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RESUMO

PROJETO DE CURSO — 1QWX01

TITULO: APLICACAO DE METODO BASEADO EM PCR EM TEMPO REAL PARA
DETECCAO DE GLUTEN EM ALIMENTOS DESTINADOS A PORTADORES DE
DOENCA CELIACA

ALUNO: Jéssica Pereira Machado

ORIENTADOR: Prof. Dr. Alexandre Guedes Torres, DBQ — Instituto de Quimica — UFRJ

CO-ORIENTADORA: Dr® Edna Maria Morais Oliveira — Embrapa Agroindustria de
Alimentos

A doenca celiaca € uma intolerancia permanente as proteinas contidas no glaten de
alguns cereais. E caracterizada por atrofia da mucosa do intestino delgado proximal e
consequente ma absorcdo dos nutrientes, em individuos geneticamente susceptiveis. Os
métodos convencionais para a detec¢do de gluten sdo baseados na determinacdo da presenca
das proteinas, o que pode resultar em falsos negativos. Em contrapartida, muitos
pesquisadores vém desenvolvendo métodos baseados em PCR para deteccdo de DNA. O
presente trabalho busca aplicar um método baseado em g-PCR para deteccdo de glaten em
alimentos destinados a celiacos. Para isso, metodologias baseadas na detec¢do de sequéncias
de DNA foram efetuadas para amostras de trigo, cevada, aveia, centeio e produtos “livres de
gliten”, “naturalmente livres de glaten” e “contém gliten”. Inicialmente foram construidos
primers especificos para a detec¢do das sequéncias de DNA das proteinas que formam o
complexo glaten. Apds o isolamento do DNA das amostras supracitadas, estes primers foram
testados usando PCR qualitativa. Os primes selecionados foram entdo testados em g-PCR
com o sistema SYBR Green, para aumento da sensibilidade. Entretanto, os resultados nédo
foram aceitaveis, ficando claro que para uso do Sistema SYBR Green sera necessario o
desenho de novos primers. Em seguida, foram testados primers e sondas TagMan ja validados
por g-PCR pelo sistema TagMan. A partir dos resultados foram estabelecidas a eficiéncia da
reacdo, que variou de 98,44 a 101,65%, e o limite de deteccdo que variou de 0,59 a 2,08
ng/uL. Ap6s determinar estes parametros de validagdo, foram realizadas anélises de g-PCR
para as amostras processadas para verificar possiveis efeitos de matriz, o resultados foram
aceitaveis. Sendo assim, foi possivel detectar gldten por g-PCR o0 que aumenta a

confiabilidade dos resultados a partir da aplicagdo de um método mais sensivel e eficaz.




| - INTRODUCAO

As reacOes adversas a alimentos compreendem uma grande variedade de
sintomas clinicos relacionados a ingestdo de determinado componente de um
alimento. Ainda que manifestagdes sejam semelhantes, o mecanismo que envolve
tais reacdes é o que define um caso de alergia ou intolerancia (COCCO & SOLE,
2009). Os cereais trigo, aveia, centeio e cevada podem desencadear doenca celiaca
(enteropatia gluten-sensivel), que é causada por uma resposta imune inadequada as
proteinas contidas no gliten de alguns cereais, gliadina (trigo), secalina (centeio) e
hordeina (cevada). As manifestagfes clinicas mais frequentes séo: diarréia cronica,
vomitos, irritabilidade, anorexia, déficit no crescimento, distensdo abdominal,
diminuicdo do tecido celular subcutaneo e atrofia da musculatura glutea
(SDEPANIAN et al., 2001).

Muitos produtos, principalmente os de panificacdo sdo formulados a base de
trigo e outros cereais considerados fontes das proteinas formadoras do gluten. Tais
proteinas, por sua vez, sdo as responsaveis pela habilidade destes cereais na
formacdo da massa viscoelastica que retém o gas produzido durante a fermentacéo

e nos primeiros estagios de cozimento (TEDRUS et.al., 2001).

Uma vez que ndo existe tratamento para esta doenca, os pacientes tém que
excluir alimentos fonte de gluten de sua dieta. Para estes consumidores, uma
categoria especial de produtos alimenticios designados “livre de gluten” é produzida,
sendo que esta deve cumprir requerimentos especificos a respeito do conteddo de
gliten. Tais produtos ndo devem conter prolamina e o nivel de gluten ndo pode
exceder 20mg.kg® (PIKNOVA; BREZNA; KUCHTA, 2008). Uma importante
informacgéo aos portadores de doenca celiaca em relagcdo ao conteudo de gluten é
dada na rotulagem, como indicado na legislagdo européia. Porém, os individuos
celiacos estdo suscetiveis a ingestdo inadvertida de gluten devido a rotulagem
incorreta. Em algumas produtoras de alimentos destinados a celiacos, € comum que
se produza também outros géneros alimenticios que contenham gluten em sua
composicdo, aumentando a possibilidade de contaminacéo, ja que séo processados

nas mesmas instalagdes e equipamentos (FELINTO, 2008).



Deste modo, o desenvolvimento de métodos para a certificacdo de autenticidade
e seguranca de alimentos torna-se uma necessidade crescente. Muitos resultados
podem apresentar “falsos negativos” para a presenca de gluten em consequéncia do
nivel de processamento dos alimentos, o que compromete a deteccédo de proteinas

devido a sua desnaturacéo.

O estudo de técnicas moleculares mais sensiveis e mais confiaveis, baseadas
em métodos para deteccdo de sequéncias de DNA seria 0 mais adequado, pois
seria possivel detectar as proteinas de interesse em produtos com alto nivel de
processamento. Diante do exposto, o desafio neste trabalho é a definicdo de
oligonucleotideos iniciadores (primers) e a otimizacdo da reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (g-PCR) para o aumento da sensibilidade na detecc¢éo do
gluten (HONORIO, 2004; NOVAIS & ALVES, 2005).



- OBJETIVO

O presente trabalho tem por finalidade definir e avaliar a seletividade dos
oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para a deteccdo de gluten de

diferentes fontes (trigo, aveia, centeio e cevada) utilizando a técnica de g-PCR.

Conduzir PCR para analise de produtos processados das categorias: “livre de
gluten”, “contém gluten”, e produtos naturalmente sem gluten (a base de milho, arroz

e mandioca). Conduzir PCR em tempo real usando o sistema SYBR Green e 0

sistema TaqMan, para o aumento da sensibilidade na deteccéo de glaten.



lll - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - Doenca celiaca

A doenca celiaca (DC) é uma enteropatia imunomediada desencadeada em
individuos geneticamente predispostos, associada a intolerancia permanente a
ingestdo de alimentos que contenham gliten. E caracterizada por danos a superficie
da mucosa do intestino, levando a uma incapacidade no aproveitamento de
nutrientes, tais como proteinas, lipideos, carboidratos, vitaminas e sais minerais
necessarios para a manutencdo da saude. (CASSOL, 2007; ESCOUTO, 2004). O
individuo que tem predisposicdo a enfermidade produz anticorpos ao gluten assim
que toma contato com o ingrediente. Os anticorpos agem no intestino delgado,
atrofiando-o e o0 orgdo, entdo, perde a capacidade de absorcdo de nutrientes
(CASTELLON, 2001).

A DC pode apresentar-se sobre as seguintes formas: classica, ndo classica e
assintomética (SDEPANIAN; MORAIS; NETO, 2001). Samuel Ge, em 1888,
descreveu a forma classica da doenca, a qual se inicia nos primeiros anos de vida
com diarréia cronica, vOmitos, irritabilidade, anorexia, déficit de crescimento,
distensédo abdominal, diminuicdo do tecido celular subcutaneo, e atrofia da
musculatura glatea. A forma ndo classica ou atipica da DC manifesta-se mais
tardiamente, com quadro mono ou paucissintomatico, no qual as manifestacoes
digestivas estdo ausentes, ou quando presentes ocupam um segundo plano. Os
pacientes deste grupo podem apresentar manifestacdes isoladas, como por exemplo
baixa estatura, anemia por deficiéncia de ferro defrataria a ferroterapia oral,
hipoplasia do esmalte dentario, constipacdo intestinal, osteoporose, esterilidade,
artralgia ou artrite, e epilepsia associada a calcificacdo intracraniana. O
reconhecimento da forma assintomatica da doenca, especialmente entre familiares
de primeiro grau de pacientes celiacos, tornou-se mais facil a partir do

desenvolvimento de marcadores soroldgicos especificos para a DC.

De acordo com Marques (2002), a Associacdo de Celiacos do Brasil (ACELBRA)
ainda ndo tem dados oficiais sobre o numero de individuos que sofrem a doenca no
pais. Segundo Castellon (2001), um estudo da Universidade de Brasilia calcula que

existam cerca de 300 mil brasileiros portadores da doenca. O diagnéstico da DC



deve ser baseado em trés pilares: o exame clinico, por meio de exame fisico, e
anamnese detalhada além da andlise histopatologica do intestino delgado e dos
marcadores séricos. O diagnostico final deve sempre basear-se na biopsia a qual
revela a mucosa anormal do intestino delgado proximal, com as vilosidades
atrofiadas ou ausentes, aumento no comprimento das criptas e no numero de
linfocitos intra-epiteliais (RAUEN; BACK; MOREIRA, 2005). A Figura 1 mostra a
mucosa do intestino delgado com vilosidades normais (a) e atrofiadas (b).
(ACELBRA-RS).

Figura 1: Mucosa do intestino delgado com vilosidade normal (a) e com vilosida atrofiada (b).
(ACELBRA-RS).

O Uunico tratamento possivel e eficaz para DC, em todas as formas clinicas, é o
dietético, devendo-se excluir o gluten da alimentacédo durante toda a vida, o que leva
a remissdo dos sintomas e restauracdo da morfologia normal da mucosa intestinal
(RAUEN; BACK; MOREIRA, 2005). Por ser uma enfermidade que pode provocar
graves alteracbes gastrointestinais, dentre outras, é importante o conhecimento a
cerca dos alimentos que contém ou ndo contém gluten em sua formulagéo, trazendo
assim, menores intercorréncias negativas aos portadores da DC (SDEPANIAN; DE
MORAIS; FAGUNDES-NETO, 2001). As fracdes prolaminicas do gluten encontradas
em diferentes cereais, gliadina no trigo, hordeina na cevada, secalina no centeio, e

avenina na aveia devem, portanto, ser evitadas.

Afim de que os portadores da DC pudessem identificar os alimentos que nao
devem consumir, foi promulgada em 1992, a Lei Federal nimero 8.543, que

determinou a impressao da adverténcia contém glaten nos rétulos e embalagens de



alimentos industrializados que apresentam em sua composi¢cao derivados do trigo,
centeio, cevada e aveia (BRASIL, 1992).

2 — Gluten

O glaten é um complexo proteina-lipidio-carboidrato com a seguinte composic¢ao:
proteina (75%); carboidratos (15%); lipidios (6%) e minerais (8%). Suas proteinas
estdo presentes em diversos cereais como trigo, cevada, aveia e centeio. As
proteinas dos cereais podem ser classificadas, de acordo com a solubilidade em:
albuminas, sollveis em &gua deionizada; globulinas, sollveis em solugbes salinas
diluidas; prolaminas, soltveis em soluc¢des alcoodlicas a 70-80%; glutelinas solUveis
em solucBes acidas ou alcalinas diluidas (SGARBIERI, 1996).

As duas fracbes protéicas que compde o gliten sdo as prolaminas e as
glutelinas. As prolaminas sao toxicas ao celiaco e encontram-se no trigo (gliadina),
cevada (hordeina), aveia (avenina) e centeio (secalina) (NOBRE; SILVA; CABRAL,
2007). Da grande variedade de aminoacidos que compd@e as proteinas do gluten, o
acido glutamico representa mais de quarenta por cento do total de aminoéacidos. O
segundo maior em proporcao é a prolina, que compde cerca de quatorze por cento
do total de aminoacidos presentes. A presenca de prolina imp&e restricbes sobre a
forma que um polipeptideo pode assumir. Outros aminoacidos que podem afetar a
forma da massa, obtida com a manipulacdo dos cereais, sdo a glicina, que contribui
para flexibilidade, e a leucina, que contribui com importantes interacdes hidrofébicas
(CHARLEY, 1998).

2.1- Importancia tecnoldgica do gluten na formacao da massa

A principal por¢céo de proteinas (85-90%), que constitui a parte essencial para a
formacdo da massa, consiste nas proteinas de reserva armazenadas em corpos
protéicos no endosperma dos graos de trigo, por exemplo. Tais proteina de reserva
compde o complexo gluten, o qual pode ser separado em duas fracdes, gliadina e
glutenina. As moléculas da fracdo de gliadina sdo solluveis em solucdo aquosa de

etanol sendo, entéo, classificadas como prolaminas (CHARLEY, 1998).



As proteinas do gluten desempenham um papel fundamental na determinacdo
da qualidade da farinha, conferindo capacidade de absor¢cdo de agua, coesividade,
viscosidade, e elasticidade na massa. Fra¢ces de gliadina e gluteninas, do trigo, séo
importantes contribuintes para as propriedades reologicas da massa, porém suas
funcdes sao divergentes (WIESER, 2007).

Gliadinas hidratadas tém pouca elasticidade e sdo menos coesivas do que as
gluteninas; elas contribuem principalmente para a viscosidade e extensibilidade da
massa. Em contrapartida, gluteninas hidratadas sao coesas e elasticas e séo
responsaveis pela forca da massa e pela elasticidade. Uma mistura adequada de
ambas as fracOes é essencial para transmitir a propriedade viscoelastica da massa e
da qualidade do produto resultante (WIESER, 2007).

Dentre as farinhas dos diferentes cereais, apenas a do trigo tem a habilidade de
formar uma massa viscoelastica que retém o gas produzido durante a fermentacédo e
nos primeiros estagios de cozimento da massa, dando origem a um produto leve
(TEDRUS et al.,, 2001). A formacdo da massa viscoelastica se d4 quando as
particulas de farinha sdo molhadas e manipuladas, sendo as proteinas formadoras
do glaten as principais responsaveis por tal caracteristica no trigo (CHARLEY, 1998).

Evidéncias tém mostrado que o glaten do trigo € um polimero amorfo em estado
vitreo a temperatura ambiente quando o nivel de umidade é tao baixo quanto o que
prevalece na farinha. A alta quantidade de liquido utilizada no preparo da massa
promove a transicdo do estado vitreo para um estado semelhante ao da borracha a
temperatura ambiente. No estado semelhante a borracha, o glaten pode ser
manipulado para formar a massa (CHARLEY, 1998).

2.2 — O Gluten na Industria

Apesar do seu baixo valor nutricional comparado ao das proteinas de origem
animal, a vantagem na utilizacdo do gluten consiste nas caracteristicas fisicas e
funcionais que possui € no seu baixo custo. Por consequéncia, as aplicacdes do
glaten na indastria alimentar sdo cada vez mais diversas devido as caracteristicas
Unicas destas proteinas, como a estabilidade ao calor, efeitos de textura (aumento

da extensibilidade dos produtos, retencéo de agua) e sabor. Pode-se encontrar, por



exemplo, gluten em alimentos vegetarianos como substituto protéico da carne; em
queijos sintéticos, oferecendo-lhes caracteristicas texturais e de paladar
semelhantes aos queijos naturais (DAY et al., 2006).

A multiplicacdo do seu uso na industria alimentar nas mais variadas vertentes
levou ao desenvolvimento de novos ingredientes a base de glaten ou dele derivados
como glaten de trigo texturizado, isolados de proteina de trigo, gliadina de trigo,
glutenina de trigo, proteina de trigo hidrolisada, glutaminas e o gluten desaminado
(ESTELLER; PITOMBO; LANNES, 2005) sdo usados para produtos lacteos, como
substitutos das claras de ovo, em massas, biscoitos, bebidas, barras energéticas e

em alimentos vegetarianos.

O nuamero de alimentos com gluten em sua composi¢cao tende a aumentar o que
constitui um risco para os celiacos que precisam ser cada vez mais cautelosos na
escolha de seus produtos alimenticios. Assim, quando em duvida, ou na auséncia de

informacé&o no rétulo do produto, o portador de DC néo deve adquiri-lo.

Em contrapartida, os produtos da categoria “livre de gluten” sdo também um
mercado em expansao (incluindo péaes, bolos, bolachas e farinhas sem glaten), o
que pode ser a solugdo para muitos celiacos que véem as suas opc¢les alimentares
reduzidas. No entanto, os celiacos evitam produtos a base de trigo, cevada ou
centeio, devido aos vestigios de gluten. A propésito, o contetdo de muitos produtos
“livres de gluten” provenientes destes cereais chegam a apresentar teores de glaten
de 7 a 370 ppm, quantidade suficiente para causar reagbes aos individuos
portadores de DC (CHARTRAND et al.,, 1997; VOGELSANG; GRANDITSCH,;
DEUTSCH, 1998; CICLITIRA; ELLIS; FAGG, 1988).

3 —Técnicas convencionais para deteccdo de gluten em alimentos

A deteccdo das proteinas do gliten em alimentos foi inicialmente realizada
através de métodos dispendiosos e morosos para as analises de rotina, tais como,
meétodos colorimétricos (método do Biureto e de Lowry), cromatografia liquida de alta
resolucao (HPLC), eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS PAGE), cromatografia
de filtracdo em gel entre outros (HARASZI., et al., 2011). No entanto, métodos

imunoldgicos sensiveis e especificos para as proteinas do glaten foram



desenvolvidos, como o método imunoldgico de Skerrit & Hill (1990), o qual se baseia

em um ensaio imunoenzimatico “Enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA).

Este método foi desenvolvido por Skerritt & Hill (SKERRITT & HILL, 1990) e se
baseia na deteccdo da fracdo termoestavel das gliadinas (w-gliadinas) por
anticorpos monoclonais ndo sendo, portanto, a extractabilidade e imunorreatividade
influenciadas pelo fato do alimento ser processado termicamente. A desvantagem do
método é que o mesmo detecta apenas uma pequena percentagem da totalidade de
gliadinas, variando a proporgéo da fragdo w (6 a 20% das gliadinas totais) conforme
o tipo de cereal. Com isso existe um risco de subestimar ou superestimar o teor total
de gliadinas, dependendo da composicdo do produto em relacdo ao padrdo de
controle. Outra desvantagem relacionada as outras prolaminas é o fato deste ensaio

superestimar as secalinas e subestimar as hordeinas (SKERRITT & HILL, 1990).

3.1 - Técnicas moleculares para deteccédo de gluten em alimentos

Atualmente, técnicas baseadas na reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR)
tém sido aplicadas por serem mais sensiveis e rapidas quando comparadas a outros
métodos. Sequéncias especificas de oligonucleotideos iniciadores relacionadas a
um determinado alvo séo utilizadas nesta técnica, fazendo com que haja uma maior
especificidade e portanto um resultado mais confiavel. Esta técnica € aplicada

qualitativamente e quantitativamente em tempo real, como descrito a seguir.

3.1.1 - PCR qualitativa

A tecnologia da reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) é baseada nos
principios da replicagdo do DNA fita dupla, o mecanismo responsavel pela
transmissdo da informacédo genética nas células (DE BARROS; OLIVEIRA; MARIN,
2008).

Trechos de DNA gendmico podem ser amplificados in vitro sob condi¢cbes
especificas nas quais sao adicionados ao meio reacional oligonucleotideos curtos
(primers) ou iniciadores (apresentando sequéncia de bases complementar ao DNA
molde), DNA polimerase termoestavel, tampdo da DNA polimerase,

desoxinucleotideos (dNTP) e cloreto de magnésio (co-fator para a DNA polimerase).
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Ciclos dessa reacao produzem fragmentos de DNA de sequéncias especificas,
mesmo a partir de tracos de DNA molde (em 3 horas, obtém-se, aproximadamente,
10° cépias). A Figura 2 representa esquematicamente o principio da técnica de PCR
(MEYER, 1999).

} Regido abwo 4

Desnaturacac
Anelamento dos inicadores
Extensao pela DA polimerase

oA amplificado resultante
o 17 ciclo

Amphificagido exponaencial
especifica da regido akwo

il

Figura 2: Representacdo esquemaética do principio da técnica de PCR. (MEYER, 1999).

A reacdo é conduzida com ciclos de amplificacdo, com desnaturacdo do DNA a
95°C, por tempo especifico, anelamento dos iniciadores e extensdo, ambos em

temperatura e tempo especificos.

3.1.2 - PCR em tempo real

A técnica de g-PCR permite o monitoramento da reacdo de amplificacdo em
tempo real (ciclo a ciclo) em sistema fechado sem interferéncias externas no
progresso da reacdo. Um sinal fluorescente é detectado em propor¢gdo ao aumento
da quantidade do produto de amplificacdo. Essa fluorescéncia € emitida por
compostos fluoroforos que podem estar ligados a sondas (Tagman) ou intercalados
na dupla fita do DNA amplificado (SYBR Green).

As sondas séo sequéncias de DNA que se ligam a regido central da sequéncia
alvo, aumentando a seletividade do método. E marcada na extremidade 5' com um
corante reporter fluorescente de alta energia e um corante quencher fluorescente de
baixa energia na extremidade 3'. Enquanto a sonda permanece intacta, a

proximidade do quencher reduz intensamente a fluorescéncia emitida pelo reporter
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pela transferéncia de energia tipo FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer).
Na presenca do alvo, durante a fase de anelamento da reagéo de PCR, a sonda se
anela em uma das fitas do DNA alvo no sentido downstream a um dos sitios do
iniciador. Durante a fase de extensdo, a atividade de exonuclease 5' — 3' da enzima
TagDNA polimerase degrada a sonda ocorrendo liberacdo do corante reporter e
emissao do sinal fluorescente (BRANQUINHO, 2010). O esquema pode ser visto na
Figura 3 (REAL-TIME POLYMERASE CHAIN REACTION, 2010).

Figura 3: Representacdo da acdo da TagDNA polimerase na sonda TagMan durante a
fase de extenséo da q-PCR (REAL-TIME POLYMERASE CHAIN REACTION, 2010).

Outro sistema de deteccédo utilizado consiste no uso do corante intercalante, o
chamado SYBR Green |. Este se liga inespecificamente a dupla fita de DNA, ndo se
ligando a fita simples. A medida que a g-PCR vai ocorrendo, o aumento da
guantidade do DNA sintetizado resulta em um aumento do sinal fluorescente. A
maior limitagdo deste sistema € a inespecificidade, j& que toda fita dupla de DNA
formada, incluindo os produtos ndo especificos e os artefatos de dimeros de
iniciadores, € quantificada. Para superar essa limitacdo, deve ser feita uma analise

posterior através da curva de dissociacdo térmica dos produtos resultantes da
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amplificagdo (WEIGHARDT, 2004). Na Figura 4 esta representada a acdo do
corante intercalante SYBR Green na dupla fita de DNA formada apds gq-PCR.

Figura 4: Representacdo da acédo do corante SYBR Green na dupla fita de DNA formada
apods g-PCR (HOW SYBR WORKS, 2008).

Apesar das vantagens da técnica de PCR em tempo real, esta ainda apresenta

custo elevado e requer treinamento especializado (WISEMAN, 2002).

No computador que esta acoplado ao termociclador no qual ocorre a PCR, cada
reacdo de amplificacdo € mostrada com uma linha, o esquema pode ser visto na
Figura 5 (TERRY; HARRIS; PARKES, 2002).

Namera inicial de copias do DNA

Fuorescingia (sinal detectado na reacdo)

Figura 5: Amplificacdo em PCR quantitativo em tempo real. (TERRY; HARRIS; PARKES, 2002).
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A fluorescéncia emitida em resposta a sintese do produto de amplificacdo é
detectada em tempo real. Com o progresso da reagdo, pode se observar um
aumento do sinal emitido (fase exponencial). Quando esse aumento da
fluorescéncia passa a ser estatisticamente significante, atinge-se o nivel threshold

(linha horizontal), o ciclo da PCR correspondente é chamado ciclo threshold (Ct).

Diante deste cenéario, alguns trabalhos foram relatados com a aplicagdo de PCR
para a deteccdo das sequéncias de DNA das prolaminas presentes nos cereais.
Desde 2001, muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos no que tange a aplicacdo
de PCR para a deteccéo de glaten. Os resultados demonstram uma correlagcéo entre
o método imuno-enzimatico (ELISA) e a PCR, com um diferencial relativo ao menor
tempo de analise (DAHINDEN, von BUREN, LUTHY, 2001; OLEXOVA et al., 2006;
PIKNOVA, BREZNA, KUCHTA, 2008; GELINAS et al., 2008). Adicionalmente, os kits
comerciais baseados em ELISA, ndo detectam gluten de aveia (ZELTNER, GLOMB,
MAEDE, 2009).

A PCR em tempo real (g-PCR), usando o sistema SYBR Green e 0 sistema
TagMan (sondas FRET), tem apresentado resultados promissores em relacdo ao
tempo de analise e a sensibilidade, ou seja, menor limite de deteccdo (SANDBERG
et al., 2003; TERZI et al., 2004). O desafio para o desenvolvimento de um método
baseado em PCR para a deteccéo de gluten é o desenho de par de primers/sondas
que se hibridize a uma regido homéloga das prolaminas de todas as fontes de
glaten.
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IV — MATERIAIS E METODOS

1 — Utilizacao de ferramentas de bioinformatica na construcdo de primers para

deteccéo de sequéncias especificas de DNA

A especificidade de um oligonucleotideo iniciador (primer) é fundamental para o
sucesso da Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase (PCR). Sendo assim, a
bioinformética é imprescindivel para a manipulacdo de dados biolégicos. Ela pode
ser definida como uma modalidade que abrange todos os aspectos de aquisicao,
processamento, armazenamento, distribuicdo, analise e interpretacdo da informacao
biologica. Através da combinacdo de procedimentos e técnicas de matematica,
estatistica e ciéncia da computacdo sao elaboradas varias ferramentas que nos
auxiliam a compreender o significado biologico representado nos dados genémicos.
Além disso, através da criacdo de banco de dados com as informacbes ja
processadas, acelera a investigacdo em &areas como medicina, biotecnologia,

agronomia e etc. (QU et al., 2008).

No presente trabalho utlizaram-se as ferramentas de bioinformética para
construcdo das sequéncias de primers de interesse através do NCBI (National
Center for Biotechnology Information); Clustal W; Gene Fisher e por fim o programa
Bioinfx, que simula a Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase in silico. Tais
ferramentas s@o essenciais para se atingir o sucesso no desenho de iniciadores

especificos para uso na PCR convencional e PCR em tempo real.

2 — Alimentos analisados

Alimentos rotulados como “contém gluten”; “ndo contém gluten” e alimentos
“‘naturalmente livres de glaten” foram adquiridos aleatoriamente em
estabelecimentos comerciais do municipio do Rio de Janeiro. Os produtos foram
respectivamente: amido de milho, creme de arroz, farinha de trigo, mistura para bolo,
farinha de mandioca e arroz integral. Todo o conteido da embalagem dos produtos
foi homogeinizado individualmente por agitacdo mecéanica, dos quais foram obtidos

aliquotas de 100mg para proceder a extracdo de DNA. Amostras de aveia, centeio,
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cevada e trigo, também foram utilizadas para testar os oligonucleotideos iniciadores

(primers) utilizados neste trabalho.

3 — Extracéo do DNA gendmico

A etapa de extracdo de DNA é fundamental na execucdo das andlises
subsequentes, sendo necessaria maxima eficiéncia para confiabilidade dos
resultados. A eficiéncia da extracdo de DNA e sua pureza sao fatores determinantes
do sucesso da analise por PCR. Em geral, o DNA isolado a partir de alimentos
processados € altamente degradado, e precisa ser isolado de lipideos, proteinas,
polissacarideos e sais, pois estes poderiam exercer efeito inibitério sobre a enzima
DNA polimerase (Meyer, 1999; Terry et al., 2002).

As amostras selecionadas foram submetidas a extracdo de DNA gendmico com
a utilizacdo do método hibrido CTAB/DNeasy, que faz uso do detergente i6nico
brometo de cetil-trimetil-aménio (CTAB) como tampédo de extracdo e, se baseia na
lise celular através de tampado de lise seguida de precipitacdo das proteinas e
polissacarideos que sdo, posteriormente, removidos por uma coluna com resina de
silica ligante de DNA do kit DNeasy (Qiagen). As etapas que constituem tal método
encontram-se em anexo. O DNA isolado foi quantificado por espectrofotometria UV,

pela leitura de absorbancia a 260nm.

4 — PCR qualitativa para avaliacao dos iniciadores referentes a este trabalho.

Os oligonucleotideos desenhados neste trabalho foram sintetizados pela
Invitrogen Life Technologies. O nome de cada oligonucleotideo, suas sequéncias, 0s
alvos especificos e o tamanho dos fragmentos esperados, encontram-se em anexo.
A PCR qualitativa (convencional), foi conduzida em termociclador GeneAmp ® PCR
System 9700 Applied Biosystem, com adicdo de 50ng de DNA molde (isolado das
amostras avaliadas), ao MIX contendo: tampédo PCR 1X (200 mM Tris-HCI pH 8.4;
500mM KCI), 3,5mM MgCl,, 0.4mM desoxinucleotideos (dNTP’s), 500nM
oligonucleotideos iniciadores, 0.3 U/uL Taq DNA polymerase recombinant

(Invitrogen Life Technologies). O volume total da reagao foi de 20uL, sendo 15 uL de
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Mix e 5uL de DNA e as condi¢gBes de ciclagem térmica foram: desnaturacgéo inicial a
95°C por 10min, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 50s; hibridizagao
com temperatura variando entre 51,5°C e 71°C (dependente da sequéncia de
oligonucleotideos iniciadores) por 50s; polimerizacdo a 72°C por 50s; extenséao final

a 72°C por 5min e resfriamento a 4°C.

5 — Deteccao dos produtos da amplificacéo

Os extratos de DNA obtidos a partir das amostras de interesse, além dos
produtos obtidos a partir da técnica de PCR convencional, foram fracionados em
eletroforese, a fim de separar e identificar os fragmentos de DNA resultantes.

Para o preparo do gel de agarose 2% (p/v) foram utilizados 50 mL de tampéo
TBE 1X (0,1 mM Tris-acetato; pH 8,4; 0,09 mM &cido bérico e 0,001 mM EDTA),
preparado a partir da solucdo estoque 10x. A solucdo de agarose em TBE foi
aguecida em microondas até completa dissolucdo do polimero. Apés atingir a
temperatura de aproximadamente 60°C, adicionou-se 2,5 pL de solugédo de brometo
de etidio a 10 pg/mL, e o gel foi aplicado na cuba de eletroforese. Apés certo tempo,
tendo havido a polimerizacdo do gel, o tampédo de eletroforese foi despejado na
cuba, quando entdo a amostra de DNA foi aplicada juntamente com o tampéao
corante blue juice e separadamente também aplicou-se o padrdo de bases. A
eletroforese foi realizada em aparelho Power NPAC 300 (BioRad) nas seguintes
condicbes: 150 V, 150 mA, por 250 minutos.

ApoOs a corrida, o gel foi visualisado e fotodocumentado em transiluminador sob
luz UV, modelo ECX-20M, acoplado a sistema de documentacdo digital (Vilber

Lourmat).

6 — Selecao dos iniciadores: Condi¢cdes para PCR em tempo real por SYBR
GREEN

Para os oligonucleotideos que apresentaram resultados positivos para os alvos
(aveia, centeio, cevada e trigo) na PCR convencional foram conduzidas anélises

destes com os respectivos alvos através de PCR em tempo real para deteccao de
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gluten. Todas as analises foram desenvolvidas no Laboratorio de Diagndstico
Molecular da Embrapa Agroindustria de Alimentos.

A PCR em tempo real foi realizada em termociclador ABI Prism® 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystem), com adicdo do kit SYBR Green® PCR
Master MIX (1X) (Applied Biosystem), 40ng de DNA e 0,15uM de cada
oligonucleotideo iniciador. O volume total da reagdo foi de 20uL, sendo 16 pL
correspondente ao Mix e 4uL de DNA. Os parametros de ciclagem térmica utilizados
foram: ativacdo da enzima a 95°C por 10min, seguida de 40 ciclos de desnaturacao
a 95°C por 15s, hibridizacdo com temperatura variando entre 54° e 70°C por 1min e
extensdo a 72°C por 1min. Adicionalmente, foi conduzida uma etapa com trés
estagios para a construcdo da curva de dissociacdo, desnaturacdo a 95°C por 15s,
amplificacdo em ciclos a 60°C por 20s seguida de elevacdo da temperatura de 95°C
por 15s, 0 que permitiu a discriminacdo entre o sinal de fluorescéncia emitido pelos
fragmentos amplificados e possiveis interferentes, tais como amplificados nao

especificos e dimeros de primers.

7 — Condigbes para PCR em tempo real usando o sistema TagMan

Para os oligonucleotideos e sondas ja validados por (CAO; XU; ZHENG, 2010),
foram realizados testes usando as amostras de DNA isolados e ja analisados pelo
sistema SYBR Green. A reacado foi conduzida em termociclador ABI Prism® 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystem), com adicdo de 10ng de DNA,
0,3uM de cada oligonucleotideo iniciador, 0,2uM sonda e Tag Man® Universal PCR
Master Mix 1X (Applied Biosystem). A fim de amplificar as sequéncias de interesse,
foram utilizados oligonucleotideos e sondas especificas para detectar a regido de
interesse em cada alvo, marcados com os fluoréforos FAM (repérter) e TAMRA
(quencher). As amostras de DNA isoladas das fontes de gluten (aveia, centeio,
cevada e trigo) foram usadas nas reacdes para construcdo de curvas padrdo. O
volume total da reacéo foi de 20uL, sendo 19uL correspondente ao Mix e 1L de
DNA e as condic¢des de ciclagem térmica foram: ativacdo da Polimerase a 95°C por
10min, seguida de 40 ciclos de desnaturacédo a 95°C por 50s e hibridizagcdo com
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temperatura variando entre 51,5°C e 71°C (dependendo da sequéncia dos

primers/sondas) por 50s e extenséo a 72°C por 1min.

A eficiéncia da reacdo de amplificacdo e o limite de deteccdo para cada par de
primers foi estimada por meio de uma série de diluicbes das amostras de DNA
isolado de aveia, centeio, cevada e trigo, resultando em diferentes concentracfes
(0.005; 0.05; 0.5; 5 e 50 ng/uL). Os valores de Ct (ciclo de “treshold”) obtidos foram
correlacionados, tracados, em funcdo do logaritmo das diluicbes, e o coeficiente
angular foi utilizado para calcular a eficiéncia (E) de cada sistema (composto pelo
DNA alvo, os primers e a sonda), de acordo com a equacéo a seguir:

E (%) — ([10-1/coeficiente angular] -l) x100 Equag&o 1

Estimou-se também o Limite de detec¢do através da seguinte equacéo:

LOD (ng/pL) =3 X O (da menor concentrac&o detectada) Equacéo 2

Todas as reacfes foram realizadas em duplicata e utilizou-se agua Milli-Q como

controle negativo a fim de avaliar possivel contaminagdo com DNA gen6mico.
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V — RESULTADOS E DISCUSSAO

1 - Extracéo e purificacdo do DNA genémico — método hibrido CTAB/DNeasy

O DNA isolado das amostras (aveia, centeio, cevada, trigo, amido de milho,
creme de arroz, farinha de trigo, mistura para bolo, farinha de mandioca, arroz
integral) foi analisado por eletroforese em gel de agarose e as bandas foram

visualizadas em transiluminador e fotodocumentadas (Figuras 4 e 5).

1.1 - Extracédo e quantificacdo do DNA gendmico — amostras fontes de gluten

A Figura 6 representa a fotodocumentacao do gel obtido da extracdo de amostras

fontes de glaten em duplicata.

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 1,5% para andlise do rendimento da extragcdo do DNA
(trigo (1 e 2); centeio (3 e 4); aveia (5 e 6); farinha de trigo (7 e 8); cevada (9 e 10)).

As bandas dos pocos 5 e 6 (aveia) e 9 e 10 (cevada) mostraram-se menos
intensas que as demais; tal fato pode estar relacionado ao uso de diferentes
matrizes havendo portanto diferenca na eficiéncia da extracdo. ApOs esta analise
inicial em gel de agarose das amostras de DNA, as mesmas foram diluidas para
posterior quantificacdo por espectrofotometria com leitura a 260nm. Dessa forma,
cevada, centeio, farinha de trigo e trigo foram diluidas 10X (26uL de amostra mais
234 uL de agua Milli-Q) e aveia foi diluida 4X (65 pL de amostra mais 195 pL de
agua Milli-Q). Determinou-se, entao, a concentracao do DNA
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espectrofotometricamente a partir dos dados de absorbancia a 260nm e um fator de
conversao (f) determinado previamente (concentragdo de DNA (ng/uL)= absorbancia

x diluicdo x ), onde f= 0,009. Os resultados estdo representados na tabela 1.

Tabela 1: Quantificacdo ap0s extracdo de DNA das amostras fontes de gluten.

Amostras Absorbancia (260nm) [DNA] (ng/pL)
Aveia 0,276 122,67
Centeio 1 0,254 282,22
Centeio 2 0,207 230,00
Cevada 1 0,087 96,67
Cevada 2 0,075 83,33
Farinha de trigo 1 0,225 250,00
Farinha de trigo 2 0,204 226,67
Trigo 1 0,339 376,67
Trigo 2 0,286 317,78

*Os nimeros nas amostras correspondem a duplicata de cada extragéo.

Apbs a determinacdo da concentracao foi possivel calcular a diluicdo necesséria
para que a quantidade inicial de DNA para conducéo de PCR qualitativa fosse de 50

ng.

1.2 — Extragéo e quantificagdo do DNA genGmico —amostras comerciais

A Figura 7 representa a fotodocumentacdo do gel obtido da extracdo de

amostras comerciais conduzida em duplicata.
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose 2% para analise do rendimento da extracdo do DNA

(amido de milho (1 e 1°); creme de arroz (2 e 2’); farinha de trigo (3 e 3’); mistura para bolo (4 e

4’); farinha de mandioca (5 e 5’); arroz integral (6 e 6°) e P: padrédo de bases — Low DNA Mass
Ladder).

As bandas dos pogos 1 e 1’ (amido de milho) e 5 e & (farinha de mandioca)
mostraram-se menos intensas que as demais, fato este que pode estar relacionado
ao rendimento da extracdo, bem como ao nivel de processamento do alimento. A
analise do gel permitiu, com a comparacéo da intensidade das bandas do padréao de
bases, estimar para as bandas correspondentes a 2,4 e 6 a concentracdo de
16ng/uL. Para as bandas que apresentaram intensidade muito abaixo do padrdo foi
estimado que suas concentragdes estao abaixo de 16ng/uL. A banda 3 (farinha de
trigo) que se mostrou mais intensa, foi diluida 5X para posterior quantificacdo por

espectrofotometria.

Determinou-se, entéo, a concentracdo do DNA espectrofotometricamente a partir
dos dados de absorbancia a 260nm e um fator de conversdo (f) determinado
previamente (concentragdo de DNA (ng/uL)= absorbancia x diluicdo x '), onde f=

0,009. Os resultados estéo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Quantificacdo apo6s extracdo de DNA da amostra comercial.

Amostra Absorbancia (260nm) Concentragao (ng/pL)

Farinha de trigo 0,341 189,44

Apos a determinacéo da concentracéo, foi possivel calcular a diluicdo necessaria

para que a quantidade inicial de DNA fosse de 50ng na conducéo da PCR.

2 — PCR qualitativa

A reacdo foi efetuada com as amostras fontes de glaten com intuito de testar os
oligonucleotideos iniciadores referentes desenhados e sintetizados durante o
desenvolvimento deste trabalho. Cada par de primers foi testado com seu respectivo
alvo. O produto da reacéo foi analisado em gel de agarose 2% e as bandas obtidas

foram fotodocumentadas.

A Figura 8 apresenta a fotodocumentacéo do gel obtido a partir do DNA produto
de PCR qualitativa para diferentes oligonucleotideos iniciadores com o mesmo alvo

Avenina (amostra de aveia). A reacdo ocorreu em duplicata.

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 2% para validagao dos oligonucleotideos iniciadores

referentes ao alvo Avenina. (Primers dareacédo (A2, A3 e A4) com Aveia e padréo de bases (P)).
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Apo6s analise do resultado, selecionou-se os primers A2 como os melhores para
deteccdo de avenina em amostras de alimentos, pois, este apresentou amplificacédo

(amplicon) com produtos de tamanho esperado (104pb).

Os testes para outros pares de primers para 0S seus respectivos alvos foram

conduzidos.

A Figura 9 apresenta a fotodocumentacéo do gel obtido a partir do DNA produto
de PCR qualitativo para diferentes oligonucleotideos iniciadores com o mesmo alvo

Gliadina (amostra de trigo). A reacao se deu em duplicata.

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 2% para validagdo dos oligonucleotideos iniciadores
referentes ao alvo Gliadina. (farinha de trigo (1F, e 2F,) com primer G2; trigo (1T, e 2T,) com
primer G2; farinha de trigo (1Fz e 2F3) com primer G3; trigo (1T3 e 2T3) com primer G3; farinha
de trigo (1F4 e 2F,) com primer G4; trigo (1T4 e 2T,) com primer G4 e padrédo de bases(P)).

Apos andlise do resultado, selecionou-se o primer G2 como o melhor para
deteccdo de Gliadina em amostras de alimentos. Pois este apresentou amplificagao
(amplicon) com produtos de tamanho (181pb) esperado, comparado com a corrida

do padrao de bases.

Posteriormente, testaram-se os primers referentes ao alvo Hordeina.
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A Figura 10 apresenta a fotodocumentacéo do gel obtido a partir do DNA produto
de PCR gqualitativo para diferentes oligonucleotideos iniciadores com o mesmo alvo

Hordeina (amostra de cevada). A reacdo ocorreu em duplicata.

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 2% para valida¢cao dos oligonucleotideos iniciadores
referentes ao alvo Hordeina. (cevada (1H;, e 2H,) com primer H2; cevada (1H;3 e 2Hz) com primer
H3; cevada (1H, e 2H,) com primer H4 e padrao de bases(P)).

Apés andlise do resultado, selecionou-se o primer H4 como o melhor para
deteccdo de Hordeina em amostras de alimentos, pois, este apresentou
amplificagdo (amplicon) com produtos de tamanho esperado (167pb), comparado

com a corrida do padrao de bases.

Finalmente, fez-se o teste para validacdo com os primers para Secalina (amostra

de centeio).

A Figura 11 apresenta a fotodocumentacao do gel obtido a partir do DNA produto
de PCR qualitativo para diferentes oligonucleotideos iniciadores com o0 mesmo alvo
Secalina (amostra de centeio). A reacao ocorreu em duplicata.
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 2% para validagdo dos oligonucleotideos iniciadores
referentes ao alvo Secalina. (centeio (1C, e 2C,) com primer S2; centeio (1Cz e 2C3) com primer
S3; centeio (1C4 e 2C4) com primer S4 e padréo de bases(P)).

Apés andlise do resultado, selecionou-se o primer S4 como o melhor para
deteccdo de Secalina em amostras de alimentos, pois, este apresentou amplificacao
(amplicon) com produtos de tamanho esperado (168 pb), comparado com a corrida

do padrao de bases.

3 - PCR em tempo real pelo sistema SYBR Green

Apos teste dos oligonucleotideos referentes a este trabalho por PCR qualitativo,
selecionou-se os que obtiveram melhor resultado (A2, G2, H4 e S4), no caso 0s que
tiveram o amplicon mais proximo do esperado, para serem avaliados por PCR em
tempo real pelo sistema SYBR Green. No entanto, ndo houve amplificagédo
especifica e apos algumas tentativas com intuito de otimizar a reacdo, como por
exemplo, utilizar diferentes concentracbes de DNA e de oligonucleotideos
iniciadores, e ainda utilizar diferentes Tm’s, ficou evidente que seria necessario o

desenho de outros oligonucleotideos para a utilizacdo do sistema SYBR Green.

Este fato pode ser observado através de alguns resultados obtidos apds

aplicacao de PCR em tempo real (g-PCR) usando o sistema SYBR Green.
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A Figura 12 apresenta a Curva de Dissociagdo obtida a partir da reacdo do

iniciador S4 com diferentes fontes de gluten.
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Figura 12: Curva de Dissociacdo das amostras fontes de gliten (aveia, centeio, cevada, trigo)
ap6s PCR em tempo real pelo sistema SYBR Green com o iniciador do alvo Secalina.

Como visto na Figura 10, o resultado da reacdo com o oligonucleotideo testado
so foi consideravel nas reagdes de PCR qualitativo.

A Figura 13 representa a Curva de Dissociacdo obtida a partir da reacdo do
iniciador H4 com diferentes fontes de gluten.
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Figura 13: Curva de Dissociacdo das amostras fontes de gluten (aveia, centeio, cevada, trigo)
ap6s PCR em tempo real pelo sistema SYBR Green com o iniciador do alvo Hordeina.

Este mesmo teste de especificidade do primer selecionado foi repetido para os

demais, porém em nenhum foi encontrado resultado satisfatorio.

De acordo com os resultados que foram apresentados, deu-se prosseguimento
ao estudo, primers e sondas descritas por pesquisadores chineses (CAO; XU;
ZHENG, 2010) foram testadas.

4 — PCR em tempo real usando o sistema TagMan

Dando continuidade aos testes de validacdo, testou-se os oligonucleotideos
iniciadores e suas respectivas sondas ja validadas de acordo com CAO; XU; ZHENG
(2010) com o DNA de amostras de alimentos fontes de gluten (aveia, centeio,

cevada e trigo).
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Na Figura 14 estdo apresentadas as curvas de amplificacdo apos PCR em
tempo real (g-PCR) com os primers (AlF, A1R; G1F, G1R; H1F, H1R e S1F, S1R) e

suas respectivas sondas (A1P, G1P, H1P e S1P), com seus respectivos alvos.
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Figura 14: Curva de Amplificacdo apés q-PCR com os primers e sondas para as amostras
fontes de glaten (aveia, centeio, cevada, trigo) em duplicata.

De acordo com estes resultados, verificou-se que amplificagdes ocorreram com
todos os primers e sondas testados com seus respectivos alvos (primer para
Avenina amplificando com aveia; primer para Secalina amplificando com centeio;

primer para Hordeina amplificando com cevada e primer para Gliadina amplificando
com trigo).

4.1 — Teste de especificidade dos primers

Cada par de primer com suas respectivas sondas foram testados com todas as

amostras fontes de gluten, para verificar a especificidade da amplificagdo na reacéo.
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Preparou-se para cada par de primer uma mistura com sua sonda
correspondente e o DNA das amostras fonte de gluten foram aplicados em cada
uma das misturas. As reacfes ocorreram em duplicata e como controle negativo
utlizou-se agua Milli-Q. A Figura 15 a seguir representa a curva de amplificacao
obtida ap6s a reacdo de cada oligonucleotideo iniciador e sondas com todas as

amostras fontes de gluten.
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Figura 15: Curva de Amplificac&o ap6s q-PCR com primers e sondas para as amostras fontes
de glaten (aveia, centeio, cevada, trigo) para o teste de especificidade.

Todos os genes alvos amplificaram com seus primers/sondas. Apos conducéo
das reacdes para o teste de seletividade, verificou-se que as amostras contendo
DNA de centeio apresentaram amplificagdo com todos os primers/sondas testados.
Embora o Ct das curvas de amplificacdo do DNA de centeio com 0s outros
primers/sondas tenha sido muito superior ao apresentado pelo seu par especifico,
esse resultado demonstra que os pares de primes/sonda para deteccao de outras

fontes de glaten foram desenhados numa regido muito homéloga ao gene da
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secalina (centeio). Outras corridas foram conduzidas com alteracdes nas
concentracbes de primers/sonda e temperatura de anelamento (Tm), mas as
amplificagbes do DNA de centeio com primers para outras fontes sempre
apareceram. Outra explicacdo para tais amplificacbes ndo seletivas € o fato da
amostra de centeio ter sido adquirida no mercado, na forma de farinha de centeio. O
que pode representar uma amostra com tracos de gluten de outras fontes.

4.2 — Curva Padrao, Limite de Deteccéo e Eficiéncia da Reacao

A eficiéncia da g-PCR para os primers e sondas testados é um parametro crucial
na confiabilidade dos resultados e, portanto, foi utilizada como critério para se avaliar
o desempenho do método utilizado. A partir de diluicbes seriadas de 0,005; 0,05;
0,5; 5 e 50 ng/uL das amostras de DNA das fontes de gluten, foram conduzidas g-
PCR com seus respectivos primers e sondas, para construcdo de curvas padréo,

que estao representadas nas Figuras 16 a 19.
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Figura 16: Curva Analitica obtida com o log das concentracdes da amostra de aveia e o Ct
médio em cada concentracao, utilizando os iniciadores AlF, A1R e sonda A1P.
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Curva Padrao - Centeio
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Figura 17: Curva Analitica obtida com o log das concentra¢cdes da amostra de centeio e o Ct
médio em cada concentracéo, utilizando os iniciadores S1F, S1R e sonda S1P.
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Figura 18: Curva Analitica obtida com o log das concentracdes da amostra de cevada e o Ct
médio em cada concentracao, utilizando os iniciadores H1F, H1R e sonda H1P.
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Curva Padrao - Trigo
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Figura 19: Curva Analitica obtida com o log das concentra¢cdes da amostra de trigo e o Ct
médio em cada concentracéo, utilizando os iniciadores G1F, G1R e sonda G1P.

A partir de todos os graficos acima, foi possivel calcular o limite de deteccéo e a
Eficiéncia da reacdo utilizando o coeficiente angular e o desvio padrdo (o). A
inclinacdo da reta (coeficiente angular) indica a eficiéncia da amplificacdo para
ambos os alvos. Nas quatro curvas os valores variaram entre -3,27 a -3,43
correspondendo de 98% a 102% de eficiéncia. O Limite de Deteccéo se refere a
menor quantidade de alvo que pode ser detectado com confiabilidade. Vale ressaltar
também o papel do coeficiente de correlacéo linear (R?), que demonstra o grau de
correlagcdo entre as concentracdes e o Ct médio resultante da amplificacdo dos
alvos. Os valores obtidos nas curvas variaram de 0,976 a 0,998. A Tabela 3
apresenta os valores de LOD e Eficiéncia da reacdo para cada experimento

realizado.
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Tabela 3: Limite de Deteccao e Eficiéncia da Reacado calculados a partir dos

resultados obtidos na curva padrao da q-PCR.

DNA alvo LOD (ng/uL) Eficiéncia (%)
Avenina (aveia) 2,08 98,44
Secalina (centeio) 0,68 95,68
Hordeina (cevada) 0,59 102,30
Gliadina (trigo) 0,68 101,65

*LOD: Limite de Detecg¢éo

A partir dos dados da Tabela 3, pode-se dizer que os oligonucleotideos
iniciadores juntamente com suas sondas que apresentam uma maior sensibilidade
na deteccdo dos genes alvo (Secalina, Hordeina e Gliadina), sdo respectivamente,
S1F e S1R com S1P; H1F e H1R com H1P, G1F e G1R com G1P. Com o uso
destes fica possivel detectar concentracées do gene alvo de no minimo 0,59 ng/uL
(hordeina) e 0,68 ng/uL (secalina e gliadina). No entanto, o par de primers e sonda
para o gene alvo Avenina foi o de menor sensibilidade na detec¢ado, sendo possivel
detectar até 2,08 ng/uL do gene de interesse. Sendo assim, se houver
concentracdes de gene alvo abaixo do Limite de Deteccdo ndo sera possivel afirmar
que tal gene esta ausente na amostra de DNA analisada.

E importante ressaltar que nos relatos da literatura a eficiéncia das reacgdes varia
de 94 a 106% (PIKNOVA, BREZNA, KUCHTA, 2008; TERZI et al., 2004).

4.3 — Analise de alimentos processados quanto a presenca de gluten.

Apos estabelecido o LOD e Eficiéncia da Reacéo, foram realizadas analises de
g-PCR com alimentos designados “livre de gluten” (amido de milho e creme de
arroz), “contém gluten” (farinha de trigo e mistura para bolo) e os naturalmente livre
de glaten (farinha de mandioca e arroz integral). Cada amostra de alimento foi
analisada através de gq-PCR com todos os pares de oligonucleotideos iniciadores e

sondas para a deteccao das diferentes fontes de glaten (Figuras 20, 21 e 22). Cada
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Figura é seguida de uma Tabela que apresenta os dados da curva de amplificacéo

(Ct).
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Figura 20: Curva de Amplificacdo ap6és q-PCR para as amostras designadas “livre de glaten”
(amido de milho e creme de arroz) utilizando os iniciadores e sondas validados por CAO; XU;
ZHENG (2010).
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Tabela 4: Reprodutibilidade das medidas dos Cts na amplificagdo apos q-PCR

para amostras “livre de gluten”.

Amostras DNA alvo Ct1 Ct2 Ct médio
Avenina Ind Ind Ind
Amido de Gliadina Ind Ind Ind
milho
Hordeina 36,79 38,35 37,57
Secalina Ind Ind Ind
Avenina Ind Ind Ind
Creme de Gliadina Ind Ind Ind
arroz
Hordeina 38,53 37,60 38,07
Secalina Ind Ind Ind

* Ind (indeterminado): ndo ocorreu amplificacéo.

A amostra de amido de milho ndo apresentou amplificacdo até o Ct 40 para os
alvos avenina, gliadina e secalina, confirmando a auséncia de genes especificos ao
glaten. Porém, para hordeina ocorreu amplificacdo em Ct alto o que pode ser
contaminagdo cruzada causada no campo por rotacdo de cultivos diferentes ou
durante o processamento onde o alimento pode ter entrado em contato com o
equipamento que estaria improprio para utlizacdo, ndo sendo devidamente
higienizado antes de ser utilizado. O mesmo ocorre para a amostra de creme de
arroz em hordeina, que amplificou e apresentou um Ct alto, que indica

contaminagao.
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Figura 21: Curva de Amplificacdo apés q-PCR para as amostras designadas “contém gliten”
(farinha de trigo e mistura para bolo) utilizando os iniciadores e sondas validados por CAO;
XU; ZHENG (2010).

Tabela 5: Reprodutibilidade das medidas dos Cts na amplificacdo ap6s q-PCR

para amostras “contém gluten”.

Amostras DNA alvo Ct1 Ct2 Ct meédio
Avenina Ind Ind Ind

farin_ha de Gliadina 26,67 27,71 27,21
i Hordeina 32,09 32,83 32,46
Secalina 28,74 29,47 29,11
Avenina 36,36 36,92 36,64
mistura para Gliadina 27,19 26,67 26,93
bolo Hordeina 34,31 34,84 34,58
Secalina 28,13 27,64 27,89

*Ind (indeterminado): ndo ocorreu amplificacao.
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Ocorreu amplificacdo para todas as amostras, exceto para farinha de trigo em
avenina. O que provavelmente indica que ndo ha avenina na amostra de farinha de
trigo, mas as demais proteinas caracteristicas do complexo glaten estdo presentes.
Para a amostra de mistura para bolo em avenina ocorreu amplificacdo em Ct alto, o
gue pode ser uma contaminagao e ndo necessariamente significa que avenina faca
parte da composicédo desta amostra. Por fim, todas as amplificacdes que ocorreram

para os alvos avenina, gliadina, hordeina e secalina, confrmam a presenca de
genes especificos ao glaten.
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Figura 22: Curva de amplificagdo ap0s q-PCR para amostras designadas naturalmente livres

de glaten.
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Tabela 6: Reprodutibilidade das medidas dos Cts na amplificagdo apos q-PCR

para amostras naturalmente livres de gluten.

Amostras DNA alvo Ct1 Ct2 Ct médio
Avenina Ind Ind Ind
Arroz integral Gliadina Ind Ind Ind
Hordeina Ind Ind Ind
Secalina Ind Ind Ind
Avenina Ind Ind Ind
Farinha de Gliadina 39,09 38,35 38,72
mandioca Hordeina 38,32 37,64 37,98
Secalina Ind Ind Ind

*Ind (indeterminado): ndo ocorreu amplificacéo.

Com excecdo de farinha de mandioca em gliadina e hordeina, as demais
amostras em seus respectivos alvos ndao apresentaram amplificacdo confirmando a
auséncia de genes especificos ao glaten. As amplificacdes para farinha de mandioca
nos alvos hordeina e gliadina apresentaram altos valores de Ct, o que é

caracteristico de contaminacao.

4.4 — Avaliacdo do efeito de matriz de alimentos processados “livres de gluten”
para a presenca de DNA de glaten

A fim de otimizar os resultados evitando efeitos de um possivel “falso negativo”
para as amostras processadas que nao apresentaram amplificacdo em seus
respectivos alvos, foram realizadas analises de g-PCR para estas amostras com
fortificacdo e sem fortificacéo, para verificar provaveis efeitos de matriz. A fortificacéo
foi conduzida com adigcdo do DNA de amostras fontes de gliten na amostra de DNA
a ser analisada. A Figura 23 representa um exemplo de resultado de g-PCR para as
amostras processadas com e sem fortificacdo, onde CP representa o controle

positivo. Neste caso a amostra utilizada foi a de creme de arroz fortificada com



39

centeio na presenca dos primers para o gene alvo secalina. Os demais resultados

para as amostras processadas fortificadas estédo representados na Tabela 7.

Delta Rn vs Cycle
1004000 ;- — — — — = S ——
Amostra com
fortificacao !
1.0e+000 j——F——+—+—1—1+—1 i T o ()| P
1.0e-001 |--{ Amostra sem - = . 5 ¢ A4 =
C ofe o~ |
o fortificacao A 4
©
@ | DN
1.0e-002 |- A e — — 1Y S -
2] [ { .' ,/‘\‘ | I
) | [ 17 : ) f
1.0e-003}——— .',“ Y——t—1T—T1T"T1 1 1 1 1
§
1.0e-004
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Figura 23: Curva de amplificagdo modelo ap6s g-PCR para amostra de creme de arroz sem
fortificacdo e com fortificagdo (centeio) utilizando os iniciadores S1F, S1R e sonda S1P.
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Tabela 7: Reprodutibilidade das medidas dos Cts na amplificagdo apos q-PCR
para amostras fortificadas.

Amostras DNA alvo Ct1 Ct2 Ct médio
Avenina 30,15 30,29 30,22
Arroz integral Gliadina 27,60 27,59 27,60
Hordeina 27,55 27,65 27,60
Secalina 26,74 26,91 26,83
Farinha de Avenina 30,09 30,17 30,13
mandioca Secalina 27,14 27,48 27,31
Farinha de Avenina 30,24 30,44 30,34

trigo

Amido de Avenina 30,81 30,73 30,77
milho Gliadina 27,74 27,97 27,86
Secalina 26,31 26,17 26,24
Creme de Avenina 30,27 30,58 30,43
arroz Gliadina 27,60 27,53 27,57
Secalina 27,3 27,31 27,31

N&o ocorreu amplificacdo para as amostras nao fortificadas, o que confirma os

resultados experimentais obtidos anteriormente para tais amostras processadas.

As condic¢des utilizadas na reacédo onde foi realizada a “fortificagdo” (adi¢do de
DNA das amostras consideradas fontes de glaten (aveia, centeio, cevada e trigo) ao
meio reacional “convencional”) foram as seguintes: 19uL de Mix, 1uL de DNA da
amostra processada mais 2L do DNA da fonte. No caso da fortificacdo com DNA de
aveia o mix foi alterado, devido ao maior LOD para esta fonte. Sendo assim, os
volumes usados foram: 16uL de Mix, 1uL de DNA da amostra processada e 5uL de
DNA de aveia.
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VI - Conclusao

Verificou-se que, mesmo estando estabelecido em legislacdo, nem sempre as
informacBes contidas nos roétulos apresentam-se corretas, de forma que os
individuos que sado portadores de patologias que necessitem de restricdo alimentar,
como € o caso dos portadores de DC, ficam inseguros quanto ao consumo de certos
alimentos, demonstrando a importancia da analise dos seus produtos por parte das
industrias.

Pelo presente estudo, observou-se que foi possivel extrair o DNA gendmico com
éxito de amostras de alimentos pelo método hibrido CTAB/DNeasy para posterior
andlise. Foi possivel também testar os oligonucleotideos iniciadores descritos pelos
pesquisadores chineses, testando-se a eficiéncia e determinando o limite de
deteccdo de cada um deles nas reacbes de g-PCR em amostras de alimentos que
contém e que nao contém glaten. Ja para os oligonucleotideos iniciadores referentes
a este trabalho, ndo foi possivel amplificar os fragmentos correspondentes aos
genes de Avenina, Gliadina, Hordeina e Secalina, pela anadlise de PCR em tempo
real usando o sistema SYBR Green, mesmo apo0s tentativas de otimizacdo da
reacdo, sendo necessario o desenho de novos primers.

Diante do exposto, pode-se considerar a q-PCR como analise de rotina para a
deteccdo de glaten, com a vantagem de ser um método mais rapido e com menos
possibilidade de apresentar “falsos” negativos. Assim sendo, a detecgao de gluten
por g-PCR pode aumentar a confiabilidade de produtos destinados a portadores de

doenca celiaca.
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APENDICE A

Tabela oligonucleotideos

Gene Oligonucleotideo Sequéncia Fragmento Referéncia
esperado
(pb)
A2F 5’-cgctcagtggctictaaga-3’
104
A2R 5'-ttttattttatttgtcaccgctac-3’
Avenina A3F 5'-aatagacctgcaccatgg-3’ Este
166 trabalho
A3R 5’-gtcaaactgcgcagtg-3’
A4F 5’-agttcctcgtgcaacag-3’
161
A4R 5’-ctggacgacgctatgg-3’
G2F 5’-cagaaagcgagtggaaagatgaaag-3’
181
G2R 5’-gcaaggaggacaaagatgaggaa-3’
G3F 5’-gcttgcagcagattttgg-3’
Gliadina 165 Este
G3R 5’-gatgtgtgtcggcatgg-3’ trabalho
G4F 5’-cagcaaccatatccatcg-3’
165
G4R 5’-ttggggttgtggaaaagg-3’
H2F 5’-attaattcccaaactgaacgacta-3’
164 Este
i H2R 5’-catggcgaacaatgtgaac-3’ trabalho
Hordeina
H3F 5’-gcaatccgtgcaatcg-3’ 168

H3R 5’-ctctgcggtacctgttg-3’
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H4F 5’-ggacaactgtaccaaacg-3’ 167
H4R 5’-acatggcaactgctctg-3’
S2F 5'-tttttcagaaagcgagttcaatgatg-3’
181
S2R 5’-cgaggacaaagatgaggaaggtct-3’
. S3F 5’-tccaccaccttgaattcg-3’
Secalina 168 Este
S3R 5’-gttgggagcgctaactag-3’ trabalho
S4F 5’-tcttggtcgagtctcaag-3’
168
S4R 5’-gagtcgaagcctattcag-3’




49

APENDICE B

Tabela oligonucleotideos - patente

Gene Oligonucleotideo Sequéncia Fragmento  Referéncia
esperado
(pb)
Avenina AlF 5'cggcgatgtgcgatgtatacg-3' 84 Cao; Xu;
Zheng
(2010)
Al1R 5'agcccttgtagtgttcttagaagc-3'
Gliadina G1F 5'-cccaaagtacgacgcaacgac-3' 108 Cao; Xu;
Zheng
(2010)
G1R 5'-ggattcggttatgccttcgtg-3'
Hordeina H1F 5'-aacagctaaacccatgcaaggta-3' 150 Cao; Xu;
Zheng
(2010)
H1R 5'-gttcggggatttggggtagttg-3'
Secalina S1F 5'-aaaagaacaatcatatccgcagca-3' 230 Cao; Xu;
Zheng
(2010)

S1R 5'-gaattggctgttggggctgg-3'
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Tabela sondas - patente
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Gene

Sonda

Sequéncia

Referéncia

Avenina

Gliadina

Hordeina

Secalina

AlP

G1P

H1P

S1P

5'-FAM-cccaccgcagtgccctgtcge-Eclipse-3'

5'-FAM-catgccgacacacatcaaggttgac-Eclipse-3'

5'- (FAM)-tcctccagcagcagtgcagccct-Eclipse-3'

5'-FAM-tcacaccaaccatttcccacaccgc-Eclipse-3'

Cao; Xu;
Zheng
(2010)

Cao; Xu;
Zheng
(2010)

Cao; Xu;
Zheng
(2010)

Cao; Xu;
Zheng
(2010)
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APENDICE D

Protocolo de extracdo de DNA pelo método hibrido CTAB/DNeasy

1 — Pesar 0,1g das amostras de interesse e adicionar 150 uL de agua Milli-Q, 350 uL
de tampao CTAB e 5 uL de RNase A/Qiagen.

2 — Agitar em Vortex.
3 — Incubar a 65°C por 15 minutos, agitando em vortex a cada 5 minutos.

4 — Adicionar 20 uL de proteinase K e incubar a 65°C por 20 minutos. Agitando em
vortex a cada 5 minutos.

5 — Proceder de acordo com o protocolo do método DNeasy Plant Mini Kit.

6 — Adicionar 200 uL do tampao AP2 a amostra, agitar em vortex e incubar por 5
minutos no gelo.

7 — Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm.

8 — Pipetar o lisato/elutato na coluna lilas (acoplada ao tubo coletor) e centrifugar por
2 minutos a 14000 rpm.

9 — Transferir o eluato para um tubo novo e adicionar 1,5 volumes da solucédo AP3.
10 — Homogeinizar pipetando.

11 — Pipetar 650 pL da mistura na coluna branca (acoplada ao tubo coletor).

12 — Centrifugar por 1 minuto a 8000 rpm e descartar o eluato.

13 — Repetir as trés etapas anteriores com o que restar de eluato da etapa 9.

14 — Acoplar a coluna branca em um novo tubo coletor (presente no kit).

15 — Adicionar 500 uL do tampao AW e centrifugar por 1 minuto a 8000 rpm.

16 — Descartar o eluato e reutilizar o tubo na préxima etapa.

17 — Adicionar mais 500 yL do tamp&o AW a coluna e centrifugar por 2 minutos a
14000 rpm.

18 — Descartar novamente o eluato.
19 — Transferir a coluna branca para um tubo novo (1,5 ou 2,0 pL).

20 — Pipetar 50 uL do tampao AE (tampé&o de elui¢do) na mesma.
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21 — Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugar por 1 minuto a
8000 rpm.

22 — Repetir as etapas 20 a 21.



