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RESUMO

Fernandes, Thais Alves. DETECCAO E DIFERENCIACAO DE CARNES DE ESPECIES
DE ACOUGUE POR PCR EM TEMPO REAL MULTIPLEX E ANALISE DE “HIGH
RESOLUTION MELTING”. 2019. 46 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Ciéncia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

As fraudes intencionais ou incidentais em carnes e produtos carneos pela substituicdo de
espécies de animais de agougue, ocorrem de forma recorrente, constituindo-se como uma
preocupacdo premente de entidades governamentais voltadas para a garantia da qualidade de
alimentos e direitos do consumidor. Esta pratica pode causar prejuizos econdmicos além de
elevado impacto negativo para a industria produtora de alimentos e para os consumidores, seja
por questdes, morais, éeticas, religiosas ou relacionadas a saude publica. O desenvolvimento de
novas tecnologias permitiu aos estabelecimentos industriais a criacdo de produtos mais
elaborados, diversificados e com caracteristicas cada vez mais complexas. Diversos métodos
analiticos vém sendo desenvolvidos, com a intencdo de detectar fraudes pela substituicdo de
tipos de carne de uma espécie animal por outra de menor valor auxiliando no reconhecimento
da autenticidade dos produtos carneos. O presente trabalho teve como objetivo padronizar uma
Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) Multiplex e “High Resolution
Melting” (HRM) para detectar e diferenciar tipos de carnes de animais de agcougue e derivados.
A reacdo singleplex da espécie Gallus gallus apresentou limite de deteccdo dez cdpias do
genoma, com um coeficiente de determinacéo (R?) de 0,991 e uma eficiéncia de 105%. A reacdo
da espécie Sus scrofa apresentou um limite de deteccdo de 1 copia, com R2 0,999 e eficiéncia
de 105%. As reacOes das espécies Equus caballus e Bos indicus apresentaram limite de detec¢do
de uma copia do genoma, R2 de 0,999 e 0,996 e eficiéncia de 98% e 94,8%, respectivamente.
Os resultados obtidos demonstraram que as reacGes singleplex, foram especificas, sensiveis e
aplicaveis na identificacdo de espécies animais em produtos carneos. A reacdo multiplex pode
ser utilizada para deteccdo e identificacdo de diferentes espécies de animais de agcougue em uma
Unica reacdo.

Palavras-chaves: multiplex, fraude, carnes, autenticacdo, molecular.



ABSTRACT

Fernandes, Thais Alves. DETECTION AND DIFFERENTIATION OF MEAT OF
SLAUGHTER’S SPECIES BY REAL TIME PCR MULTIPLEX AND HIGH
RESOLUTION MELTING. 2019. 46 p. Dissertation (Master Science in Food Science and
Techonology, Food Science). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

The intentional or incidental frauds in meat and meat products by the substitution of species of
animals of butcher, occur in a recurring form, constituting as a pressing concern of
governmental entities focused on the guarantee of the quality of food and consumer rights. This
practice can cause economic losses as well as high negative impacts for the food producing
industry and for consumers, whether for moral, ethical, religious or public health issues. The
development of new technologies allowed industrial establishments to create more elaborate,
diversified products with increasingly complex characteristics. Several analytical methods has
been developed with the intention of detecting fraud by replacing types of meat from one animal
species with another of smaller value, helping to recognize the authenticity of meat products.
The aim of the present work was to standardize a Real Time Polymerase Chain Reaction
(gPCR) Multiplex and High Resolution Melting (HRM) technique to detect and differentiate
meat types from butchers and derivatives. The singleplex reaction of the specie Gallus gallus
showed limit of detection of ten copies, with a coefficient of determination (R?) of 0.991 and
an efficiency of 105%. The reaction of the species Sus scrofa presented detection limit of 1
copie, with R? 0.999 and an efficiency of 105%.
Reactions of the species Equus caballus and Bos indicus showed limit of detection of 1 copy,
R2 of 0,999 and 0,996 and efficiency of 98 and 94,8%, respectively. The results showed that
the singleplex reactions were specific, sensitive and applicable in the identification of animal
species in meat and meat products. The multiplex reaction can be used to detect to identify
different species of butcher animals in a single reaction.

Keywords: multiplex, fraud, meat, authentication, molecular.
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1- INTRODUCAO

O consumo mundial de carnes vem apresentando um aumento significativo per capta,
passando de 23,1 kg nos anos 60 para 42,2 kg em 2011 (SANS; COMBRIS, 2015). Estimulada
pela ampliacdo da demanda, a cadeia produtiva de carnes passa por uma “Revolucdo
Agropecuaria”, onde o Brasil se destaca como um dos maiores produtores do mundo, com
producdo superior a 24 milhdes de toneladas em 2016 (BRASIL, 2017a). O pais ainda exerce
importante papel no mercado internacional, destacando-se entre os principais exportadores
mundiais e com potencial para atender a crescente demanda global por proteinas de origem
animal (BRASIL, 2017a; OECD; FAO, 2015).

A carne é um alimento consumido a milhdes de anos, ocupa um lugar de destaque na
dieta diaria de diversas comunidades humanas e esté diretamente associado ao desenvolvimento
de uma sociedade. Sendo considerada uma fonte de proteinas de elevado valor biologico,
vitaminas e minerais, destaca-se como um importante componente de uma alimentacédo
saudavel e equilibrada. No entanto, as carnes sdo oriundas de diferentes espécies de animais e
apresentam diferencas, por vezes sutis, dificultando a percepcdo dos consumidores quanto as
possiveis adulteragdes. A intrincada cadeia produtiva de alimentos, a diversidade e a
complexidade de processos tecnoldgicos utilizados na elaboracdo de novos produtos carneos,
podem dificultar o controle e o rastreamento de préaticas fraudulentas, incluindo a substitui¢éo
da carne de uma espécie animal por outra de menor valor. A adulteragdo destes produtos ndo
acarreta apenas prejuizos econémicos, mas também se relaciona com aversées morais, estilo de
vida, tabus religiosos, além de infringir os direitos dos consumidores e constituir um grave risco
a saude publica.

A identificacdo da carne das diferentes espécies animais e os constituintes dos produtos
carneos, constitui um desafio, visto que boa parte das técnicas convencionais utilizadas para o
reconhecimento da autenticidade destes produtos baseiam-se na avaliacdo de proteinas. Como
a industria passou a desenvolver produtos que sdo submetidos a diferentes processamentos
tecnoldgicos de fabricacdo como frio, salga e calor, estas acabam passando por alteracdes
estruturais, limitando o desempenho e a acuracia. Além disso, métodos tradicionais como 0s
cromatograficos, eletroforéticos e imunoloégicos podem ser laboriosos, de dificil
reprodutibilidade, além de demandar maior tempo para obtencdo de resultados. Com o
desenvolvimento da biotecnologia, técnicas como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
passaram a demonstrar potencial para suprir a demanda de métodos rapidos, com alta

sensibilidade, especificidade e de facil reprodutibilidade. As técnicas modernas como a PCR
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em tempo real quantitativa (QPCR) e a analise de “High Resolution Melting” (HRM) vém
proporcionando maior celeridade na obtencéo de resultados das analises laboratoriais para a
identificacdo de carnes, alem de apresentarem ndo so a capacidade de deteccdo, mas também a
de quantificacdo em produtos elaborados a partir deste tipo de matéria-prima. A utilizacdo de
anélises moleculares apresenta a vantagem da diferenciacdo entre as espécies ser feita
unicamente pela anélise do DNA, que por sua estabilidade viabiliza a anélise em produtos
processados.

A garantia das condic6es de igualdade entre os produtores, assegurando a transparéncia
na produgdo, processamento e comercializacdo, fixando a identidade e as caracteristicas
minimas de qualidade de produtos carneos sdo preocupacgdes do mercado brasileiro e para se
manter como um dos principais produtores e exportadores mundiais de carnes. Apesar de nao
possuir metodologias consideradas padrdo-ouro de autenticacdo, estabelecidas em legislacéo
nacional, 0 Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA) prevé a utilizagdo de métodos moleculares em programas de controle oficial com o
objetivo de avaliar a inocuidade, a identidade, a qualidade e a integridade dos produtos e de

seus processos produtivos (BRASIL,2017).

2- OBJETIVOS
2.1- Objetivo Geral

Padronizar uma Reacgdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) Multiplex e
“High Resolution Melting” (HRM) para detectar e diferenciar tipos de carnes de animais de

acougue e derivados.

2.2- Objetivos Especificos
v" Padronizar um protocolo da gPCR multiplex associada a analise de “High Resolution
Melting” (HRM) em uma Unica reagdo para detectar e diferenciar a presenca de carnes

de boi, cavalo, porco e frango.



3- REVISAO DE LITERATURA

3.1-
Nos ultimos anos a mudanca na dieta das populag¢fes, com o consumo de carnes vem

A producéo e o consumo de carnes no Brasil e no Mundo

apresentando um aumento significativo. De acordo com Sans e Combris (2015), o consumo
mundial de carnes passou de 23,1 kg/pessoa/ano em 1961 para 42,20 kg em 2011. Dados
estatisticos da Organizacdo para Cooperacgdo e Desenvolvimento Econémico / Organizagdo das
Nacdes Unidas para Alimentacédo e Agricultura (OECD/FAQ) demonstraram que a tendéncia é
de que esta demanda permaneca subindo a uma taxa de 1,4% ao ano, resultando em um
consumo adicional de 51 milhGes de toneladas em 2024 (OECD; FAO, 2015).

O incremento do consumo de proteinas, vem ocorrendo principalmente nos paises em
desenvolvimento, visto que alguns fatores como o crescimento populacional, o continuo
processo de urbanizacdo e o aumento da renda per capita permitiram a diversificacdo na dieta
(HANSEN, 2018; ROBINSON; POZZI, 2011). O consumo nacional é um dos mais elevados,
enquanto a média mundial foi de 67,9 kg per capita em 2016, a média brasileira foi de 91,5 kg
(ABIEC, 2017; ABPA, 2017; OECD; FAO, 2016).

Segundo Delgado et al. (1999) o aumento na demanda por proteinas de origem animal
vem proporcionando uma “Revolugdo Pecudria” nas tltimas décadas. O crescimento produtivo
vem sendo impulsionado, em grande parte, pelas economias em desenvolvimento, que
apresentaram um aumento de 50 milhdes de toneladas em 1980 para 180 milhdes de toneladas
em 2000, com Brasil e China exercendo um papel de destaque neste cenario. Excluindo-se a
producdo desses dois paises, esse crescimento passa de 50 para 27 milhdes de toneladas no
mesmo periodo (OECD; FAOQ, 2016; SPEEDY, 2003).

Como um dos maiores produtores e exportadores de carnes do mundo, o Brasil
apresentou, em 2016, uma producao total de 24,31 milhdes de toneladas e foi responsavel pela
exportacdo de um volume total superior a 5,5 milhdes de toneladas, sendo as cadeias de carne
bovina, suina e avicola as principais cadeias produtivas no setor de carnes nacional (BRASIL,
2017a; OECD; FAO, 2015), conforme pode-se observar no Quadro 1.

Quadro 1: Participacao brasileira no mercado mundial de carnes em 2016.

CARNES | PRODUCAO | PARTICIPACAO | EXPORTACAO | PARTICIPACAO | CONSUMO
(MIL TON) MUNDIAL (%) (MIL TON) MUNDIAL (%) | (KG/HAB)
BOVINO 9100 13,8 1832 20,04 36
FRANGO 12900 14,54 4384 39,21 411
SUINO 3731 3,39 732 8,91 14,4

Fonte: ABPA, 2017; ABIEC, 2017.




Em relag&o a carne bovina, o rebanho brasileiro € o maior do mundo, com mais de 219
milhdes de cabecas, o pais figura como um dos principais produtores mundiais com 9,1 milhdes
de toneladas produzidas e 20,04% do total de carne bovina exportada em 2016 (ABIEC, 2017).

Ja na cadeia avicola, principal setor responsavel pelo aumento do consumo mundial,
com 2/3 da carne adicional consumida, o Brasil é o segundo maior produtor com 12,9 milhGes
de toneladas, e maior exportador mundial com 4,4 milhdes de toneladas, ou seja, 39% do total
exportado, em 2016 (ABPA, 2017; OECD; FAOQ, 2016). Enquanto a producéo suina é menos
expressiva, com 3,7 milhdes de toneladas produzidas e 732 mil toneladas exportadas em 2016
(ABPA, 2017). Deve-se ressaltar que esta proteina € a que possui menor quantidade
comercializada internacionalmente, onde os maiores produtores mundiais sdo também os
maiores consumidores, este fato pode ser explicado devido protecionismo baseado em
seguranca alimentar e restricdes de natureza religiosa (GUIMARAES et al., 2017).

As projecOes para 0 mercado nacional sdo de que o setor de carnes ainda possua um
aumento rapido e intenso nos proximos anos, com taxas de crescimento produtivo de 2,8%,
2,5% e 2,1% ao ano até 2026 nas carnes de frango, suina e bovina, respectivamente (BRASIL,
2017b; OECD; FAO, 2017).

Levando-se em conta as trés principais proteinas de origem animal consumidas na
alimentacdo humana, o pais acabou exercendo um papel de destaque na economia mundial com
cerca de 6,36 % de toda carne exportada mundialmente.

Considerado como o segundo maior produtor mundial de alimentos, o Brasil apresenta
elevado potencial competitivo para continuar expandindo e atendendo a demanda global
adicional, visto que as atividades ligadas a pecuéria sao responsaveis por 40% das producfes
agricolas e contribuem com a seguranca alimentar de quase 1,3 bilhdo de pessoas (OECD; FAO,
2015). No entanto, para se manter como um dos principais produtores e exportadores mundiais
0 aumento produtivo deve vir acompanhado do ganho de qualidade, satisfazendo assim, as

crescentes exigéncias dos consumidores (ABDI, 2011).

3.2- Acarne na alimentacdo humana

De acordo com o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitéria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA) entende-se como carne “as massas musculares e os demais tecidos que as
acompanham, incluida ou ndo a base 0ssea correspondente, procedentes das diferentes espécies

animais, julgadas aptas para consumo pela inspegdo veterinaria oficial” (BRASIL, 2017c).



Exercendo um papel crucial na evolu¢do humana, como um importante componente de
uma dieta saudavel e equilibrada, a carne, assim como outros produtos de origem animal, esta
presente na alimentacdo humana a milhdes de anos (MANN, 2018; PEREIRA; VICENTE,
2013). Considerada um alimento de elevada importancia por ser uma fonte essencial de
proteinas de elevado valor biolégico e micronutrientes, como vitaminas do complexo B, ferro,
zinco, selénio, fosforo, uma variedade de antioxidantes enddgenos, gorduras poli-insaturadas
de cadeia longa n-3 (PUFA), sdo elementos considerados fundamentais para manutencéo de
uma vida saudavel segundo Bohrer (2017); Pearson; Gillett (2012); Williams (2007) e Wood et
al. (2003), aléem de possuir uma quantidade baixa de carboidratos (WILLIAMS, 2007).
Ressalta-se que os niveis de cada nutriente podem variar consideravelmente de acordo com a
espécie animal e o regime alimentar a que estdo sujeitos (MANN, 2018).

A carne além de ser consumida in natura pode servir ainda como matéria-prima para a
elaboracdo de uma vasta gama de produtos carneos processados de forma industrial, como
embutidos e defumados. Com a ocorréncia de uma transicdo nutricional a nivel mundial e a
procura cada vez maior por produtos convenientes e de rapido preparo, este alimento apresenta
potencial para atender tal tendéncia mercadoldgica, auxiliando na diversificacdo da dieta e
gerando alternativas para o consumo de proteinas, agregando valor aos produtos e a0 mesmo
tempo mantendo a qualidade nutricional, visto que o0 processamento ndo altera
significativamente seu valor nutritivo (BENEVIDES; NASSU, 2018; ZHANG et al., 2017,
PEARSON; GILLETT, 2012; GRUNERT, 2006;).

Ocupando um lugar de destaque na dieta de diversas comunidades, devido a fatores tais
como: disponibilidade, tradicdo, preferéncia, valor nutricional e sabor, o consumo da carne esta
também diretamente associado como indicativo de desenvolvimento de uma sociedade
(RIBEIRO; CORCAO, 2013; BENDER, 1992).

3.3- Fraudes em alimentos

A globalizacdo, os acordos de livre comércio e 0 aumento nas importacdes e exportacoes
permitiram um maior intercadmbio e acesso aos alimentos em todo o mundo (ESPINOZA et al.,
2015). Entretanto, juntamente com esse processo, ocorre um aumento nas incidéncias globais
de fraudes em alimentos, configurando-se como um sério problema emergente e
frequentemente causando interrupg¢des no comércio internacional relacionados com a seguranca
do alimento e a qualidade dos produtos (PREMANANDH, 2013). De acordo com estimativas

da “Grocery Manufacturers Association” (GMA) as fraudes podem custar de U$ 10 a 15 bilhoes
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por ano para a indudstria global de alimentos, afetando cerca de 10% de todos produtos
alimenticios comercializados mundialmente (JOHNSON, 2014).

No setor produtivo de carnes, as fraudes caracterizam-se como um problema cada vez
mais recorrente, nao s6 no Brasil como em todo o mundo (RAHMATI et al., 2016). As fraudes
mais comuns praticadas em produtos carneos sdo quanto a origem da matéria prima, sobre o
tratamento no processamento desses produtos, a adicdo de ingredientes ndo-carneos e a
substituicdo de carnes por espécie diferentes de menor valor comercial (BALLIN, 2010). As
fraudes por substituicdo vém suscitando cada vez mais a atencdo dos consumidores e
aumentando as pressdes sobre as entidades governamentais, devido a casos recentes como 0
“Escandalo da Carne de Cavalo” na Europa e a “Operacao Carne Fraca” no Brasil, (AMARAL
et al., 2015; STANCIU, 2014; RODRIGUEZ et al., 2004). No relatério da “Food Fraud
Network” (FFN) divulgado em 2016, a carne e os produtos carneos figuraram como o alimento
que mais apresenta casos de fraude (EUROPEAN COMMISSION, 2016), conforme

demonstrado na Figura 1.

Figura 1: Casos de fraudes de acordo com a categoria alimentar
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A GFSI (Global Food Safety Initiative) propos a defini¢cdo de fraude como “um termo
abrangente que inclui a substituicdo deliberada e intencional, adi¢éo, adulteracéo ou falsificacdo
de alimentos, ingredientes alimentares ou embalagens de alimentos, ou rotulagem, ou
declaracgdes falsas ou enganosas feitas sobre um produto, com fins lucrativos que possam afetar
a saude do consumidor” (GFSI, 2014). Entretanto, ndo existe uma defini¢do universal oficial
para fraude alimentar (TSIMIDOU et al., 2016).

Apesar de serem préticas relatadas na humanidade a milénios, em sociedades como
Roma, Mesopotamia e Grécia Antiga, as fraudes vém ganhando reconhecimento, por oferecem
uma ampliacdo do risco alimentar (TSIMIDOU et al., 2016; SPINK; MOYER, 2011). As
préticas fraudulentas infringem os direitos de escolha do consumidor, podem gerar prejuizos
econbmicos para a industria e para o pais produtor devido a perda de confianca dos
compradores, afetando a qualidade dos produtos, promovendo uma concorréncia insalubre no
mercado de carnes, podendo ainda desconsiderar questdes religiosas como o consumo de carne
suina por comunidades islamicas e principalmente constituir um grave risco a satde publica
(RAHMATI et al., 2016; ALI et al., 2015; CARVALHO et al., 2015; KUMAR et al., 2015;
TAHKAPAA et al., 2015; DOOSTI et al., 2014).

A qualidade dos produtos alimenticios, incluindo sua autenticidade, se tornou uma
preocupacéo constante para o consumidor moderno, tornando a fraude alimentar uma das novas
questdes desafiadoras das proximas décadas (HUCK et al., 2016; RODRIGUEZ et al., 2004).
A crescente complexidade de rastreabilidade da cadeia alimentar, os processos tecnolégicos
cada vez mais diversificados na elaboracdo de novos produtos, aliados as dificuldades de
identificar prontamente as espécies de carne em produtos processados e do consumidor em
detectar tais alteragdes, proporcionam maior potencial para a pratica de fraudes, em que a carne
de uma espécie animal é substituida por outra de menor valor (PERESTAM et al., 2017;
AUNG; CHANG, 2014; SENTANDREU; SENTANDREU, 2014).

O Brasil como grande produtor mundial de carnes, com potencial para atender o
aumento da demanda de consumo, deve também se preocupar com a qualidade e a integridade
de seus produtos. Devido aos recentes escandalos na cadeia produtiva de carnes nacional, o pais
passou a sofrer pressdes do mercado internacional, por produtos seguros e livres de fraude. No
ultimo Plano de Gestdo da Comissdo Europeia (DG SANTE 2018), determinou-se que 0S
produtos de origem animal oriundos do Brasil, “seriam monitorados de perto” (EUROPEAN
COMMISSION, 2018; CARVALHO et al., 2015;). Entretanto, métodos considerados padrao-



ouro de autenticacdo desses produtos ainda nao foram estabelecidas no Brasil (CARVALHO et
al., 2015).

3.4-  Legislacdo brasileira para fraudes em alimentos

As leis antifraudes vem sendo estabelecidas em diversos paises, como Estados Unidos,
China e Reino Unido (ESPINOZA et al., 2015). No Brasil, além de salvaguardar a satde
publica, a identificacdo e controle de fraudes e adulteracGes de produtos de origem animal esta
dentre algumas das competéncias dos 6rgdos de servicos responsaveis pela fiscalizagdo da
producdo e comercializacdo dos mesmos (BRUGNANO, 2010).

A alteracdo ou fraude de qualquer matéria-prima, ingrediente ou produto de origem
animal caracteriza atividade de risco ou situacdo de ameaca de natureza higiénico-sanitéria,
estando estas praticas sujeitas a sangfes tais como a apreensdo ou condenacdo das matérias-
primas e dos produtos de origem animal e a suspensdo das atividades das industrias
processadoras, entre outras (BRASIL, 2017). A carne in natura e 0s produtos carneos possuem
Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade (RTIQ) especificos que determinam qual a
composicdo dos produtos, ficando os fabricantes obrigados a indicar uma lista completa de
todos os ingredientes nos rétulos dos mesmos (BRASIL, 2005).

A prética de fraudes em alimentos também esta prevista no Codigo Penal Brasileiro, e
no final dos anos 90, a lei n° 9677/98 passou a classificar esta modalidade de delito como crime
hediondo contra a satde publica, sob pena de reclusdo, de quatro a oito anos e multa (BRASIL,
1998; BRASIL, 1940).

Além de constituir grave risco a saude publica, as fraudes infringem os direitos dos
consumidores previstos no Cédigo de Defesa do Consumidor (Lei n° 8.078, de 11 de setembro
de 1990), que dispde sobre a protecdo e defesa do consumidor, no qual consideram-se “os
produtos deteriorados, alterados, adulterados, avariados, falsificados, corrompidos, fraudados,
nocivos a vida ou a salde, perigosos ou, ainda, aqueles em desacordo com as normas
regulamentares de fabricagdo, distribui¢do ou apresentagdo” improprios para consumo ou uso.
Tratando como pratica abusiva o ato de colocar a disposi¢do do mercado consumidor, qualquer
produto em desacordo com as normas expedidas pelos 6rgéos oficiais e reforcando em seu
artigo 8° que os produtos e servigos colocados no mercado de consumo ndo podem acarretar

riscos a saude ou a seguranca dos compradores (BRASIL, 1990a).



As fraudes também configuram crimes contra a economia popular previstos na Lei n°
1.521/51 que determina como delitos dessa natureza: “expor & venda ou vender mercadoria ou
produto alimenticio, cujo fabrico haja desatendido as determinaces oficiais, quanto ao peso e
composicdo e ministrar géneros e mercadorias de espécies diferentes, expd-los a venda ou
vendé-los como puros; misturar géneros e mercadorias de qualidade desiguais para expd-los a
venda ou vendé-los por preco marcado para os de mais alto custo” (BRASIL, 1951). As préticas
fraudulentas em produtos alimenticios também infringem a Lei 8.137/90 que determina como
crime contra a economia ¢ as relagdes de consumo: “vender, ter em deposito para vender ou
expor a venda ou, de qualquer forma, entregar matéria-prima ou mercadoria, em condicGes
improprias ao consumo”, sob pena de reclusdo de dois a cinco anos (BRASIL, 1990b).

Sendo um pais de grande extensdo territorial e com uma producdo volumosa, a
fiscalizacdo de toda cadeia produtiva acaba se tornando um desafio para os 6rgaos oficiais. A
pratica de abates clandestinos e a comercializacdo desses produtos séo de dificil estimativa e
podem ser observadas em diferentes regides do Brasil, configurando-se como uma enorme

adversidade para manutencio da qualidade do produto nacional (ABRAHAO et al., 2005).

3.5-  Deteccédo de fraude (por substituicdo) em carnes e derivados

A qualidade de um produto pode ser classificada em extrinseca ou intrinseca. A primeira
trata da percepcdo do cliente quanto ao produto, enquanto a segunda é inerente ao produto de
fato e pode ser avaliada e mensurada através da comparacdo com padrdes e especificacdes. As
carnes de diferentes espécies podem apresentar diferencas sutis em sua aparéncia e textura,
tornando a identificacdo destas através da inspecdo visual extremamente dificil,
impossibilitando a percepcdo do consumidor quanto a possiveis perdas na qualidade do produto
(BALLIN et al., 2009). Além disso, a dificuldade de identificar prontamente as carnes das
espécies de animais utilizadas em produtos que tenham passado por processamento industrial é
extremamente elevada, tornando as fraudes uma pratica comum, prejudicando o cliente ao
substituir total ou parcialmente a carne da espécie indicada no rétulo do produto por outra de
menor valor (PERESTAM et al., 2017).

Na tentativa de se inibir tais praticas, foram desenvolvidas diversas técnicas ao longo
dos anos, baseando-se nas caracteristicas intrinsecas do produto. No entanto a identificacdo dos
constituintes carneos ainda se configura como um desafio, visto que nem sempre ha a

possibilidade de detecta-los por métodos convencionais (FELKL, 2014). De maneira geral, 0s
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métodos de analise utilizados para identificacdo de espécies de carne sdo baseados na analise
de proteinas ou de DNA (BALLIN, 2010).

3.5.1- Métodos de analise de proteinas

S0 métodos para deteccdo de proteinas ou suas proporgdes caracteristicas para cada
tipo de tecido muscular, diferenciando as espécies de acordo com os niveis encontrados nas
amostras (RAHMATI et al.,, 2016). Algumas das técnicas utilizadas sdo: eletroforese,
imunolégicas e cromatograficas (BOTTERO; DALMASSO, 2011; MONTOWSKA;
POSPIECH, 2007).

3.5.1.1 - Métodos eletroforéticos

Os métodos eletroforéticos baseiam-se na separacao de proteinas em um campo elétrico,
apos sua extracdo do tecido muscular, sendo a carga destas, dependente do pH do meio
(MEIRA, 2014; MONTOWSKA; POSPIECH, 2007). A separacdo das proteinas via
eletroforese pode ser baseada na massa muscular das subunidades protéicas como no PAGE e
no SDS-PAGE, ou de acordo com o ponto isoelétrico como na focalizacéo isoelétrica (IEF).
(MOLOTO et al., 2016; SINGH; NEELAM, 2011). O método de eletroforese bidimensional
(2-DE) permite separar milhares de proteinas em um Unico gel simultaneamente, na primeira
dimensao ocorre a separacdo de acordo com o ponto isoelétrico (IEF) e na segunda dimensao
ocorre a separagdo de acordo com o peso molecular (SDS-PAGE) (ALIKORD et al., 2018;
MOLOTO et al., 2016; MONTOWSKA; POSPIECH, 2007).

3.5.1.2- Métodos imunolégicos

Os métodos imunoldgicos utilizam a interacdo antigeno-anticorpo e sdo indicados para
a avaliacdo qualitativa e, em alguns casos semi quantitativas, de varios tipos de proteinas, sendo
0 ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA), uma das técnicas mais utilizadas para analise
da identificacdo de espécies em carnes (ALIKORD et al., 2018; WALKER et al., 2013;
BALLIN et al., 2009;). A especificidade e a simplicidade tornam os ensaios imunoldgicos
adequados para fins regulatérios (HSIEH et al., 1996). Entretanto esta técnica apresenta
algumas limitagdes como a necessidade de anticorpos especificos, podendo gerar problemas
relacionados a reagdes cruzadas, principalmente quando da diferenciagdo de espécies
intimamente relacionadas, resultando em falsos-positivos (SENTANDREU; SENTANDREU,
2014).
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3.5.1.3 - Técnicas cromatograficas

As técnicas cromatograficas tém a capacidade de separar moléculas com caracteristicas
quimicas semelhantes, segregando as substancias de uma mistura em componentes individuais
de acordo com as propriedades de cada constituinte ou proteina (FELKL, 2014). Algumas das
técnicas mais comuns utilizadas na analise de fraudes sdo a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), a cromatografia gasosa (GC), a eletroforese capilar (CEP) e a HPLC em
fase reversa (RP-HPLC). Tais métodos apresentam algumas vantagens por serem rapidos,
simples, de alta resolucéo e permitirem boa reprodutibilidade dos resultados (ALIKORD et al.,
2018).

Apesar de amplamente utilizadas, muitas dessas técnicas ndo sdo adequadas por
apresentarem dificuldade em discriminar espécies relacionadas, baixa especificidade e
sensibilidade em alimentos complexos, ou que tenham sido submetidos a processamento como
salga, refrigeracdo, e, principalmente ao calor que pode desnaturar as proteinas provocando
profundas modificagdes estruturais levando a modificacdes na atividade antigénica das
moléculas e na sua mobilidade apds eletroforese (ALIKORD et al.,, 2018; BOTTERO;
DALMASSO, 2011; LENSTRA et al. 2001).

3.5.2- Métodos da analise de DNA

Embora os métodos tradicionais para identificacdo de carne e seus derivados tenham
sido amplamente utilizados, passou-se a observar nos Gltimos anos, um desenvolvimento de
técnicas moleculares, que ja eram aplicadas com sucesso em outros campos como na medicina
forense, e que passaram rapidamente a complementar ou substituir os métodos tradicionalmente
utilizados (DANEZIS et al., 2016; BOTTERO; DALMASSO, 2011). Consideradas as técnicas
mais inovadoras para deteccdo de adulteracBes em produtos carneos, sdo metodologias que
utilizam a analise de sequéncias especificas de DNA de cada espécie (HERNANDEZ-
CHAVEZ et al., 2007).

Tais métodos apresentam a vantagem da diferenciacdo entre as espécies ser feita
unicamente através da analise do DNA (BALLIN, 2010). A estabilidade do acido nucléico
permite sua analise em produtos altamente processados. O DNA esta presente em praticamente
todas as células, permitindo a obtencdo de informacdes idénticas oriundas de amostras da
mesma fonte, independente do tecido ou origem, além do sequenciamento do codigo genético
permitir obter mais informagdes do que as proteinas (DANEZIS et al., 2016; LOCKLEY;
BARDSLEY, 2000).
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Os métodos baseados nas analises de DNA estdo relacionados a PCR e suas variages
(ABBAS et al., 2018). A PCR é uma técnica baseada na amplificagdo de sequéncias de DNA
através da reacdo em cadeia da polimerase, onde pequenas quantidades de sequéncias de acidos
nucléicos (DNA ou RNA) especificas sdo enzimaticamente amplificadas até que se obtenham
milhdes de copias idénticas da sequéncia alvo em quantidades suficientes para permitir sua
deteccdo (CONTRI, 2006; BARTLETT; STIRLING, 2003). Considerada uma técnica simples,
rapida e de facil reprodutibilidade (GANOPOULOS, 2013). A reacdo da PCR é um
procedimento ciclico baseado em trés fases: desnaturacao pelo calor, anelamento / hibridizacao
e extensdo (BARTLETT; STIRLING, 2003). A amplificacdo da sequéncia alvo ocorrera apos
mdaltiplos ciclos da PCR, onde inicialmente através da utilizagdo de um termociclador as
amostras sdo sujeitas a uma elevacao na temperatura, que promovera a desnaturagéo das duplas
fitas de DNA em fitas simples (KUSHIDA, 2005). Em seguida a temperatura € reduzida,
permitindo que os oligonucleotideos iniciadores (ou primers) hibridizem com as fitas simples
obtidas em seus respectivos alvos (PELT-VERKUIL; BELKUM; HAYS, 2008; BARTLETT,;
STIRLING, 2003). Por fim ocorrerd um novo aumento da temperatura para 72°C em média,
onde esta condicdo permitira que a polimerase promova a fase de extensdo ao sintetizar a copia
nas regides entre os dois oligonucleotideo iniciadores (ou “primer”) causando a extensdo das
fitas (KUSHIDA, 2005). Dessa maneira, ao final de cada ciclo, cada fita dupla de DNA
replicada, chamada de amplicon, possuird sequéncias terminais complementares as sequéncias
dos oligonucleotideo iniciadores utilizados, proporcionando uma amplificacdo exponencial a
cada novo ciclo (POSTOLLEC, 2011; PELT-VERKUIL; BELKUM; HAYS, 2008).

Existe uma ampla variedade de técnicas moleculares descritas na literatura como
multiplex PCR e “single sequence repeat” (SSP) também conhecido como microssatélite
(RAHMATI et al., 2016; MAFRA et al., 2008). Algumas técnicas como a PCR-RFLP
(Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restricdo) que utiliza enzimas de restricdes
que cortam o DNA em pontos especificos e permite identificar mudancas nas sequéncias
genéticas que ocorrem no local onde a enzima é cortada (DOOSTI et al., 2014; HAIDER et al.,
2013; GIRISH et al., 2005), e a PCR-RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) que
utiliza “primers” arbitrarios que produzem uma gama de fragmentos amplificados que
posteriormente serdo separados de acordo com seu tamanho utilizando eletroforese em gel
(ABBAS et al., 2018; BALLIN, 2010; FAJARDO et al., 2010) vém sendo descritas com

sucesso na literatura.
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Métodos de andlise que utilizam substratos altamente degradados, como alimentos
altamente processados, devem basear-se na andlise de fragmentos de DNA mais curtos, no
entanto algumas técnicas necessitam de fragmentos maiores para aumentar a confiabilidade de
seus resultados (BOTTERO; DALMASSO, 2011). Técnicas de PCR que utilizam “primers”
espécie-especificos sdo direcionadas para a obtencdo de fragmentos curtos de DNA,
apresentando vantagens como a possivel identificacdo de uma espécie alvo em matrizes
complexas, boa adaptacéo para a analise de produtos termicamente processados ou que tenham
passado por processos industriais que possam danificar o DNA, e ainda assim apresentam
elevada especificidade e sensibilidade para analises de autenticacdo em carnes (FAJARDO et
al., 2010).

A PCR em tempo real (qPCR) é uma técnica que faz 0 monitoramento dos produtos de
amplificacdo ciclo a ciclo e determina a positividade através dos niveis de fluorescéncia na fase
exponencial da reagéo, possibilitando a detec¢do, quantificacdo e confirmacéo simultanea dos
fragmentos, aumentando a confiabilidade da técnica (TANAKA, 2018; BALLIN, 2010;
FAJARDO et al., 2010; BUSTIN et al., 2009; KANG; MAFRA et al., 2008). O uso da
fluorescéncia elimina a necessidade da eletroforese em gel, permitindo a analise em tempo real,
enquanto restricbes no tamanho do “amplicon” (maximo de 150 pb) promovem este sistema de
deteccdo de DNA étimo para produtos alimenticios altamente processados, fazendo com que
esta técnica se torne uma das ferramentas moleculares mais promissoras para identificagdo em
carnes (KOPPEL et al., 2009; MAFRA et al., 2008; DOOLEY et al., 2004).

Algumas estratégias pds-PCR podem ser utilizadas no auxilio da identificacdo de
espécies como “sensitive gel electrophoresis” (CSGE), anélise de conformacao de fita simples
(SSCA) e “high resolution melting” (HRM) (LOPEZ-OCEJA et al., 2017; BALLIN, 2010). O
HRM € uma técnica pés PCR, que utiliza corantes que se ligam ao DNA saturando 0s
“amplicons” obtidos durante a reacdo. Apos a amplificacdo se obtém uma curva de dissociacdo
de acordo com a fluorescéncia de saturagdo do corante, especifica para cada matriz analisada,
conforme o contetdo de bases nitrogenadas (GC), comprimento e caracteristicas da sequéncia
alvo, permitindo assim distinguir os diferentes produtos da PCR (RESENDE, 2016;
OLIVEIRA, 2010; REED; KENT; WITTWER, 2007). Esta analise é uma alternativa a pds-
processamentos da PCR como restri¢cdo enzimatica, eletroforese e PCR em tempo real baseado
em sondas TagMan, realizada como uma PCR adicionada de corantes com condigdes levemente
modificadas, sendo considerada uma técnica simples e ndo destrutiva, uma vez que permite

analises subsequentes por eletroforese ou sequenciamento apds analise de fusdo (SAKARIDIS
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etal., 2013; VOSSEN et al., 2009). Por ser realizada em um sistema fechado, apresenta menores
chances de contaminacdo, além de ser considerada rapida e com menor custo quando
comparada com outras técnicas que demandam a utilizacdo de sondas ou separacdo
(WITTWER, 2009).

O método de identificacdo ideal deve permitir a identificacdo de espécies de carne, tanto
em matérias-primas quanto em produtos carneos processados, inclusive sujeitos a tratamentos
térmicos, além de ser simples e sensivel (MONTOWSKA,; POSPIECH, 2007). Com 0 aumento
na complexidade dos produtos carneos disponiveis no mercado, muitas das analises tradicionais
tonaram-se obsoletas ou com baixa precisdo (BOTTERO; DALMASSO, 2011). As técnicas
moleculares sdo consideradas métodos confiaveis, rapidos, seguros, de baixo custo, com
elevada sensibilidade e especificidade (ALTUNTAS et al., 2017). A capacidade de detectar
praticas fraudulentas de maneira precoce ndo s6 garante a qualidade do produto como também

resguarda a satde do consumidor.

4- MATERIAL E METODOS

4.1- Obtencéo dos controles

Para obtencdo dos controles positivos foram obtidas amostras de carnes de frango
(Gallus gallus), suino (Sus scrofa) e bovino (Bos indicus), comercializadas na cidade de
Seropédica, e que apresentavam em seus rotulos a identificacdo da espécie de agougue as quais
pertenciam, assim como o carimbo do servico oficial de fiscalizacdo sanitaria. A carne de
equideo (Equus caballus) foi obtida por doa¢édo de fragmentos musculares pelo Departamento
de Anatomia Patoldgica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. As amostras foram
acondicionadas em temperatura de -80°C até o momento da extragdo do DNA total.

As andlises foram realizadas no ambito do Departamento de Epidemiologia e Satde Publica
(DESP) do Instituto de Veterinaria (IV) no Laboratério de Sanidade Avicola e Multiusuarios
(LASAVE/DESP/IVIUFRR)).

4.2- Preparo das amostras, extracdo de DNA genémico, pureza e quantificacdo

Foram pesados um grama da amostra de cada espécie em estudo para preparagdo do
lisado. Os tecidos inicialmente foram macerados com 1mL de tampdo PBS individualmente, e
posteriormente armazenados em temperatura de — 20°C até 0 momento da realizagdo das

analises.
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A extracdo do DNA total das amostras foi realizada de acordo com as instru¢des do
fabricante utilizando-se o kit comercial (Qiagen DNeasy-tissues-Blood, Valencia, CA, USA)
para a extracdo de DNA de tecidos. A pureza do DNA total foi determinada por
espectrofotometria (Nanodrop ND-2000 ®, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) pela
medicdo da absorbancia a 260/230 nm, que correspondem ao pico de absor¢do de raios
ultravioletas (UVs) de proteinas e contaminantes organicos, respectivamente. A concentracdo
foi determinada por fluorimetria no aparelho Qubit utilizando o kit dSDNA BR Assay. Em
seguida, as amostras extraidas foram padronizadas a uma concentracdo de 10ng/uL. A
integridade do DNA obtido foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com
Brometo de Etidio e visualizado sob luz UV.

4.3- Desenvolvimento e otimizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

4.3.1- Desenho dos oligonucleotideos

As sequéncias de DNA do gene mitocondrial Cyt b das espécies estudadas foram
recuperadas a partir do banco de dados do “National Center for Biotechnology Information”
(NCBI). Os oligonucleotideos foram desenhados para as regides alvos no software Primer
Express® 3.0 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). As caracteristicas dos
oligonucleotideos foram testadas no software Oligo Explores 1.2, a especificidade dos mesmos
foram testadas utilizando-se a ferramenta primerBLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/e) e o alinhamento de sequéncias de DNA no
programa MEGA 7.0.

4.3.2- Padronizagio da PCR em tempo real singleplex

Foram realizadas a otimizacdo e a padronizagdo da reacdo singleplex de cada espécie
proposta nesse estudo individualmente. Os oligonucleotideos, senso e antisenso, especificos de
cada espécie (Gallus gallus; Sus scrofa; Bos indicus e; Equus caballus) foram testados
individualmente em diferentes concentracfes em um experimento com 3 repeticdes de cada
uma das 16 condicGes estabelecidas para o teste de concentracdo de acordo com o protocolo
comercial (Quadro 2). Em seguida foram avaliadas diferentes concentraces de DNA (10
ng/pL; 1 ng/ul; 0,1 ng/uL; 0,01 ng/uL; e 0,001 ng/ul) de cada espécie. Agua livre de Nuclease
(Ambion®, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) foi usada como controle

negativo.
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Para determinar a temperatura 6tima de anelamento dos oligonucleotideos, foi realizado
uma PCR com gradiente de temperatura tomando como referéncia a temperatura média de
dissociacdo dos oligonucleotideos (entre 57°C e 62°C) com variagdo de +5°C.

As condicdes de termociclagem foram otimizadas utilizando o equipamento Veriti®
(Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). As amostras
foram avaliadas em um volume final de 12uL, contendo 1X Melt Doctor HRM Master Mix
(Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), 200nM de cada
primer e 3uL (10 ng) de DNA.

Uma matriz de concentracdo foi realizada para determinar a concentracdo minima
necessaria para obter o menor ciclo de quantificacdo (Cq) com sinal méximo de fluorescéncia
de acordo com a linha de base (ARn) com auséncia de picos inespecificos de temperatura de

dissociacao.

Quadro 2: Combinagdes das concentragdes de oligonucleotidoes inicadores para otimizagao
da Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR) para deteccdo da de carne das

diferentes espécies de agougue.

Oligonucleotideo )
o Anti-senso
Iniciador
200 Nm 400 Nm 600 Nm 800 Nm
200 Nm | 200/200 Nm | 200/400 Nm | 200/600 Nm | 200/800 Nm
% 400 Nm | 400/200 Nm | 400/400 Nm | 400/600 Nm | 400/800 Nm
@ 600 Nm | 600/200 Nm | 600/400 Nm | 600/600 Nm | 600/800 Nm
800 Nm | 800/200 Nm | 800/400 Nm | 800/600 Nm | 800/800 Nm

Os tempos de desnaturacdo, anelamento / extensdo foram conduzidos de acordo com o
tamanho do produto de PCR e no seu contetdo de GC (guanina-citosina). As condi¢des de
termociclagem foram padronizadas em trés estagios: primeiro estagio: 90°C por 10 min;
segundo estagio: 40 ciclos de 95°C por 15s, 57°C por 30s e 72°C por 30s e terceiro estagio
(curva de dissociacdo): 72°C a 90°C com variagéo de 0,3°C a cada 30 seg. Os produtos da PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, em tampéao de corrida TAE, durante
60 minutos, a 5V/cm. Os géis foram corados em Brometo de Etideo e visualizagdo dos produtos
amplificados sob luz UV, utilizando-se transiluminador (Eletronic UV Transilluminator, L-PIX
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TOUCH®). Em seguida, uma curva de dissociagéo foi gerada para verificar a especificidade
das amplificagdes e a formacdo de dimeros.

4.4- Avaliacao do desempenho da técnica

A especificidade do ensaio foi analisada usando o material genético das carnes de pato
(Anas platyrhynchos), coelho (Oryctolagus cuniculus), ovelha (Ovis aries) e cabra (Capra
aegagrus hircus) além das espeécies utilizadas na técnica.

Foi realizada uma analise in silico utilizando o algoritmo primerBLAST (NCBI,
Bethesda DM, EUA) como ferramenta para avaliar se os oligoiniciadores desenhados néo
seriam especificos para 0 DNA de outras espécies de animais produtores de carnes assim como,
entre as espécies utilizadas neste estudo.

Para andlise in silico da técnica de “High Resolution Melting” (HRM) foi utilizado o
UMELT (DWIGHT; PALAIS; WITTWER, 2011) para predicao das curvas de fluorescéncia de
DNA de alta resolucéo e os perfis de desnaturacao de produtos da PCR para garantir que perfis

distintos possam ser gerados pelos quatro pares de oligonucleotideos.

4.4.1- Analise da sensibilidade analitica da técnica singleplex

A sensibilidade analitica da gPCR foi avaliada pelo uso de diluicdes decimais seriadas
do DNA total, baseando-se no tamanho do genoma de cada espécie individualmente. Para
determinacdo do numero de cépias de cada ponto de diluicdo foi realizado um célculo de

estimativa conforme a equagéo a seguir:

6,02 x 1023 (copias por mol) X Concentracio de DNA(g)
tamanho do alvo (pares de bases) X 660 ((g/mol)/bp)

Numero de copias =

Foram realizadas cinco séries de diluicdes separadas para cada ponto da curva, em
triplicata. O niimero de copias variou de 1 a 1 x 10* por pL para as espécies suina e equina,
enquanto para a espécie bovina variou entre 0,1 a 1 x 10° por pL e para entre 10 a 1 x 10° por
puL para frangos. A regressao linear, juntamente com o coeficiente de determinacdo (R?)
formado apds a determinacéo de cada ponto da curva, pode ser utilizado para avaliar se 0 ensaio
de gPCR foi otimizado. A eficiéncia de cada reagéo foi determinada considerando o “slope” da

curva padrdo usando a seguinte formula: [Eficiéncia = 10¢%/!°P¢) _ 1] (SVEC et al., 2015).
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4.5- Ensaios multiplex

Ap0s a padronizacdo e otimizacdo da técnica de qPCR, HRM e singleplex para cada
uma das espécies animais foram realizados os testes para otimizacao e padronizacéo da reacao
multiplex. A concentracdo de oligonucleotideos de cada espécie animal foi avaliada no sistema
multiplex em diferentes concentragdes variando entre 200 nM, 400 nM, 600 nM, e 800 nM em
um experimento com 3 repeticdes de cada uma das 96 condicdes possiveis. A concentracao de
DNA total de cada espécie animal também foi novamente avaliada na reacdo executada no
sistema de multiplex.

5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Determinacéo dos alvos e desenho dos primers

Os oligonucleotideos desenhados para qPCR no programa Primer Express® 3.0
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) estdo apresentados no Quadro 3. Cada
oligonucleotideo iniciador, “forward” e “reverse”, foi projetado para se ligar e amplificar
especificamente apenas a sequéncia do gene Cyt b de cada uma das espécies de animais de
acougue indicadas neste estudo. Sequéncias de genes de DNA mitocondrial vém sendo
utilizadas como alvo na identificacdo inequivoca de espécies, por possuirem as vantagens de
permitir uma maior sensibilidade e especificidade a técnica garantindo um bom limite de
deteccdo de pequena quantidade da amostra, uma vez que o DNA mitocondrial é altamente
conservado entre individuos da mesma espécie, além de estar presente em grande quantidade.
Apresentam maior diversidade genética interespecifica e sdo estaveis a processamentos
tecnoldgicos aos quais 0s produtos carneos possam ser submetidos, proporcionando maiores
chances de detecgéo do alvo (ALl et al., 2015; CARVALHO et al., 2015; BALLIN, 2009).
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Quadro 3: Oligonucleotideos iniciadores desenhados de acordo com cada espécie animal determinada para a reagdo multiplex

ESPECIE “FOWARD” “REVERSE” TAMANHO
DO PRODUTO
Sus scrofa CTACACACATCCAAACAAC | AGGAAGTATAAGATGGAGG 161 pb
Gallus gallus | CCTCCACAAATCTAAACAAC | GTGGGGAAGAGGATAAGT 186 pb
Bos indicus CGATCAATCCCCAACAAA GAGGAGAAAGTATAGGACA 240 pb
Equus caballus | CCATCCTACGCTCCATTCCC | TGTTTTCGATGGTGCTTGCG 288 pb
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Apo6s andlise de suas caracteristicas no software Oligo Explores 1.2, o0s
oligonucleotideos apresentaram pouca forga de atracdo entre si e auséncia de auto-dimerizagao.
Na avaliacdo do algoritmo BLAST (https://www.ncbhi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), os
oligonucleotideo iniciadores foram considerados especificos ap6s analise in silico de
especificidade.

Com o auxilio da ferramenta de bioinformatica uMELT (DWIGHT; PALAIS;
WITTWER, 2011), pode-se predizer que as curvas de fluorescéncia de DNA de alta resolucéo
e os perfis de desnaturacdo de produtos da PCR garantiu que perfis distintos fossem gerados
pelos quatro pares de oligonucleotideos, conforme péde-se observar (Figura 2). De acordo com
Ali (2015), o desenho dos oligonucleotideos iniciadores e a determinacéo dos alvos é uma etapa
fundamental para o desenvolvimento de uma PCR multiplex adequada. Os mesmos devem
conter sequéncias intra-espécies conservadas e apresentar polimorfismo interespécie que
permitam a obtencdo de uma temperatura de dissociacdo (Tm) relativamente préxima,
garantindo o anelamento destes com o0 DNA da espécie alvo e ndo com outras espécies (reacdes
cruzadas). Apesar do DNA mitocondrial ser altamente conservado, apresentando pouca
variacdo entre as espécies, pdde-se observar uma Tm proxima entre todas as espécies, no

entanto ainda assim, foi possivel diferencia-las.

Figura 2: Curva de predicdo das curvas de fluorescéncia e dos perfis de desnaturacdo dos

produtos da qPCR gerados pelos quatro pares de oligonucleotideos.
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5.2- Extracdo do DNA:

Ap0s avaliacdo espectrofotométrica, 0 DNA total extraido apresentou valores proximos
a 1.8 na razdo 260/280, e dentro da faixa de 2.0 a 2.2 na razdo 260/230, sendo portanto
considerado puro de acordo com instrucdes do fabricante (Nanodrop ND-2000 ®, Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA).

Este DNA também pode ser considerado integro apos realizacdo da eletroforese em gel de
agarose a 1%, corado por Brometo de Etidio e visualizado sob luz ultravioleta. Em seguida, as
amostras puderam ser padronizadas a 10 ng/uL ap6s quantificagdo no Qubit utilizando o kit
dsDNA BR Assay.

5.3- Padronizacéo e otimizacdo da PCR em tempo real singleplex:

Durante a padronizacdo e otimizacdo da técnica singleplex estabeleceram-se as melhores
condicdes de termociclagem e da reacdo. As condi¢des de termociclagem otimizadas foram
estabelecidas em uma etapa inicial de desnaturacdo 90°C por 10 minutos, seguida por um segundo
estagio de 40 ciclos: desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos, anelamento a 57°C por 30 segundos
e extensdo a 72°C por 30 segundos, e por fim o Gltimo estagio correspondente a curva de
dissociacdo (HRM) de 72°C a 90°C com variacdo de 0,3% a cada 30 segundos. As reac6es foram
estabelecidas em um volume final de 12 uL, contendo: 200 nM dos oligonucleotideos (“forward” e
“reverse”), 1X Melt Doctor HRM Master Mix (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) e 3 uL de DNA.
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Figura 3: Gel de agarose 2% corado em Brometo de Etidio e visualizacdo dos produtos

amplificados sob luz UV para avaliagdo do gradiente de temperatura durante padronizacéo e
otimizacao da etapa de anelamento da qPCR.
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5.4- Especificidade e Limite de deteccéo

A curva padrdo criada para a espécie Gallus gallus mostrou um limite de detec¢do de
10 cépias de alvo contendo o gene Cyt b (Figura 4). Apos plotar o valor do Cq contra o log do
namero de cdpias obteve-se um coeficiente de determinacdo (R2) de 0,991 e uma eficiéncia de
105%. De acordo com as diretrizes do “Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments” (BUSTIN et al., 2009), estes valores encontram-se em
consonancia com o preconizado para uma reacdo ideal, com um R2 préximo a 1,0 e eficiéncia
dentro da faixa de 90 a 100%. Os cinco pontos de diluicdo testados apresentaram um Cq
variando de 12,88 ciclos na primeira dilui¢cdo (100.000 copias de alvo) para 25,41 ciclos na
ultima diluigdo (10 copias de alvos). Demonstrando que este ensaio apresenta sensibilidade e
robustez para utilizacdo na identificacdo da presenca da carne de frango.
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Figura 4: Curva padréo obtida por regresséo linear dos ciclos de quantificagdo (Cq) plotados a
partir de dilui¢des decimais em série do “amplicon”, contendo o gene Cyt b da espécie Gallus

gallus.
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A curva padrdo obtida para a espécie Sus scrofa (Figura 5) mostrou um limite de
deteccdo de 1 cdpia de alvo contendo o gene Cyt b. De acordo com a curva padrdo obtida apos
plotar o Cq contra o log do nimero de cdpias, obteve-se um coeficiente de determinacgéo (R?) e
uma eficiéncia de 0,999 e 105%, respectivamente. Estes valores indicam a robustez e eficiéncia
da reacdo, uma vez que encontraram-se dentro dos valores ideais preconizados pelo MIQE
(BUSTIN et al., 2009). Os cinco pontos de dilui¢do testados apresentaram um Cq variando entre
15,39 ciclos (10.000 cdpias de alvo) e 28,12 ciclos (1 copia de alvo).
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Figura 5: Curva padréo obtida por regresséo linear dos ciclos de quantificagdo (Cq) plotados a
partir de dilui¢des decimais em série do “amplicon”, contendo o gene Cyt b da espécie Sus
scrofa.
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A reacdo padronizada para a espécie Equus caballus apresentou um limite de deteccéo
de 1 copia de alvo contendo o gene Cyt b. Com a anélise da curva padrao (Figura 6), pode-se
observar um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,999 e uma eficiéncia de 98%, valores estes
dentro dos padrdes recomendados pelo MIQE (BUSTIN et al., 2009) para se considerar a reacdo
robusta e eficiente. Os cinco pontos de diluicdo testados apresentaram um Cq variando de 15,26
ciclos na primeira diluicao (10.000 copias de alvo) para 28,74 ciclos na Gltima dilui¢do (1 cdpia
de alvo).
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Figura 6: Curva padréo obtida por regresséo linear dos ciclos de quantificagdo (Cq) plotados a
partir de diluigdes decimais em série do “amplicon”, contendo o gene Cyt b da espécie Equus

caballus.
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A espécie Bos indicus apresentou um limite de deteccdo de 1 de alvo contendo o gene
Cyt b. Apls a determinacdo da curva padrdo (Figura 7), obteve-se um coeficiente de
determinacédo (R?) de 0,996 e uma eficiéncia de 94,8%, caracterizando a eficiéncia e robustez
da reagéo de acordo com a diretrizes determinadas pelo MIQE (BUSTIN et al., 2009). Os cinco
pontos de diluicdo testados apresentaram um Cq variando de 15,51 ciclos na primeira dilui¢éo

(1.000 copias de alvo) para 30,12 ciclos na tltima diluicdo (1 copia de alvo).

25



Figura 7: Curva padréo obtida por regresséo linear dos ciclos de quantificagdo (Cq) plotados a
partir de dilui¢des decimais em série do “amplicon”, contendo o gene Cyt b da espécie Bos

indicus .
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De acordo com os resultados das analises foi possivel observar que todas as reacdes
singleplex padronizadas para cada uma das espécies apresentaram especificidade,
reprodutibilidade, robustez, sensibilidade, preciséo e linearidade. De acordo com o MIQE
(BUSTIN et al., 2009), as reacOes singleplex otimizadas possuem todos os padrdes adequados
para a identificacdo e quantificacdo de uma reacdo de gPCR. No entanto, apesar da técnica
atender a todos os padrdes determinados para uma reacdo padronizada e otimizada, alguns
fatores podem dificultar a quantificacdo da carne contida nos produtos comercializados.
Inicialmente as medigdes analiticas de DNA utilizadas na quantificacdo de espécies ndo sao
facilmente correlacionadas ao conteldo em massa da carne expressa em peso (grama/grama) e
podem passar por interferéncias de variados aspectos (BALLIN, 2009). A utilizacdo do DNA
mitocondrial, por exemplo, pode permitir um baixo limite de deteccéo, porém, como o nimero
de copias apresenta variaces de acordo com o tecido, faz-se necessario que a composicao deste

seja conhecida para posterior correlagdo com o peso em gramas da amostra. Ainda levando-se
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em consideragdo a utilizacdo do DNA mitocondrial como alvo utilizado neste estudo,
entendendo-se que a biogénese mitocondrial esta sujeita a um complexo controle fisioldgico, o
numero de cdpias dessas organelas podem variar entre animais da mesma especie, de acordo
com diferentes respostas individuais quando submetidos as condi¢cBes ambientais de estresse
tais como o abate, condi¢des de manejo e patologias pré-existentes (SHAUGHNESSY, 2014;
SCARPULLA, 2008; LEE; WEI, 2005), dificultando portanto a precisdo na quantificagédo em
produtos de origem animal.

O tamanho da célula e o teor de gordura e agua, ou seja, 0 numero de células por grama
de carne, também sdo variaveis de acordo com as amostras e podem afetar a precisdo da
quantificacdo neste tipo de analise (BALLIN, 2009).

A andlise de “High Resolution Melting” empregada neste estudo, utiliza agentes
intercalantes (fluoréforos), os quais apresentam baixa fluorescéncia quando livres na solucédo e
exibem um aumento no nivel de fluorescéncia quando intercalados em DNA dupla fita
(dsDNA) (RESENDE, 2016). O aumento gradativo da temperatura durante a analise de HRM
promove a dissociacdo da dupla fita, liberando o intercalante e consequentemente reduzindo a
fluorescéncia, gerando assim uma curva de dissociagdo caracteristica para cada “amplicon”
(PELT-VERKUIL; BELKUM; HAYS, 2008; REED; KENT; WITTWER, 2007). No entanto,
ao contréario da utilizacdo de sondas de sequéncias especificas comumente utilizadas em
técnicas de PCR em tempo real, os corantes intercalantes ndo possuem especificidade para uma
sequéncia prépria de DNA, ligando-se portanto, a qualquer dupla fita presente na reacdo, como
dimeros e produtos inespecificos, permitindo a sua deteccdo (OLIVEIRA, 2010; PELT-
VERKUIL; BELKUM; HAYS, 2008). Contudo, este problema pode ser contornado com o
desenho adequado dos oligonucleotideo iniciadores, os quais conferem elevada especificidade
tanto na detec¢do quanto na quantificacdo destes métodos (ALl et al., 2015; OLIVEIRA, 2010).

De acordo com a literatura (BUSTIN et al., 2009), as reacdes singleplex otimizadas
neste trabalho, apresentaram-se especificas, sensiveis e aplicaveis na identificacdo de espécies

animais em produtos carneos.

5.5 - Andlise da reacdo multiplex
Durante a padronizacao e otimizacgdo da técnica multiplex estabeleceram-se as melhores

condigdes da reacdo e de termociclagem. A reacdo foi estabelecida em um volume final de 12
uL, contendo 1X Melt Doctor HRM Master Mix (Applied Biosystems; Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA), 200nM de cada oligonucleotideo iniciador, “foward” e
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“reverse”, das espécies bovina e equina, 800 nM de cada par de oligonucleotideo iniciador, para
frangos e suinos, e 3uL (10 ng) de DNA de cada espécie em estudo.

De acordo com a Figura 8, pode-se observar que a reacdo multiplex padronizada
apresenta resultados similares aos esperados de acordo com a predi¢do obtida durante a analise
in silico da técnica de “High Resolution Melting” (HRM) com o auxilio da ferramenta de
bioinforméatica UMELT. As Tms obtidas para cada espécie durante a reacdo (Quadro 4),

encontram-se proximas, mas ainda é possivel diferenciar cada uma das espécies.

Figura 8: Curvas de dissociacdo realizada pela analise de High Resolution Melting (HRM)
utilizada para analise dos produtos da qPCR. A: Curva de predicao das curvas de fluorescéncia
e dos perfis de desnaturagdo dos produtos da gPCR gerados pelos quatro pares de
oligonucleotideo; B: Curva de fluorescéncia e dos perfis de desnaturagdo dos produtos da g°PCR
gerados pelos quatro pares de oligonucleotideo iniciadores obtida a partir da padronizacdo da

reacao multiplex.
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Quadro 4: Tm encontradas durante padronizagdo da reagcdo multiplex

o Tm reacdo multiplex
Espécie )
padronizada
Equus caballus 84,57 °C
Gallus gallus 83,21 °C
Bos indicus 83,78 °C
Sus scrofa 81,87 °C
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A reacdo multiplex padronizada no presente trabalho demonstrou a viabilidade da
identificacdo de diferentes espécies.

Os parametros obtidos durante a padronizacdo das técnicas singleplex demonstraram
que as reacdes enquadram-se dentro dos limites estabelecidos para a realizacao da quantificacédo
de forma adequada Bustin et al. (2009). Ganopoulos et al (2013) padronizaram um protocolo
de PCR em tempo real para determinar a porcentagem de leite bovino, caprino e ovino em
queijo Feta, utilizando regides especificas de DNA mitocondrial associado com a técnica de
HRM, obtendo uma precisdo para deteccao da presenca de leite bovino em 0,1%, assim como
determinou a capacidade da técnica em quantificar a proporcao de mistura de leites de ovelhas
e cabras em diferentes proporc¢des em produtos comerciais de queijo Feta.

Segundo Kang e Tanaka (2018), a utilizacdo de curvas padrdes como as obtidas no
presente estudo possibilitam a quantificacdo das espécies animais em produtos carneos. No
entanto, alguns fatores tais como: a utilizacdo do método espectrofluorimétrico na quantificacdo
do extrato de DNA e a utilizagdo de um sistema de qPCR de referéncia adequado de acordo
com o alvo analitico associado a normalizacdo dos resultados podem aumentar a precisdo da
quantificacdo em produtos carneos processados (KANG; TANAKA, 2018). Lopez-Oceja et al.
(2017) padronizaram uma PCR em tempo real com analise de HRM utilizando um
oligonucleotideo iniciador universal para indicar a propor¢do de carnes, determinando a
capacidade da técnica em quantificar a proporcdo de mistura de diferentes espécies com um
nivel de confianca > 84,9%. Sakaridis et al. (2013) utilizando dois pares de oligonucleotideo
iniciadores (especifico e universal) para identificar e quantificar a carne de bifalo em produtos
processados pela a analise de HRM, obteve um limite relativo de deteccdo e quantificacdo de
0,1% com alto coeficiente de correlacdo (R2=0,978), indicando que a técnica possui capacidade

em quantificar de forma proporcional.

6- CONSIDERACOES FINAIS

Em funcéo dos resultados obtidos no presente estudo, que indicam que a técnica pode
identificar as carnes de diferentes espécies, tanto individualmente quanto em produtos que
possuem mais de uma espécie em sua composicdo, sugere-se que a técnica pode ser utilizada

como forma de identificacdo de fraudes em carnes e produtos carneos.
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De acordo com o artigo 504, alinea ¢ do RIISPOA (BRASIL,2017), sdo considerados
produtos adulterados “os produtos que na manipulacdo ou na elaboragdo tenham sido
empregados materias primas ou ingredientes improprios ou que nao atendam ao disposto no
RTIQ ou na formulagdo indicada no registro do produto”, determinando que a simples
identificacdo de uma espécie diferente da indicada ja classifica um produto como fraudado. No
entanto, apesar da deteccdo ser fundamental para garantia da qualidade do produto e da
seguranca do consumidor, a quantificacdo pode ser um indicativo de intencionalidade ou de
desvio tecnoldgico no processo produtivo (CARVALHO et al., 2015). Atualmente, o RIISPOA
ndo apresenta especificacbes quanto a quantidades limites de carnes de diferentes espécies que
poderiam diferenciar alteracdes e/ou adulteracGes provocadas por falhas nos processos
produtivos ou fraudes intencionais (adicao/substituicdo). Produtos comercializados em néo-
conformidade ocorrendo por impericia, negligéncia ou imprudéncia, podem indicar falhas nos
programas de controle de indUstrias e oferecer os mesmos riscos daqueles adulterados de
maneira dolosa. A determinacédo de limites de quantificagdo pela legislagdo podem auxiliar na

coercdo de praticas fraudulentas dolosas.

7- CONCLUSAO

As reacdes singleplex padronizadas e otimizada no presente trabalho demonstraram
viabilidade para deteccdo e identificacdo das espécies suina (Sus scrofa), bovina (Bos indicus),
equina (Equus caballus) e de frangos (Gallus gallus) em carnes e produtos carneos. Enquanto
a reacdo multiplex padronizada demonstrou a viabilidade para identificacdo de diferentes
espécies e pode ser utilizada para detec¢do e identificacao de diferentes espécies de animais de

acougue em uma Unica reacao.
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