “sanduiche”
direto: o antigeno é capturado por um anticorpo
imobilizado a placa e detectado por um segundo antigeno
marcado; e (e) ELISA “sanduiche” indireto: o antigeno é
capturado por um anticorpo imobilizado a placa e a ligagdo
ao segundo anticorpo é detectado por um terceiro
anticorpo marcado. Assim como em (b), é permitido o uso
de anticorpos anti-espécie marcados comercializados
(Bonwick & Smith, 2004).

3- MATERIAL E METODOS
3.1 - Obtencdo de amostras

Amostras de soros de diferentes espécies animais
(bovinos, caninos, eqiiinos, coelhos e suinos)
foram cedidas pela Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (EV-
UFMG). Todas as amostras eram de animais
perfeitamente sauddveis e em idade adulta. As
amostras foram utilizadas como fonte de
antigenos para os imunoensaios a serem
realizados durante a fase experimental do
trabalho.

As amostras foram separadas em aliquotas de 1
ml cada, submetidas a congelamento em freezer
a -20°C e foram descongeladas apenas no
momento do uso.



Amostras de musculos de diferentes espécies
animais (bovinos, caninos, eqilinos e coelhos)
foram cedidas pela mesma instituiciio. Da mesma
forma que os soros, todas as amostras cérneas
foram obtidas de animais em condigdes perfeitas
de saude. As amostras de carnes também foram
utilizadas com o objetivo de obtencio de
proteinas carneas para os imunoensaios.

Para a produgdo de extratos musculares, as
amostras de carnes foram trituradas e misturadas
a uma solucdo de Tampdo Salino-Fosfato (PBS)
0,1 M pH 7,4 até a obtengdo de um composto
homogéneo e, em seguida, foram dispostas em
placas de vidro e aquecidas em uma estufa a
60°C overnight para sua devida secagem. Ap6s a
secagem, as amostras foram novamente
trituradas e misturadas em solugdo PBS 0,1 M
pH 7,4, filtradas com filtro de papel qualitativo
Whatman n°4 (Fisher Scientific, NJ). Apés estes
procedimentos foram realizados ensaios de
dosagem de proteinas € obteve-se um filtrado
homogéneo e cristalino, onde em seguida foram
separados em aliquotas de 1 ml cada e
armazenados em freezer a -20°C até o momento
do uso.

3.2 - Tratamento das amostras — Imunizacfo

Para imunizacio foram utilizados 9 (nove)
carneiros em idade adulta, cada um para um tipo
de antigeno a ser inoculado, concedidos pela
Fazenda S3o Judas Tadeu, (Fazenda
experimental da Fundagdo Ezequiel Dias,
localizada em Betim, MG, Brasil).

Para imunizagdo, os soros e filtrados de
musculos  previamente  descritos foram
homogeneizados em adjuvante de Freund
completo na proporgdo de 1:1 (uma parte de
adjuvante para uma de soro ou filtrado de
musculo). O adjuvante de Freund possui como
principio a lenta liberagdo da carga antigénica no
animal a ser experimentado, com o objetivo de se
obter grandes quantidades de anticorpos
especificos.

Realizado a homogeneizago, os antigenos foram
inoculados nos carneiros com o auxilio de
seringas de vidro, em doses de 2 ml. As
inoculagdes dos soros e filtrados foram
realizadas num intervalo de tempo de 15 dias
enfre uma e outra, totalizando quatro
inoculagdes. Antes de cada inoculagdo retirava-

se cerca de 10 mL de sangue de cada carneiro e
14 dias ap6s a tltima inoculagdo realizou-se a
coleta de 200 mL de sangue de cada um dos
animais. O sangue coletado foi coagulado e
submetido & centrifugagcdo a 10000 g por trinta
minutos para a retirada do soro, armazenado em
freezer a -20C°.

3.3 - Obtencdo de Anticorpos Especificos

Para a producdo de anticorpos especificos, os
procedimentos aqui descritos foram adaptados de
Avarameas e Ternynck (1969). Foram
preparadas colunas de imunoafinidade (Colunas
contendo antigenos, para posterior ligagdo com
anticorpos) com o objetivo de aumentar a
especificidade dos antissoros removendo os
anticorpos com reatividade cruzada com os
antigenos heterélogos. Para isso, os géis de
especificidade foram preparados misturando
todos os antigenos, exceto o especifico desejado
(soro homo6logo), com albumina 1 mg/mL e
glutaraldeido a 2,5%. Apds incubagdo por uma
hora, sem agitagiio, em temperatura ambiente
ocorreu a formagdo do gel. O gel, foi triturado
com uma espatula lavada em PBS 0,1 M pH 7.4
at¢ a formacdo de particulas mindsculas. Em
seguida as particulas foram centrifugadas para
descartar o sobrenadante. Este processo foi
repetido trés vezes até a obtengdo de particulas
menores € consisténcia pastosa. Apds a
centrifugacdio, o gel foi misturado com HCI-
Glicina 0,2 M e pH 2,8 por cerca de 10 minutos.
Apés outra centrifugacéo, o pH foi ajustado para
pH 7,0 com K,PHO, 1 molar e lavado trés vezes
com d4gua destilada. Bloqueou-se os sitios
reativos restantes com Etanolamina, 0,1 M pH
8.0 em incubacdo overnight a 4° C e em seguida
lavado novamente com PBS 0,1 M. Feito isto, os
géis foram separados em colunas distintas e
armazenados imersos em Tampdo de Azida
Sédica 0,01 M, que possui atividade
bacteriostética, impedindo a contaminagdo por
microrganismos.

Para a adsor¢fo dos antissoros, as colunas foram
novamente lavadas com PBS 0,1 M até a retirada
total da Azida Sdédica remanescente. Os
antissoros foram diluidos na propor¢do 1:3 com
tampdo PBS e foram passadas pelas colunas
heterélogas (colunas que nfo continham o
antigeno especifico para o antissoro sendo
adsorvido). Por exemplo: o antissoro de boi foi
adsorvido em uma coluna na qual soro ou
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proteinas de musculo de boi, nfio estavam
presentes. Assim, os anticorpos no soro anti-boi
com reatividade cruzada para os antigenos das
outras espécies de carne presentes no adsorvente,
foram retidos e somente os anticorpos
especificos para boi foram coletados. O soro
adsorvido era armazenado em tubos Falcon de 15
mL. Para ter certeza de que todos os anticorpos
foram coletados, foram realizadas
periodicamente dosagem das proteinas.

3.4 - Teste de Especificidade de Anticorpos
Anti-espécie

Os testes de especificidades foram realizados
através do método de ELISA indireto, utilizando-
se microplacas de 96 pogos fundo reto, marca
Costar®. Todos os ensaios de ELISA foram
realizados em duplicata.

Para os ensaios em leitor de ELISA, cada uma
das amostras foi aliquotada em tampdo de
sensibilizacdo pH 9,6 e distribuidos entre os
pocos nas concentragdes de 10,0; 1,0; 0,1 e 0,01
ug por pogo. A cada pogo foram acrescentados
100 pL da amostra e as microplacas incubadas
overnight, cobertas com papel aluminio a 4°C.
No dia seguinte, as placas foram lavadas com
solucdo de lavagem (NaCl + 5% Tween 20) e foi
acrescentado em cada pogo 100 uL de solugdio de
bloqueio  (Caseina  2%)). Ap6s  estes
procedimentos, as placas foram incubadas por
uma hora a 37° C e lavadas em seguida.

Os antissoros adsorvidos ou antissoros ndo
adsorvidos foram entdo diluidos em solugfo
tampdo de incubagio (PBS 0,1 M com Tween
20, 0,05%) na propor¢do de 1:25 e adicionados
as microplacas, sendo em seguida incubadas
novamente durante uma hora a uma temperatura
de 37°C. Novamente a placas foram lavadas.

Apo6s a incubagdo, os pogos foram preenchidos
com conjugado anti-sheep 1:10000 (Sigma®),
diluido em Caseina 2% e levado a estufa por
mais uma hora. Em seguida, a microplaca foi
lavada e preenchida com 100 pL cada pogo com
solugdo de substrato (Tamp#o Citrato pH 5,5
0,15M com 5 mg de OPD mais 5 uL de H,0,). A
microplaca foi novamente incubada a 37 °C
durante 20 minutos, para o desenvolvimento da
cor. A reacdio foi interrompida adicionando-se
H,SO4,30% e a intensidade da cor foi medida em
leitor de ELISA a 492 nm.
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Para ensaios de eficiéncia dos anticorpos, a
sensibilizacdo se deu na concentragio de
10pg/mL (1pg/pogo) e a incubagio se deu em
dilui¢Bes seriadas dos antissoros nas proporgdes
1:10, 1:20, 1:40 e 1:80.

Além destes ensaios, foram realizados
experimentos para testar a eficiéncia dos
antissoros antes e apds as adsor¢des nas colunas
de imunoafinidade (antissoros n#o-adsorvidos e
antissoros adsorvidos trés vezes nas colunas de
imunoafinidade). As propor¢des dos antissoros
utilizados na fase de incubagdo da placa foram
1:50, 1:100, 1:200 e 1:400. Em todos os
resultados, aos valores eram subtraidos dos
obtidos pelo controle (soro de carneiro pré-
imunizado) realizando com isto um cur-off
(corte).

3.5 - Testes em Alimentos Processados
(Hamburgueres)

Seis amostras de seis lotes de cinco marcas de
hambuirgueres foram adquiridas em
supermercados da regifio metropolitana de Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Para o uso
destas amostras, cerca de 5 gramas de cada uma
foram trituradas dentro de Tubos Falcon® de 15
mL contendo solugfo salina durante uma hora,
até a obten¢do de uma mistura homogénea. Apés
este processo as amostras foram deixadas em
repouso para decantag@io das particulas sélidas,
centrifugadas a 10000 RPM e filtradas em filtros
de papel Whatman n° 4 (Fisher Scientific, NJ) até
a obtengdo de um filtrado cristalino. Em seguida,
foi realizada a dosagem de proteinas totais
através da absorbdncia a 280 nm em um
espectrofotdmetro. Apos a dosagem as amostras
foram aliquotadas e preservadas em um freezer -
18°C até o momento de uso. Os hambiirgueres
foram separados em cinco grupos (Grupos Gl,
G2, G3, G4 e GS), de acordo com a composigio
de cada uma das marcas de hambirgueres
analisadas; cada grupo tendo  como
representantes seus lotes numerados de 01 a 06.
As analises estatisticas foram realizadas com o
software SAEG 9.1 e realizadas analises
estatistica-descritivas.



4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Especificidade de Anticorpos Nao-
adsorvidos Anti-espécie

E importante ressaltar que 0s antissoros
utilizados nesta etapa da pesquisa nfo foram
ainda purificados em colunas de imunoafinidade.
O antissoro de porco ndo foi utilizado nesta
modalidade de ensaio pelo fato de no periodo de
realizacdo destes experimentos o mesmo ainda
ndo ter sido obtido.

O grafico 1 demonstra as reagdes de afinidade
com o antissoro nfo-adsorvido de bovino e as
outras espécies testadas. E possivel notar através
dos resultados apresentados que tanto o soro

quanto o filtrado do musculo de boi reagiram de
forma especifica com o antissoro de boi,
enquanto os demais antigenos demonstraram
pouca reatividade. Todos os demais antigenos,
com excec¢do do soro de coelho, obtiveram um
mesmo padrdo baixo de reatividade, mas mesmo
o soro de coelho apresentou menor reatividade
em relacdo ao soro de boi e filtrado de musculo
bovino, apesar de se apresentar numa leitura
proxima da apresentada no musculo bovino.
Apesar do antissoro anti-boi no ter sido filtrado
na coluna de imunoafinidade, ainda assim
observa-se maior especificidade com seus
antigenos homdélogos, no caso o soro e o filtrado
do musculo de boi.
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Grifico 1: ELISA. Ihéhbacﬁo com antissoro in natura debon, dllung:ﬁo seriada.

No gréfico 2 sdo apresentados os resultados de
afinidade com o antissoro de c#o. Neste
resultado, foi observado que, apesar do antissoro
de cdo reagir com o soro homoélogo, houve
também reatividade cruzada em relagdo ao soro
de boi. A explicagfio para esta alta reatividade
com o soro de boi seria a presenca de epitopos

comuns presente nos soros das espécies de cdo e
boi. Com relagdo ao musculo de cdo, 0 mesmo
apresentou reatividade na mesma faixa de
intensidade dos demais antigenos heterdlogos,
mostrando com isto pouca especificidade com o
anti-cdo.
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Grifico 2:. Incubagiio com antissoro in natura de ciio; diluicﬁ(; seriada.

Os resultados com o antissoro eqiiino sdo
apresentados no grafico 3. Neste resultado, foi
possivel observar que tanto o soro como o
filtrado do musculo apresentaram alta reatividade
com o antissoro homologo. Isto pode ser
explicado pelo fato de que mesmo aquecida a
altas temperaturas, algumas proteinas especificas
a carne de cavalo se

apresentam de forma integra, reagindo com o
antissoro. Ainda & possivel registrar neste ensaio
uma reatividade cruzada com o soro de boi,
mostrando que ha proteinas presentes no soro de
boi com estrutura molecular semelhante entre
equinos e bovinos.
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Grifico 3:ELISA. Incu'bé(;“ﬁo'cdlh antissoro in natura de cavalo; dilui¢fio seriada.

Novamente foi observado uma  maior
especificidade do antissoro de coelho com seus
antigenos homologos (grafico 4). Observa-se
também uma reatividade cruzada do antissoro de
coelho com os antigenos dos soros de boi e
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cavalo. Uma explicacdo para isso seria que ainda
ha anticorpos que reagem de forma inespecifica
com proteinas semelhantes as de coelho
presentes no soro de cavalo e boi, ocorrendo uma
reagdo cruzada. Quanto ao musculo de coelho,



era esperado uma maior reatividade frente ao
antissoro de coelho. Esta reatividade nio foi
apresentada e uma possivel explicagdo seria a
desnaturagdo de suas proteinas apds o tratamento
térmico. A reatividade cruzada apresentada
nestes resultados (graficos 1 a 4) mostra a
importancia da adsor¢do dos antissoros para se

obter anticorpos mais especificos € com isto
reduzir a inespecificidade do ensaio de
identificagdio de diferentes tipos de carnes em
produtos carneos. Esta adsor¢do proporcionara
também maior seguranga quanto a exatiddo do
resultado de identificagfo.
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Grifico 4: ELISA. Incubagio com antissoro in natura de coelho; diluicio seriada.

4.2 - Especificidade de Anticorpos Adsorvidos
Anti-espécie

Cada microplaca de ensaios em ELISA foi
incubada com um antissoro adsorvido diferente,
e em cada linha da placa um antigeno diferente,
para testar a especificidade do adsorvido. O
antissoro de porco nfio foi utilizado nesta
modalidade de ensaio. Da mesma forma que nos
ensaios anteriores, o mesmo ndo havia sido
obtido durante esta parte do experimento.

No grafico 5, observa-se o resultado
referente a reagdo do antissoro de boi (adsorvido

trés vezes) com os antigenos homdlogos e
heterélogos. A maior reatividade do antissoro €
confra seus antigenos homologos. Evidencia-se
um distanciamento entre a reatividade especifica
¢ a reatividade cruzada com os antigenos
heterélogos. Apos a passagem do antissoro anti-
boi pela coluna de imunoafinidade, os anticorpos
inespecificos ficaram retidos, aderidos aos
antigenos heter6logos presentes na coluna de
glutaraldeido. Como resultado, observa-se uma
maior especificidade do antissoro adsorvido em
relagdo aos seus homologos quando comparado
aos antigenos heter6logos.
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Grafico 5: ELISA. Incubacio com adsorvido antissoro de boi; diluicfio seriada.

No grafico 6, referente ao antissoro adsorvido
anti-cdo em relagdo aos seus homélogos e
heterélogos, observa-se uma diminui¢do da
sensibilidade evidenciada pelos baixos niveis de
absorbancia. Contudo ainda é possivel observar

uma maior reatividade especifica do antissoro
com o soro de cdo. Apesar da queda na
reatividade, observa-se uma estabilidade da
especificidade ao longo das diferentes dilui¢des
testadas.
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Gr4fico 6: ELISA. Incubagio com adsorvido antissoro de ciio; diluicdio seriada.

No grafico 7, que representa a reatividade do
antissoro (adsorvido trés vezes) de cavalo com
antigenos homdlogos e heter6logos, o antissoro
de cavalo apresentou alta especificidade,
reagindo de forma especifica tanto com o soro

24

quanto com o filtrado de musculo homologo.
Para este antissoro, a especificidade adquirida
ndo diminuiu a afinidade, evidenciada pela alta
reatividade especifica mesmo na maior diluigdo
(1:400).
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Grifico 7: ELISA. Incubagiio com adsorvido antissoro de cavalo; dilui¢do seriada

No gréfico 8, estd representado a reatividade do
antissoro de coelho com seus homoélogos e
heter6logos. Da mesma forma que nos ensaios
anteriores, seu homdlogo apresentou absorbancia
superior em relagdo aos demais, enquanto que os
antigenos heterdlogos apresentaram um mesmo
padrdo baixo de reatividade. Além disso,

observa-se um grau de separagdo da curva
homologa, relacionada ao soro de coelho em
relacdo aos demais antigenos heter6logos.
Observa-se também neste resultado uma
manutengdo da reatividade especifica na maior
diluigdo de antissoro testado (1:400).
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Gréfico 8:ELISA. Incubacﬁo com adsorvido antissoro de coelho; diluigﬁo seriada

4.3 - Especificidade dos antissoros em dilui¢io
seriada

Nesta etapa, os antissoros ja adsorvidos trés
vezes em colunas de imunoafinidade foram
testados com o objetivo de observar qual seria a

melhor diluigdo para os ensaios de quantificacdo
dos antigenos. O antigeno musculo de coelho néo
foi utilizado nesta modalidade de ensaio, uma
vez que foi observado que a carne de coelho
seria uma das poucas carnes que poderiam ser
consideradas para questdes de fraudes em
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produtos alimenticios, contudo, o soro de porco
comegou a ser utilizado a partir destes
experimentos, uma vez que ja havia sido obtido.
O antissoro de boi em dilui¢do seriada
contra antigenos homologos e heterélogos estd
representado no grafico 9. Neste grafico - foi
novamente demonstrado uma alta especificidade
do antissoro anti-boi em relagdio ao seu
homélogo. Uma reagdo inespecifica é verificada
na menor dilui¢do do antissoro (1:10). Isto pode

ser explicado pelo pequeno niimero de adsorgdes
(trés vezes) ndo ter sido suficiente para retirar do
antissoro todos os anticorpos inespecificos. De
acordo com os resultados obtidos, foi possivel
afirmar que a melhor dilui¢do do antissoro a ser
utilizado para os experimentos em diluicdo
seriada dos antigenos seria com o antissoro na
proporg¢édo de 1:40. Na dilui¢do 1:80 do antissoro
de boi, seu desvio padrdo tende a se aproximar
dos valores calculados para as demais amostras.
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Grifico 9: ELISA. Reatividade do antissoro Anti-boi adsorvido trés vezes frente aos an't‘ig'eﬂl‘l‘os hd‘l{iyéylybgos e héféfélogos.

No grafico 10, que estd representando a
reatividade do antissoro de cfio (adsorvido trés
vezes), verifica-se uma alta especificidade do
antissoro contra antigeno homélogo. O resultado
mostra uma especificidade total frente ao
antigeno homologo nas dilui¢des testadas. Em
qualquer uma das dilui¢des seria possivel
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utilizar o antissoro de c3o para o ensaio de
identificagio de espécies de carne, sem
comprometimento da eficiéncia do teste. Todos
os demais antigenos ndo apresentaram
reatividade. Isto mostra que o antissoro em
questdo poderia ser utilizado em uma
averiguacdo de origem de carnes com uma alta
preciséo.
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Grifico 10:ELISA. Reatividade do antissoro Anti-cio adsorvido trés vezes frente aos antigenos homologos e heterélogos.

No gréfico 11, relacionado a efetividade do
antissoro de cavalo adsorvido trés vezes, 0
mesmo apresentou especificidade frente ao
homélogo nas diferentes diluigdes utilizadas, a
exce¢do da diluicdo 1:80. Apesar disso,
percebe-se uma reatividade cruzada em menor

grau de intensidade com os heter6logos soro de
cdo e soro de porco. A explicagdo para este tipo
de inespecificidade seria que, as trés adsor¢des
ndo foram suficientes para remover em sua
totalidade os anticorpos inespecificos.

1.8
e

1,2

08 -
06 -
04 -
0

0 = |

Absorbancia
[y

Anti-Cavalo dilui¢do seriada do antissoro

—4—Musculo de Boi
-~ Musculo de Cao

=== MUisculo de Cavalo

Soro de Boi
==t S0ro de Cdo
=~ Soro de Cavalo

=t SOrO @ Coeltho

No grifico 12 € possivel observar a
especificidade do antissoro de coelho (adsorvido
trés vezes), frente ao antigeno homoélogo em
todas as dilui¢Bes testadas. ocorrendo uma alta
reatividade do mesmo na diluigdo 1:10, atingindo

=== 5010 de Porco

absorbéncia proximo de 1, enquanto os demais
antigenos apresentaram reatividade nula com o
antissoro. Neste caso, as trés adsor¢des
mostraram-se  suficientes na remogdo dos
anticorpos inespecificos.
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Grifico 12: ELISA. Reatividade do antissoro Anti-coelho adsorvido trés vezes frente aos antigelibs homologos e'he't'er()logos.

O antissoro de porco adsorvido trés vezes
(grafico 13), apresentou alta especificidade e
sensibilidade frente ao antigeno homologo, em

todas as diluigdes testadas. Novamente, para este
antissoro as trés adsorgdes foram suficientes para
retirar os anticorpos inespecificos.

Anti-porco diluigdo seriada do antissoro
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Grifico 13:ELISA. Reatividade do antissoro Anti-porco adsorvido trés vezes frente aos antigenos homoélogos e heterologos.

Os ensaios acima realizados (graficos 9 a 13)
tiveram como objetivo a determinagdio de
diluicdes fixas dos diferentes antissoros
adsorvidos para serem utilizados nos testes de
identificagdo das espécies de carnes. Para o
antissoro de boi, foi utilizada a diluicdo do
antissoro na propor¢do 1:25; para o anti-c@o,
1:50 (este valor foi definido apds visualizar que,
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mesmo o antissoro de porco apresentando uma
boa reatividade em relagdo ao seu homélogo em
todas as diluigdes, foi um valor préximo de 1,0
em sua absorbancia); no antissoro anti-cavalo foi
utilizada a diluigdo de 1:25; para o anti-coelho,
1:100; e finalmente, para o anti-porco, a diluigdo
1:25.



4.4 - Especificidade dos antissoros adsorvidos
frente a diferentes concentragdes de antigenos
homoélogos e heterologos

Nestes ensaios, 0os soros adsorvidos foram
testados nas dilui¢des acima determinadas frente
a diferentes concentracdes dos antigenos
homédlogos e heterologos para confirmagio da
especificidade e sensibilidade obtidas. Os
filtrados de musculos ndo foram utilizados nesta

etapa, pois os mesmos ndo apresentaram
reatividade frente aos antissoros adsorvidos.

O grafico 14, mostra a reatividade do antissoro
de boi adsorvido trés vezes na diluigo fixa 1:25,
frente a diferentes concentragdes dos antigenos.
Observa-se a especificidade frente ao antigeno
homologo, nas concentragdes de antigenos
testados 10 pg/ml a 0,1 pg/ml. Na concentragio
de 0,01 pg/ml ndo foi observado a especificidade
frente ao antigeno homélogo.
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No gréfico 15 observa-se a reatividade do
antissoro de cdo adsorvido trés vezes, na dilui¢io
fixa de 1:50 contra antigenos homologos e
heterélogos. O  resultado mostra uma
especificidade frente as concentragdes de 10 a
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~ Grifico 14: ELISA. Reatividade do antissoro anti-boi contra os soros homélogos e heterdlogos.

0,1 wml. O resultado é similar ao apresentado
com o antissoro de boi no que diz respeito a faixa
de sensibilidade. Ambos ndo apresentaram
especificidade frente & concentragdo de 0,01
pw/ml.
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Grafico 15: ELISA. Reagfo do antissoro anti-cio contra os soros homélogos e heter6logos.

No grafico 16, estdo demonstradas as reagdes de
especificidade com o antissoro de cavalo
adsorvido trés vezes na diluigdo de 1:25. O
antissoro de cavalo apresentou especificidade em

todas as concentracdes de antigeno testadas. A
absorbancia de 1,2 a 490 nm mostra alta
sensibilidade do antissoro em relagdo ao seu
homologo.

14 -

0.8 -
0,6 1
0.4

Absorbancia

0,2 -

Anti-Cavalo

1,2 m

e R e

= SOr0 de Boi
—— Soro de Cédo
= SOTQ e Cavalo

wmees SO10O @ Porco

0 &

10 pg/mt 1ug/mL

0,1 pg/mL

Concentragdo dos Antigenos

0,01 pg/mtL

Grifico 16: ELISA. Reacéo do antissoro anti-cavalo contra os soros homologos e heterdlogos.

No antissoro de porco adsorvido trés vezes,
diluicdo 1:25 (grafico 17), houve um mesmo
padrdo de especificidade apresentados nos
graficos 14 e 15, com uma alta reatividade frente
as diferentes concentragdes do antigeno
homoélogo. A especificidade do antissoro &
observada na faixa de concentragdo de antigeno
de 10 a 0,1 w/ml.
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As dilui¢des definidas anteriormente mostraram-
se eficazes na identificagdo especifica de
antigenos de diferentes espécies de carnes. Os
antissoros adsorvidos poderiam estar aptos a
serem utilizados para testes de identificagdo em
alimentos processados.
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Grifico 17: ELISA. Reaciio do antissoro anti-porco contra os soros homélogos e heterélogos.

45 - Testes em Alimentos Processados

(Hamburgueres)

Nesta etapa do estudo, os antissoros adsorvidos
nas dilui¢des fixadas previamente e que se
mostraram  especificos frente a antigenos
homologos foram utilizados em  ensaios
imunoenzimaticos para identificagdo de espécies
de carnes em alimentos processados. Os
hamburgueres utilizados nesta etapa do
experimento foram analisados crus, com o intuito
de ainda preservarem as caracteristicas
morfoldgicas de suas proteinas.

O grafico 18 representa os seis lotes de uma
marca de hambirguer que possui em sua
constitui¢do carne de bovinos e de aves, onde foi
testada a reatividade especifica de todos os
antissoros. No grupo G1 foi confirmada a
especificidade  demonstrada nos  ensaios
anteriores. Apenas o antissoro especifico para
boi mostrou reatividade frente as proteinas do
alimento processado. Os demais antissoros nio
apresentaram reatividade, exceto o antissoro de

porco, que apresentou uma baixa reatividade,
embora acima do cut-off. Esta reatividade
poderia  ser  considerada como  uma
inespecificidade dentro da “zona cinzenta”, que é
uma regido de reatividade inespecifica onde deve
ser solicitado um re-teste.

O grupo G1 apresentou em quase todos os seus
lotes um alto resultado em relacdo a reatividade
do antissoro de boi com seu homoélogo, contudo,
na amostra G105 ndo ha nenhuma reatividade.
Este resultado poderia ser interpretado de
diversas formas: primeiro, a auséncia do
antigeno de boi no alimento; segundo, a presenca
de uma quantidade do antigeno de boi abaixo do
nivel de detecgdo do teste e por ultimo, a
substituicdo do antigeno carneo (protéico) por
gorduras. Como foi abordada na revisdo de
literatura, uma série de fatores pode dificultar a
inspegdo de produtos, e o teor de gorduras nfo ¢
uma excegdo. A diferenca de intensidade na
reatividade do antissoro de boi poderia sugerir
variagdo nas concentragdes de proteinas de boi
no alimento processado.
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Grifico 18: ELISA. Reatividade dos antissoros diante de alimentos processados (Hamburgueres).Neste grifico, lotes de
hambiirgueres compostos por carne de aves e bovina.

No grafico 19 estd representado o
resultado para as amostras de hamburgueres
compostos por carnes de aves, bovina e suina
(G2). Em todas as amostras foi detectado o
contetdo de carne de boi pelo antissoro
especifico. Observaram-se diferengas nos niveis
de carne de boi detectadas nas diferentes

amostras. Apesar dos hamburgueres aqui listados
possuirem em sua composi¢do gordura de porco
listada no rétulo das embalagens, ndo observou-
se reatividade pelo antissoro homologo,
indicando que a gordura animal adicionada ao
hamburguer nfo continha quantidade de
proteinas dentro do limite de detecgfo do teste.
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Grifico 19: ELISA. Reatividade dos antissoros diante de alimentos processadds (Ha'ml;)lrlrr'guel;és).‘Neste
grafico, lotes de hambiirgueres compostos por carne de aves, bovina e gordura de suinos.
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No grafico 20 (G3, grupo de hamburgueres de
carne de boi, aves e porco), além da alta
diferenciagdo entre os resultados das carnes de
hamburgueres, ja observados nos ensaios
anteriores, & possivel notar também nos
primeiros lotes uma reatividade inespecifica com
o antissoro de cdo, contudo, abaixo da
absorbancia de 0,1 pontos. O valor baixo foi
considerado como margem de erro nos ensaios,
ou uma inespecificidade ainda apresentada por
alguns anticorpos com reatividade cruzada que
poderiam estar presentes no antissoro de co, que
reagem de forma inespecifica com o seu
respectivo homologo. Além disso, apesar do
rétulo desta marca de hamburguer estar escrito
que possufa carne de porco em sua composigio,

os resultados levantaram a hipotese de que os
hamburgueres desta marca ou poderiam ter
baixas quantidades de carne de porco adicionada
em sua composicdo ou o material de suinos
transformados para a obten¢do do hamburguer
seria apenas a gordura de suinos. Para tanto, foi
realizado um ensaio para tentar mostrar que, a
medida que eram adicionados a amostra
quantidades do soro de porco, ocorria uma
reatividade com seu antissoro homélogo. Quatro
amostras foram escolhidas e foi adicionado soro
de porco em cada uma delas. A reatividade
especifica observada apds a adigdo do antigeno
de porco corrobora em parte a hipotese acima
apresentada e confirma a reatividade especifica
do antissoro (grafico 21).
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Grifico 20: ELISA. Reatividade dos antissoros diante de alimentos processados (Hamburgueres).Neste
grafico, lotes de hambiirgueres compostos por carnes de aves, boi e porco.
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Grafico 21: ELISA. Progresso da reatividade do antissoro de porco 2 medida que se adiciona o soro homoélogo
a composicdo de quatro amostras de hamburguer.

Os graficos 22 e 23 demonstram a reatividade
dos antissoros diante de hamburgueres
fabricados apenas com carne de frango. Nos
resultados apresentados, o grupo G4 foi o que
teve amostras ainda identificadas com antigenos
de boi em sua composigdo. A reatividade
inespecifica observada ficou abaixo de 0,1 de
absorbéancia, e poderia ser classificada também
como “zona cinzenta”. Uma segunda hipotese

poderia ser a contamina¢iio do hambiirguer de
frango durante o processamento com antigenos
de boi. Nos dois grupos, ndo foi identificado nos
rétulos qualquer mengdo a carnes ou gorduras de
outros animais que néo fossem frango. O grupo 5
apresentou resultados concordantes com a
composicdo especificada no rétulo. Nio foi
observada nenhuma reatividlade com os
antissoros heter6logos testados.
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Grifico 22: ELISA. Reatividade dos antissoros diante de alimentos processados (Hamburgueres).Neste
grafico, lotes de hambuirgueres compostos por carne de frango.
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Grifico 23: ELISA. Reatividade dos antissoros diante de alimentos processados (Hamburgueres).Neste
grafico, lotes de hamburgueres compostos por carne de frango.

Apesar de uma pequena reatividade cruzada em
alguns resultados, as leituras apresentaram-se
satisfatérias, revelando um alto grau de
especificidade e reatividade, mostrando que a
metodologia empregada neste estudo mostra-se
bastante eficaz e de grande auxilio para orgdos
de vigilancia sanitaria no que diz respeito a
procedéncia e qualidade de alimentos carneos
processados.

4.6 — Analise Estatistica (Hambiirgueres)

As tabelas a seguir (tab. 1, 2, 3, 4 e 5)
demonstram o que foi observado em relagdo a

freqiiéncia de antigenos encontrados em cada um
dos grupos de hamburgueres amostrados. Todas
as andlises foram estatistico-descritivas. Nas
tabelas de 1 a 5, é possivel notar a presenca ou
auséncia de algumas proteinas carneas que nio
condizem com o especificado nos roétulos dos
produtos, contudo, em comparagdo com 0s
graficos acima exibidos, € possivel notar que
apesar da incidéncia, as andlises descritivas
mostraram que ha questdes de baixa
inespecificidade de alguns antigenos encontrados
nas amostras.

Tabela 1: Frequéncia do Antigeno de Boi em Marcas de Hambtrgueres

Presenca (Qtde)  Auséncia (Qtde)  Presenca (%) Auséncia (%) Total (Qtde, %)
Gl 5 1 83,33 16,67 6 (100)
G2 6 0 100 0 6 (100)
G3 6 0 100 0 6 (100)
G4 3 3 50 50 6 (100)
G5 1 5 16,67 83,33 6 (100)
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Tabela 2: Frequéncia do Antigeno de Co em Marcas de Hamburgueres

Presenca (Qtde)  Auséncia (Qtde)  Presenca (%) Auséncia (%) Total (Qtde, %)
Gl 5 1 83,33 16,67 6 (100)
G2 6 0 100 0 6 (100)
G3 6 0 100 0 6 (100)
G4 3 3 50 50 6 (100)
G5 1 5 16,67 83,33 6 (100)

Tabela 3: Frequéncia do Antigeno de Cavalo em Marcas de Hamburgueres

Presenca (Qtde)  Auséncia (Qtde)  Presenca (%) Auséncia (%) Total (Qtde, %)
Gl 5 1 83,33 16,67 6 (100)
G2 6 0 100 0 6 (100)
G3 6 0 100 0 6 (100)
G4 3 3 50 50 6 (100)
G5 1 5 16,67 83,33 6 (100)

Tabela 4: Frequéncia do Antigeno de Coelho em Marcas de Hambuirgueres

Presenca (Qtde)  Auséncia (Qtde)  Presenca (%) Auséncia (%) Total (Qtde, %)
Gl 5 1 83,33 16,67 6 (100)
G2 6 0 100 0 6 (100)
G3 6 0 100 0 6 (100)
G4 3 3 50 50 6 (100)
G5 1 5 16,67 83,33 6 (100)

Tabela 5: Frequéncia do Antigeno de Porco em Marcas de Hamburgueres

Presenca (Qtde)  Auséncia (Qtde)  Presenca (%) Auséncia (%) Total (Qtde, %)
Gl 5 1 83,33 16,67 6 (100)
G2 6 0 100 0 6 (100)
G3 6 0 100 0 6 (100)
G4 3 3 50 50 6 (100)
G5 1 5 16,67 83,33 6 (100)

Tabelas 1 a S: Freqiiéncia estatistica dos diferentes antigenos em cada uma das cinco marcas de hambiirgueres

testados.

5 - CONCLUSAO

A metodologia imunolégica (ELISA)
testada € eficaz na obtengdo de resultados para a
avaliagdo e controle de origem de carnes em
produtos carneos, sendo um método sensivel e
especifico: sensivel no que diz respeito a detectar
quantidades mesmo que pequenas de proteinas
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carneas em amostras; e especifico no que diz
respeito a identificar o antigeno em questio em
uma amostra.

Com relagio a amostras de carnes
cozidas, contudo, a reatividade dos antissoros
produzidos ainda ¢ baixa, uma vez que proteinas
carneas expostas ao calor podem-se desnaturar e
comprometer a sua ligagdo com um anticorpo ou
molécula que seria capaz de identifica-la.
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