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RESUMO

GUIMARAES-LOPES, T. G. Efeito da radiacdo gama na reatividade alergénica e
nas propriedades fisico-quimicas e sensoriais de camardo (Litopenaeus
vannamei). 2012. 91 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na

Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2012.

A hipersensibilidade a alimentos é comum em criancas e adultos. O camarao,
apesar de muito apreciado, € um alimento potencialmente capaz de desencadear
reacOes alérgicas em individuos geneticamente predispostos. O principal alérgeno
em camarao é a tropomiosina. O objetivo desse experimento foi avaliar os efeitos da
radiacdo gama na reatividade IgE a tropomiosina de camardo da espécie
Litopenaeus vannamei e avaliar as modificacdes fisico-quimicas e sensoriais no
produto, induzidas por esse processo. As amostras foram constituidas de camardes
sem o cefalotérax, descongelados e liofilizados, submetidos a diferentes doses de
radiacdo gama: O (test.), 5, 10 e 15 kGy. Utilizou-se para a irradiacdo um irradiador
multipropésito, semi-industrial de ® Co. A taxa de dose empregada foi de 7,5
kGy/hora. Determinou-se a reatividade IgE utilizando as técnicas: ELISA e
“Imunobloting”. Foram realizados testes fisico-quimicos e sensoriais, para verificar a
viabilidade do produto apés a irradiagdo. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05). As doses de radiagéo
gama aplicadas nesse experimento ndo alteraram de forma significativa a
reatividade IgE, a cor, o colesterol, teor de acidos graxos e a aceitacdo dos
camardes. Concluiu-se que a radiacdo gama nessas doses, apesar de nao causar
modificagcdes que comprometam a qualidade do produto, ndo pode ser indicada para
o controle de alérgenos em camarfes, por ter apresentado baixo impacto na

modificagdo da estrutura protéica alergénica.

Palavras-chaves: Camardo. Litopenaeus vannamei. lIrradiagdo de alimentos.

Camaréo branco do Pacifico. Alergia alimentar.






ABSTRACT

GUIMARAES-LOPES, T. G. Effect of gamma radiation on the allergenic
reactivity and the physicochemical properties and sensory shrimp
(Litopenaeus vannamei). 2012. 91 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear

na Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2012.

The hypersensitivity to foods is common in children and adults. The shrimp in spite of
very appreciated is a food potentially capable to unchain allergic reactions genetically
in individuals per disposed. The major allergen in shrimp is the tropomiosin. The aim
of this study was to evaluate the effects of gamma irradiation on IgE reactivity to
shrimp tropomyosin (Litopenaeus vannamei) and evaluate the physical and chemical
changes and sensory product, induced by this process. The samples will be
constituted of thawed and freeze-dried shrimp submitted to different radiation doses:
0 (test.), 5, 10 and 15 kGy. Was used for irradiating an irradiation multipurpose semi-
industrial sector. ®® Co. The dose rate used was 7.5 kGy / hr. The samples, later to
the irradiation, they will go by analyses for allergens determination using the
techniques: ELISA and Imunobloting. Acceptance test will be done to verify physic-
chemical and sensorial attributes after irradiation. Datas will be evaluated by ANOVA
and Tukey test (p<0.05). The gamma radiation doses applied in this experiment did
not change significantly IgE reactivity, color, cholesterol, fatty acid content and the
acceptance of shrimp studied. It was concluded that the gamma radiation in these
doses, although not causing changes that compromise the quality of the product
cannot be indicated for control of allergens in shrimp because it presented a low

impact on allergenic protein structure modification.

Key-words: Shrimp. Litopenaeus vannamei. Food irradiation. White shrimp- Pacific.
Food allergy. Seafood.
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia de alergia alimentar apresentou grande crescimento nas ultimas
décadas. Estima-se que afete cerca de 4% da populacdo mundial. Individuos
alérgicos reagem negativamente a ingestdo de alimentos e ingredientes que a
maioria dos consumidores utiliza de forma segura. A exposicdo a um numero maior
de alérgenos alimentares exerce impacto negativo na qualidade de vida, tornando a
alergia alimentar um problema de saude publica em todo o mundo. As alergias do
tipo imediato sdo mediadas pela producdo de anticorpos IgE contra proteinas
especificas presentes naturalmente nos alimentos alergénicos. Os sintomas vao
desde erupcOes cutaneas leves a choque anafilatico (TAYLOR, 2008, TAYLOR,;
HEFLE, 2001).

Anafilaxia € a mais grave das condicdes alérgicas observadas por
alergologistas, podendo levar rapidamente a o6bito individuos saudaveis. Segundo
levantamento realizada pela Associacao Brasileira de Alergologia e Imunopatologia
(ASBAI) a ingestéo de alimentos alergénicos € um dos principais desencadeantes de
reacOes anafilaticas. Os alimentos mais alergénicos sdo o leite de vaca e clara de
ovos na infancia e os crustaceos em adultos (BERND et al., 2010).

O pescado é uma importante fonte de alimento em todo mundo e com o
aumento do seu consumo, mais casos de reagfes adversas tem sido reportados.
Alergias a peixes e crustaceos sdo comuns, sendo a tropomiosina (33-36 kDa)
identificada como principal alérgeno em frutos do mar, especialmente em camarfes
(OSTERBALLE et al., 2005). A partir dos 6 anos de idade os crustaceos sdo a
principal causa de reagfes alérgicas causadas por alimentos, atendidas em servigos
de emergéncia nos Estados Unidos (ROSS et al. 2008).

As radiacdes ionizantes, em pequenas doses, sdo capazes de destruir
contaminantes microbianos, incluindo os microorganismos de decomposicao,
aumentando a vida util do pescado, diminuindo riscos a saude, sem alterar
drasticamente suas caracteristicas organolépticas (MAYER, 2000; COZZO, 2003;
GUIMARAES-LOPES, 2006). Alguns autores associam o uso da radiacdo gama a
reducdo do potencial alergénico de alguns alimentos, dentre eles o camardo (BYUN
et al., 2000; BYUN et al., 2002, LEE et al., 2005; ZHENXING; CAOLIMIN; JAMIL,
2006 e ZHENXING et al., 2007).
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Doses médias ou altas de radiacdo gama podem modificar a estrutura de
alergénicos em alimentos. O emprego dessas doses em produtos com alta atividade
de agua como o camarao pode causar modificacdes importantes, principalmente em
seus atributos sensoriais e por¢ao lipidica. Sendo assim, o objetivo desta pesquisa
foi identificar alteracbes na reatividade alergénica de camardes-branco-do-pacifico
(Litopenaeus vannamei) (Figuras 1, 2 e 3), submetidos a diferentes doses de
radiacdo gama (°°Co) e avaliar as modificacdes fisico-quimicas e sensoriais no
produto, induzidas por esse processo.

Essa pesquisa foi realizada no Centro de Energia Nuclear na Agricultura —
CENA - USP, na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ - USP,
nas Faculdades de Medicina de S&o Paulo — FMSP - USP e de Medicina de Ribeiréo
Preto, FMRP — USP e Fundacao Zerbini, Instituto do Coracdo - HCFMUSP. A
irradiagcdo das amostras foi realizada no Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, IPEN — USP.



Figura 1. Camarédo-branco-do-pacifico (Litopenaeus
vannamei).

Figura 2. Camardo-branco-do-pacifico (Litopenaeus
vannamei) liofilizado sem o cefalotérax.

Figura 3. Camaréo-branco-do-pacifico (Litopenaeus
vannamei) descongelado sem o cefalotérax

21
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consumo e producao de pescado

O consumo mundial de pescado alcancou niveis historicos ao contabilizar um
consumo medio de 17 quilos por pessoa em 2010. De acordo com estudo divulgado
pelas Nacdes Unidas, para trés milhbes de pessoas 0 pescado representa 15% da
dieta média de proteinas de origem animal (FAO, 2010a).

Nas duas ultimas décadas observou-se aumento de consumo de cerca de
40% para pescado total e 59% para crustaceos (Gréafico 1). Os paises com maior
consumo per capita/ano de pescado sao: Finlandia, Japado, Noruega, Portugal e
Espanha. Os maiores consumidores de crustaceos sao: Finlandia, Japdo, EUA,
Espanha e Australia (Tabela 1).

Consumo mundial de pescado e crustaceos
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83,00
O Crustaceos
63,00
B Pescado
43,00
23,00
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pescado/ano

Gréfico 1 - Evolugdo mundial do consumo de pescado (toneladas de pescado/ano) (1997-2007).
Elaborado de acordo com dados fornecidos por FAOSTAT - FAO Statistics Division
(FAO, 2012b)
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Tabela 1 - Consumo de pescado (peixes, frutos do
mar e outros) e crustaceos no ano de 2007

(kg/per capita/ano)
Pais Pescado Crustaceos
Australia 24,22 3,82
Brasil 6,87 0,54
Chile 20,07 0,53
Grécia 21,09 1,27
Finlandia 87,40 17,44
Japao 60,78 9,77
Portugal 54,82 2,19
Espanha 40,03 4,41
EUA 24,05 6,04
Noruega 51,43 4,92
Equador 4,40 0,04
Holanda 19,02 0,19
Peru 21,36 0,67
México 10,80 1,33

Fonte: FAO Statistics Division (FAO, 2012).

O consumo de pescado no Brasil € considerado modesto, quando comparado
ao consumo de outros paises (Tabela 1) e de outras fontes de proteina de origem
animal (Gréafico 2). Este fenbmeno esta relacionado a diversos fatores, como a
pesca, a baixa producdo nacional e a distancia entre os centros produtores e
consumidores. Outras cadeias produtivas expandiram-se, ao contrario do pescado,
gue permaneceu estagnado por décadas. Enquanto os precos das carnes bovina e
de frango cairam ao longo dos anos, o valor do pescado manteve-se constante,
contribuindo para sua menor participacdo no mercado de proteinas de origem animal
(SONODA, 2006).

Em 1987 consumiu-se 24,94 e 11,54 Kg/per capita/ano de carne bovina e de
frango, respectivamente. Em 20 anos, registrou-se aumento de consumo de
aproximadamente 49% e 174 % para as carnes bovina e de frango. Nesse mesmo

periodo, observou-se decréscimo de 3,5 % para o consumo de pescado (Gréfico 2).
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Gréfico 2 - Evolucdo do consumo (kg/per capita/ano) de pescado no Brasil (1997-2007). Elaborado
de acordo com dados fornecidos por FAOSTAT - FAO Statistics Division (FAO, 2012 b)

Segundo estudo realizado pelo Ministério da Pesca e Agricultura, o consumo
de pescado no Brasil aumentou 8% entre 2008 e 2009 (de 1,5 para 1,7 milhdo de
toneladas). Do total consumido pelos brasileiros (9 Kg/per capita/ano), 69,4% foi
produzido no pais e 30,6% vieram de paises como Chile, Noruega e Argentina
(BRASIL, 2010). Apesar disso, 0 consumo no pais ainda esta abaixo do patamar
considerado ideal pela OMS (Organizacao Mundial de Saude), que € de 12 quilos de
pescado por pessoa ao ano (FAO, 2010b).

Os crustaceos representam cerca de 7 % da captura mundial. Desse grupo,
os camardes e lagostas sédo as espécies de maior relevancia, sendo capturadas em
quase todo o mundo. Em 2009 foram capturados cerca de 11 milhdes de toneladas
de crustaceos. Desse total aproximadamente 60% eram camardes (FAO, 2008).

O cultivo de camarbes tropicais esta aumentando consideravelmente. A
producdo mundial de camardo-branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei) passou
de pouco mais de 145 mil toneladas no ano 2000 para cerca de 2 milhBes de
toneladas em 2006 (FAO, 2008).

A demanda crescente por qualidade de alimentos vem impulsionando o
desenvolvimento da aquicultura, uma vez que as capturas naturais apresentam
sinais evidentes de esgotamento do estoque de recursos. Apesar da maior parte da
producio de camardes marinhos concentrarem-se na Asia, o Brasil apresenta

condi¢des naturais muito favoraveis a carcinicultura. A partir do ano de 2001, com o
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aumento da producédo de camardes, as exportacdes superaram as importacoes de
pescado. No ano de 2003 o Brasil exportou 113.838 toneladas, arrecadando
aproximadamente US$ 428 milhdes. Nesse mesmo ano, exportou-se cerca de
58.000 toneladas de camardes cultivados, que geraram US$ 225 milhdes. Nos anos
seguintes, as exportacdes decresceram drasticamente, chegando em 2011 a apenas
108 toneladas (ABCC, 2011).

Atualmente a cadeia produtiva brasileira encontra-se em fase de organizacéao.
Esforcos de instituicdes publicas e empresas privadas tém sido feitos para o
melhoramento genético, producdo de organismos livres de patégenos,
desenvolvimento de novos equipamentos para a producdo e processamento e
elaboracao de ragbes balanceadas com menor potencial poluidor. Os sistemas de
certificacdo comegcam a surgir no pais, favorecendo a conquista de novos mercados.
A ocorréncia de enfermidades e a sustentabilidade ambiental dos cultivos
representam grandes desafios para o setor. A busca por policultivos, equipamentos
gue permitam melhorar a qualidade de agua e o manejo de dejetos sédo esforcos que

estdo sendo realizados nesse sentido (NATORI et al., 2011).

2.2 O valor nutritivo do pescado

A proporcao dos componentes do pescado depende da espécie, do sexo e do
ciclo biolégico do animal analisado e de fatores ambientais como a estacédo do ano,
local, abundancia de nutrientes, temperatura e salinidade da dgua. A composicéo da
parte comestivel do pescado varia entre 60 a 85% de umidade, aproximadamente
20% de proteina, 0,6 a 36 % de lipideos, 0,3 a 1% de carboidrato e 1 a 2% de cinzas
(OGAWA; MAIA, 1999).

Os 6leos marinhos podem ser utilizados de diversas formas. Tradicionalmente
sdo utilizados nas industrias de verniz e pintura, nutricdo animal e como fonte de
energia de boa qualidade na industria de alimentacdo humana e na preparacédo de
produtos hidrogenados, tanto para uso doméstico como para uso industrial
(VALENZUELA; SANHUEZA, 2009).

Ingredientes funcionais, incluindo os lipideos, sdo recomendados por

universidades, industrias e 6rgdos governamentais em todo o mundo. Essas
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recomendacfes baseiam-se na reducdo de gastos com a saude através da
prevencdo de doencgas cronicas (AKOH, 2006).

Os é&cidos graxos que compdem os 6leos em geral sdo &cidos graxos
saturados (AGS) e insaturados (AGI). Os insaturados podem ser monoinsaturados
(AGMI) ou poliinsaturados (AGPI). Do ponto de vista nutricional, os AGPI podem ser
classificados em trés importantes familias. Sdo elas: 6mega-9, 6mega-6 e 6mega -3
(VALENZUELA; SANHUEZA, 2009).

Os AGPI reduzem o risco de doencas coronarianas, sendo 0s peixes e
crustaceos marinhos, consumidores de plancton, boas fontes de 6mega-3. Segundo
Heinzelmann et al. (2000), o enriguecimento de alimentos com 6leo de peixe € uma
ferramenta importante para a promog¢éao do aumento da ingestdo de 6mega-3.

Apesar de ndo serem totalmente conhecidos, os mecanismos de agdo que
envolvem o consumo de émega-3 incluem a regulacdo de moléculas vasoativas,
inibicdo plaquetaria, reduzindo a inflamacéo e fatores de risco cardiovasculares, tais
como a proteina C-reativa, a homocisteina, os triglicérides e o colesterol
(BERRAZUETA; BERRAZUETA, 2007).

Recomenda-se o0 consumo de pescado para a prevencdo e tratamento de
acidentes cardio e cérebro-vasculares. Seu conteudo lipidico exerce efeito positivo
sobre diferentes aspectos relacionados com o metabolismo lipoprotéico, como por
exemplo, na formacdo de placas ateromatosas e na possivel funcdo de alguns
aminoacidos constituintes de sua proteina (lisina, metionina, tirosina, arginina,
cistina, glicina e o coeficiente lisina/arginina) sobre o metabolismo do colesterol
(VAZQUEZ; SANCHEZ-MUNIZ, 1994). Segundo Sierra et al. (2004), os &cidos
graxos 6mega-3 atuam como antiinflamatério e antialérgico, diminuindo agregacao
de placas e reduzindo a sintese de mediadores quimicos da inflamagéo, ao mesmo
tempo em que aumentam as defesas do organismo.

O consumo do acido graxo eicosapentaendico (EPA) esta associado com a
protecio a saude cardiovascular por exercer efeitos hipotriglicéricos,
hipocolesterolémicos e antinflamatoérios. O acido graxo docosahexandico (DHA) esta
associado com o desenvolvimento e as funcbes dos sistemas nervoso e visual
(VALENZUELA, 2005).

Recomenda-se a ingestdo de pescado com alto teor de lipideos 2 a 3 vezes
por semana e o consumo de 6leos de pescado em doses moderadas (até 3 g/dia),

como tratamento coadjuvante para diabéticos, hipertensos e hipertriglicéricos. Ja a
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ingestdo de doses elevadas de 6leos de peixe pode ser prejudicial em relacdo a
hipertensdo e controle glicémico, em individuos susceptiveis (NASIFF-HADAD;
MERINO-IBARRA, 2003).

O aumento na insaturacdo dos acidos graxos da membrana muscular esta
associada com a melhora da sensibilidade a insulina. A maior propor¢cdo de 6mega-3
nos acidos graxos podem ter efeitos anti-obesidade e na protecdo contra a
sindromes metabdlicas e diabetes mellitus tipo 2 (SANTA-OLALLA; SANCHEZ-
MUNIZ; VAQUERO, 2009).

Os crustaceos sédo boas fontes de acidos graxos poliinsaturados é6mega-3,
possuem baixo teor de acidos graxos saturados, porém apresentam alto teor de
colesterol. Luzia (2000) encontrou em experimentos realizados com camaréo-sete-
barras (Xiphopenaeus kroyeri) os valores médios de colesterol de 165,38 mg.100g™
no verdo e 164,82 mg.100g™ no inverno.

A alta porcentagem de colesterol nos camarfes € compensada pelo seu baixo
contetdo de lipidios e presenca de altos niveis de &cidos graxos poliinsaturados,
especialmente EPA (20:5 w3) e DHA (22:6 w3), fazendo com que seja tolerado em
dietas hipocolesterolémicas (KIRZYNOWEK; PANUZIO, 1989, BRAGAGNOLO;
RODRIGUEZ-AMAYA, 1997; MOURA; TENUTA-FILHO, 2002).

O consumo moderado de camarédo por individuos normolipidémicos ndo afeta
o perfil total de lipoproteinas e pode ser incluido de acordo com orientacfes
nutricionais em uma dieta saudavel (OLIVEIRA-SILVA et al., 1996).

2.3 Alergia Alimentar

As reacdes anormais que ocorrem apO0s a ingestdo de alimentos séo
denominadas reacdes adversas a alimentos (RAA). A alergia alimentar € uma RAA
gue envolve mecanismos imunoldgicos, resultando em manifestacdes clinicas como
urticaria, broncoespasmo e em alguns casos anafilaxia (JACOB; BRANDAO; BECK,
2010).

As reacles alérgicas resultam da producdo de anticorpos IgE especificos, a
partir da exposicéo a antigenos. Esses antigenos desencadeiam uma resposta Th2,
onde as células T alérgeno-especificas desenvolvem-se em células Ty2 com o

aumento inicial de IL-4, derivado de um subproduto especializado de células T. As
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células Ty2 alérgeno-especificas estimulam as células B alérgeno-especificas a
produzirem IgE, que se ligam a receptores de alta afinidade para a IgE nos
mastécitos, basofilos e eosindfilos ativados. A producao de IgE pode ser amplificada
por essas células porque, no momento da ativagdo, elas produzem IL-4 e expressam
CD40L. Quando a IgE € produzida em resposta a um alérgeno, a reexposicao ao
alérgeno desencadeia uma resposta alérgica (JANEWAY et al., 1999).

A alergia alimentar corresponde as reac¢des imunolégicas que podem ser
mediadas por IgE (hipersensibilidade imediata) ou ndo mediadas por IgE . No caso
do mecanismo IgE mediado, em pacientes geneticamente predispostos ocorre
excessiva producdo de anticorpos IgE especificos para um determinado alimento em
decorréncia da falha no desenvolvimento ou quebra do mecanismo de tolerancia
oral. Com a sensibilizacdo e formacao do IgE especifico, ocorre sua ligagcdo com
receptores presentes em mastocitos e basofilos. Em um novo contato com o
alérgeno, a ligacdo deste ao IgE que se ligou previamente aos mastocitos e
basofilos, promovera a liberacdo de mediadores como histamina, prostaglandinas e
leucotrienos, que sdo os responsaveis pelas manifestacfes clinicas caracteristicas
do processo (Figura 4). O mecanismo nao-IgE mediado € possivelmente mediado
por células e geralmente se manifesta com sintomas gastrointestinais. O
desenvolvimento de tolerancia oral depende de fatores relacionados ao individuo, ao
alérgeno e ao ambiente. A alteracdo em um desses fatores pode desencadear a
alergia alimentar (YANG; POMIECINKI; MORATO-CASTRO, 2010).
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Célula

Mastécito

Figura 4 - Passando pela mucosa do trato gastrintestinal, o antigeno (Pen 1a) sensibiliza
um linfdcito B; este, por sua vez, desencadeia a producao de IgE. A IgE se fixa
na superficie dos mastécitos, sensibilizando-os. Uma segunda exposicdo ao
antigeno resulta na formacdo de ligacdes entre as moléculas de IgE e
desencadeia a desgranulacdo dos mastdcitos e a liberacdo de substancias
mediadoras que provocam os sintomas caracteristicos da alergia

Observou-se, na ultima década, aumento consideravel nos casos de alergia
alimentar em decorréncia provavelmente das mudancas no estilo de vida da
populacéo e na adogdo de novos habitos alimentares (JACOB; BRANDAO; BECK,
2010).

Os habitos alimentares inerentes a diferentes culturas sdo preponderantes
para as manifestacdes alérgicas, porém estudos vem demonstrando que um grupo
de oito alimentos é responsavel por 80 a 90% das reacfes alérgicas. Sao eles: leite
de vaca, ovo, trigo, soja, amendoim, castanhas, peixe e frutos do mar. Desconhece-
se a prevaléncia da alergia alimentar, mas estima-se que afete 4% da populacéo
geral, oscilando em adultos entre 1,4 e 4 %, em criangas menores de trés anos 6%,
acometa 35% de pacientes com dermatite atopica e 6 a 8% das criangcas asmaticas
(SOLE; CAMELO-NUNES, 2010).

Chen et al. (2011) estimaram a prevaléncia e as caracteristicas clinicas da
alergia alimentar em bebés chineses. A prevaléncia geral de alergia alimentar em
bebés de 0 a 2 anos de idade foi de 3,8%, com 2,5% e 1,3% de incidéncia de alergia
a ovo e leite de vaca, respectivamente.

No Japéo, o alimento mais comumente envolvido em anafilaxia é o leite,
seguido por ovos e trigo, enquanto que nos EUA, o amendoim € o alérgeno mais
comum, seguido por ovos, frutas, verduras, trigo e leite de vaca (WEISS; MUNOZ-
FURLONG; ARBIT, 2004).
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Osterballe et al. (2005) investigaram a ocorréncia de alergia alimentar em
criangcas menores de 3 anos, com 3 anos, maiores de 3 anos e em adultos. Dentre a
populacdo estudada 16,6% dos individuos apresentaram reacdes alérgicas a
alimentos. Os alimentos mais alergénicos foram o ovo de galinha (1,6% das criancas
com até 3 anos apresentaram hipersensibilidade) e o amendoim (0,4% dos adultos
apresentaram hipersensibilidade). Dos adultos pesquisados, 0,2% apresentaram
alergia a bacalhau e 0,3% a camarao.

Estima-se que nos Estados Unidos ocorram cerca de 30 mil reacdes
anafilaticas, 2 mil hospitalizacées e 100 a 125 mortes por ano, sendo as reacfes ao
amendoim e améndoas as principais responsaveis por esses 6bitos em decorréncia
de anafilaxia (SOLE; CAMELO-NUNES, 2010).

Na Franca as farinhas de amendoim e outras améndoas, frutos do mar,
tremoco e trigo contém os principais alérgenos responsaveis por anafilaxias graves.
Na Alemanha, nozes, frutas, leite, vinho e vegetais SG0 0S maiores responsaveis por
alergias alimentares (MONERET-VAUTRIN et al., 2004).

No Brasil grande parte das pesquisas publicadas sobre alimentos alergénicos
referem-se apenas ao papel do leite de vaca como alérgeno alimentar (SOLE;
CAMELO-NUNES, 2010).

2.4 Alérgeno em camaréao

Sob a definicho de pescado, existem diferentes espécies de peixes,
crustaceos e moluscos, sendo que muitas delas podem provocar reagfes alérgicas
em seres humanos (LEHRER; AYUSO; REESE, 2003).

A alergia a pescado se manifesta tanto em consumidores como também em
manipuladores. A sintomatologia ocorre apos a exposicao do individuo ao pescado e
seus derivados. Os principais alérgenos em pescado sao glicoproteinas estaveis ao
calor (NASCIMENTO; PRADO FILHO; OETTERER, 1997).

A alergia a frutos do mar é muito comum e persistente e é uma importante
causa de anafilaxia induzida por alimentos em criancas e adultos. A maioria das
criancas alérgicas a frutos do mar tém sensibilidade a alérgenos de &caros e de
baratas (KANDYIL; DAVIS, 2009).
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Pacientes com alergia alimentar podem apresentar reacdes a multiplos
alérgenos. A reatividade cruzada entre alérgenos alimentares, como caranguejo e
camarao, foi amplamente demonstrada (YAN; HIROAKI; EINSHIN, 2006; KONDO
et al., 2005). Kanagawa et al. (2009) observaram que algumas combinacfes de
alimentos alergénicos, como caranguejo-camardo, lula-camardo, camarao-
caranguejo e salméao-cavala (mackerel), estédo fortemente associadas.

De acordo com Jacob, Branddo e Beck (2010), a alergia a frutos do mar
afeta 2 a 3% de adultos e aproximadamente 1% de criancas, estando entre as 6
alergias mais prevalecentes nesse grupo. Entre os alimentos envolvidos estdo
peixes vertebrados como salmdo, atum e bacalhau, crustdceos como camardes,
lagostas, siris e caranguejos, e moluscos como ostras, mexilhdes, lulas e polvos.
Sendo que o padrdo de consumo desses alimentos em diferentes populacdes
influencia diretamente a prevaléncia dessas alergias alimentares.

Segundo Lopata e Lehrer (2009) na Asia o pescado € um significante
sensibilizador em até 40% de criancas e 33% dos adultos. De acordo com Rahman
et al. (2010), os crustaceos sao a terceira causa mais comum de anafilaxia induzida
por alimentos, estando apenas atras de amendoins e nozes, sendo que a gravidade
das reacdes dependem da sequéncia de aminoacidos que induz a producdo de
anticorpos IgE.

A alergia a pescado geralmente persiste ao longo da vida do paciente,
entretanto o maior reconhecimento de epitopos de alérgenos de camarbes por
criancas do que por adultos, sugere que a sensibilizacdo a camarao diminui com o
aumento da idade (AYUSO et al., 2010).

Alguns individuos sédo alérgicos a um Unico tipo de peixe ou camarao e outros
podem reagir a varias espécies. Jirapongsananuruk et al. (2008) identificaram em
criangas, casos especificos de alergenicidade a camarao de agua salgada (Penaeus
monodon) e camardo de agua doce (Macrobrachium rosenbergii).

A identificacdo dos principais alérgenos é essencial para o diagnéstico e
utilizacdo adequada de agentes imunoterapéuticos. A tropomiosina (33-36 kDa) foi
identificada como principal alérgeno em frutos do mar, especialmente em crustaceos
e moluscos. O camardao € causa frequente de alergia alimentar compartilhando
homologia a tropomiosina de outros crustaceos, acaros, baratas e parasitas (YANG
et al., 2010; RAHMAN et al., 2010; DAUL et al., 1994).



34

Regibes diferentes da tropomiosina de camardao (Pen l1la) ligam-se ao IgE,
desencadeando a reacdo alérgica em individuos predispostos. (LEHRER; AYUSO;
REESE, 2003; SHIMAKURA et al., 2005; ZHENXING et al., 2007).

Recentemente outros alérgenos como a miosina (Light Chain) (20 kDa) e a
arginina quinase (40 kDa) também foram identificados como alérgenos em camarfes
(AYUSO et al., 2008; GARCIA-OROZCO et al., 2007; RAHMAN et al., 2010).

A tropomiosina como alérgeno termoestavel mantém sua alergenicidade apos
0 cozimento, enquanto outros alérgenos, pouco estaveis ao calor, podem estar
presentes apenas em camardes crus. Essas diferencas podem explicar porque a
inalacdo de vapor do cozimento causa sintomas em alguns pacientes alérgicos,
enquanto outros toleram a ingestdo de camardes processados térmicamente (LIMA;
YANG, 2010).

2.5 Diagnosticos in vitro

O ensaio imunologico possivelmente mais utilizado é o teste de
imunoabsorbéancia ligada a enzima (ELISA), devido a sua versatilidade,
sensibilidade, especificidade e facil automacéo. E capaz de detectar se uma proteina
especifica esta presente em uma amostra de soro, ou pode determinar a fracdo de
uma proteina alergénica conhecida que se liga a um anticorpo presente. Neste teste
ocorre a sensibilizacdo e imobilizacdo dos antigenos em uma placa de 96 pocos,
seguidas da incubacdo do soro do paciente e deteccdo da interacdo antigeno-
anticorpo. Em um ELISA indireto para a deteccdo de anticorpos especificos (IgE e
lgG), as proteinas alergénicas s&o imobilizadas na placa, o soro contendo os
anticorpos primarios € adicionado e, 0s anticorpos secundarios posteriormente
acoplados a peroxidase (HRP). Um composto colorido é liberado e pode ser
detectado em uma leitora de placas, apds o substrato adicionado ser clivado por
uma enzima. A intensidade da cor produzida € proporcional a quantidade de
anticorpos primarios especificos que se ligaram as proteinas imobilizadas na placa
(SANTOS; KOKRON; PALMA, 2010).

Ensaios de ELISA podem ser utilizados para a determinacdo dos niveis de

anticorpos IgE especificos para alérgenos de camardo, no soro de pacientes
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alérgicos. O método ELISA quimérico, onde um anticorpo quimérico € usado para a
construcdo de uma curva controle, permite a quantificacdo precisa dos niveis de IgE
especifica (ICHIKAWA et al., 1999; TROMBONE et al.,, 2002). Neste teste, o
anticorpo monoclonal 1A6 (anti-tropomiosina de invertebrados) é utilizado para
guantificar IgE anti-Per a 7 (WITTEMAN et al., 1994; SANTOS et al., 1999).

Testes como o0 ELISA séo uteis para a quantificacdo dos niveis de antigenos
ou anticorpos conhecidos, mas, para identificar e caracterizar bioquimicamente
antigenos em misturas complexas, o “imunobloting” € mais indicado (SANTOS
et al., 2010; ROITT; BROSTOFF; MALE, 1992).

Nessa técnica o antigeno é separado em um gel analitico ou de focalizacao
isoelétrica. Ap0s a separacdo das moléculas, estas sdo transferidas para uma
membrana (blot) de nitrocelulose através de eletroforese. O blot é lavado apds
receber um anticorpo para um antigeno especifico. Adiciona-se um conjugado
radiomarcado para detectar os anticorpos que ficam ligados (mesmo principio do
ELISA). Apos nova lavagem, a membrana é revelada através de um filme de raios X
(ROITT; BROSTOFF; MALE, 1992).

A técnica de “imunobloting” mais utilizada é a proposta por Laemmli (1970),
onde as proteinas do extrato de camarao sao fracionadas por Eletroforese em gel de
SDS-policrilamida, usando-se gel de empilhamento de 4,85% e de corrida de 10%

de acrilamida.

2.6 Irradiacdo de Alimentos

A irradiacdo de alimentos é um processo que utiliza raios eletromagnéticos ou
elétrons capazes de preservar por um longo periodo a qualidade e a seguranca dos
alimentos. Os alimentos sao irradiados através da exposicdo de forma controlada a
uma fonte de radiacdo ionizante conhecida. S&o utilizados o Cobalto-60, o Césio-
137 (emissores de raios gama) e os geradores de elétrons e raios X. O radionuclideo
mais utilizado nesse processo é o Cobalto-60, produzido a partir do
bombardeamento com néutrons do metal Cobalto-59 em um reator nuclear. O nucleo
atdbmico do Cobalto-60 € altamente instavel, desintegrando-se espontaneamente e

emitindo raios gama, capazes de penetrar nas embalagens e nos alimentos, sem
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deixar residuos. A energia absorvida pelo alimento durante esse processo é
denominada radiacdo, sendo atualmente expressa em Gray (Gy). Em termos de
relagbes de energia, 1 Gy equivale a 1 Joule (J) de energia absorvida por quilo (kg)
de alimento irradiado, sendo que 1 kGy equivale a 1000 Gy. Os principais processos
de irradiacdo de alimentos sdo: radurizacéo, radicidacdo e radapertizacdo (OMS,
1995; FAO, 1999; ADA, 1996; FARKAS, 2006).

A radurizacéo ou irradiacdo com baixa dose (até 1 kGy) reduz a contagem de
microorganismos deteriorantes, elimina insetos e acaros e elimina o brotamente de
bulbos e tubérculos. A radiciacdo ou irradiacdo de dose média (1 a 10 kGy) elimina
microorganismos patogénicos n&o formadores de esporos. A radapertizagdo ou
radiacdo de alta dose (acima de 10 kGy), proporciona resultados que se
assemelham ao processo de esterilizagdo comercial, eliminando microorganismos
patogénicos formadores de esporos (ARTHUR, 1997; FAO, 1999; SPOTO, 2007).

Em 37 paises, mais de 40 produtos alimenticios séo irradiados e em alguns
paises europeus, a irradiagdo tem sido usada por décadas. Em 2005 foram
irradiados cerca de 405.000 toneladas de alimentos, 46% para desinfeccdo de
especiarias e legumes desidratados, 20% para desinfeccdo de grédos e frutas, 8%
para desinfeccdo de carnes e peixes, 22% para inibir a germinacdo de alho e batata
e 4% para desinfeccdo de outros alimentos, como cogumelos e mel (KUME et al.,
2009).

A irradiacdo de alimentos é endossada pela Organizacdo Mundial de Saude,
pela Associacdo Médica Americana e muitas outras entidades (FAO, 1999; USFDA,
2009). A Food & Drug Administration (USFDA), desde 1963, considera a irradiacao
de alimentos um processo seguro e uma ferramenta importante para a prevencao de
intoxicagcbes e infeccbes alimentares, aprovando a irradiagdo de carne e aves e
permitindo seu uso para uma variedade de outros alimentos. O FDA aprovou a
irradiagdo de carnes vermelhas, em 1997, depois de analisar varios estudos
cientificos realizados em todo o mundo. Outros exemplos de alimentos que podem
ser irradiados incluem especiarias, aves e moluscos (como ostras, mariscos,
mexilhdes e vieiras) (Tabela 2). Segundo o FDA, o processo de irradiacdo reduz ou
elimina microrganismos patogénicos, deteriorantes, insetos e parasitas, e, em
algumas frutas e legumes, é capaz de inibir o brotamento e retardar o
amadurecimento (OMS, 1995; SATIN, 1997; USFDA, 2008; 2012).
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Tabela 2 - Alimentos permitidos para serem irradiados de acordo com o FDA

Alimento Propésito Dose (kGy)
Carne suina fresca, ndo aquecida Controle de Trichinella spiralis 0,3 min. 1 max.
Alimentos frescos Inibicdo de crescimento e maturagéo 1 max.
Alimentos Desinfeccao de artrépodes 1 max.

Preparagfes enzimaticas secas ou

desidratadas Desinfeccdo microbiana 10 max.
Temperos secos ou desidratados Desinfeccdo microbiana 30 max.
Produtos avicolas frescos ou .

~ . Controle de patdégenos 3 max.
congelados, ndo cozidos
Carnes empacotadas congeladas S .
(apenas para a NASA) Esterilizaco 44 min.
Produtos de carne crua .
refrigerados Controle de patdégenos 4,5 max.
Produtos a base de carne, crus e i
congelados Controle de patdégenos 7 max.
Ovos frescos com casca Controle de Salmonella 3 max.
Sementes para brotagdo Controle de patdégenos 8 max.

Controle espécies de Vibrio e outros
agentes patogénicos de origem alimentar
Controle de patogenos causadores, e
extensdo de vida de prateleira

Moluscos frescos ou congelados 5,5 max.

Alface e espinafre frescos 4,0 max.

FDA, 2009

Na Unido Européia, a Directiva 1999/2/CE aborda as questfes legislativas
sobre alimentos e ingredientes tratados com radiagéo ionizante. A diretiva prevé uma
série de especificacdes relativas as radiagdes ionizantes, que incluem o controle dos
niveis de radiacdo permitida e os requisitos para a rotulagem do alimento. S&o
também especificadas as condigbes de importacdo dos alimentos irradiados. Os
paises membros da Unido Européia, através do Conselho e do Parlamento Europeu
aprovam a irradiacdo de ervas aromaticas desidratadas, especiarias e condimentos
vegetais. Alguns paises, como Bélgica, Franca e Holanda, sdo autorizados a tratar
com radiagcdo ionizante alimentos como peixes, crustaceos e moluscos, entre outros
(PARLAMENTO EUROPEU, 2004; FOOD SAFETY, 2012).

A irradiacdo de alimentos € cada vez mais aceita nos paises que compdem a
regido Pacifico-asiatica. Para atender as crescentes exigéncias sanitarias e
fitossanitarias do comércio internacional, 13 paises, entre eles China, Malasia, india,
Australia e Nova Zelandia, desejam regulamentar a irradiacdo de alimentos de
acordo com o Codex Alimentarius Commission/FAO/OMS. Na Australia e Nova
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Zelandia o Food Standards Australia New Zealand (FSANZ) regulamenta a
irradiacdo de alimentos. Nesses paises, ervas, especiarias e frutas tropicais podem
ser irradiadas. A Malasia aprovou a irradiacdo como tratamento para mangas
australianas, estabelecendo 300 Gy como sendo a dose minima exigida para o
controle de insetos e pragas. Em 2009 e 2010, a Australia exportou 263 toneladas
de mangas irradiadas para a Malasia. O resultado esperado com a adocédo dessas
medidas € um provavel aumento no volume de alimentos irradiados na regiao
Pacifico-asiatica (LUCKMAN, 2002; FSANZ, 2011).

Na América do Sul, Brasil, Argentina e Chile possuem legislacdo para
irradiacdo de alimentos (OLIVEIRA, 2000). De acordo com a legislacdo brasileira
vigente, através da resolucdo ANVISA RDC 21/01, qualquer alimento pode ser
tratado por radiacdo ionizante desde que a dose minima absorvida seja suficiente
para alcancar a finalidade pretendida e que a dose maxima absorvida seja inferior
aguela capaz de comprometer as propriedades funcionais e ou atributos sensoriais
do alimento (BRASIL, 2001). No Brasil séo irradiados condimentos, em especial 0s
gue compdem formulagcdes de grandes industrias alimenticias.

Fatores econbmicos e sociais como custo, disponibilidade, habitos
alimentares e outros fatores como legislacdo, aumento de refeicOes feitas fora de
casa e 0 emprego de novas tecnologias, exercem influencia sobre a escolha do
consumidor. Em estudo conduzido por Ornellas et al. (2006), observou-se que 59,6%
dos consumidores desconhecem que a irradiacdo € um método de conservacao de
alimentos e nao sabem responder se consomem produtos irradiados, 16% acreditam
que alimentos irradiados significam o mesmo que alimentos radioativos e 89%
consumiriam alimentos irradiados se soubessem que a irradiagcdo aumenta a

seguranca alimentar.

2.7 Efeito da radiacao ionizante nos alimentos

A radiagéo ionizante provoca alteragbes minimas a composi¢cado quimica dos
alimentos. Muitas dessas mudancas sdo semelhantes as formadas quando o
alimento € submetido ao tratamento térmico ou de desidratacdo. A radiacdo gama,

dependendo da dose, destr6i contaminantes microbianos, incluindo os
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microrganismos de decomposi¢cdo, aumentando a vida util do pescado, diminuindo
0s riscos a saude humana (CHOULIARA et al., 2004; WANG et al., 2009; ABREU
et al., 2009, ABREU et al., 2010). O °° Co produz raios gama que agem no DNA de
parasitas e microrganismos (LACROIX; QUATTARA, 2000). Alteragcbes na
composicao e populacdo microbiana e parasitaria dependem da dose de radiacéo,
estocagem, temperatura, condicbes de embalagem e espécie de pescado. A
radidlise pode causar a fragmentacdo e agregacdo de proteinas e a inativacao de
enzimas (OZDEN; INUGUR; ERKAN, 2007).

Camardes (Penaeus monodon) pré-cozidos, congelados e irradiados com
1,8 a 3,6 kGy, tiveram seu tempo de armazenamento baseado na quantificacdo de
microorganismo mesofilos, estendido de 33 para 47 dias. Testes hedbnicos
demonstraram que os camardes irradiados mantiveram-se aceitaveis durante todo
esse periodo (LACROIX et al., 1995).

Abreu et al. (2009) avaliaram os efeitos da radiacdo gama (2, 4 e 6 kGy) em
camardes congelados (Penaeus vannamei) e embalados apés inoculacdo de Vibrio
cholerae O1 e Salmonella. A dose de 6 kGy inibiu os microorganismos inoculados e
reduziu a oxidacgao lipidica durante o armazenamento. A textura do camardo néo foi
afetada pelas diferentes doses de radiacdo estudadas. A aceitacdo dos camardes
irradiados com 6 kGy foi menor quando comparada aos resultados obtidos pelos
camardes nao irradiados e os irradiados com 2 kGy.

A oxidacao lipidica é uma importante deterioracdo em pescado, definindo
sua vida util a medida que gera produtos indesejaveis e destréi vitaminas
lipossoluveis e acidos graxos essenciais (RAHARJO; SOFOS; SCHMIDT, 1992;
TARLADGIS et al., 1960). E responsavel pela incidéncia de “off-flavor”, “off-odor” e
“warmed-over flavor® relacionados & oxidacéo lipidica em carnes (FERNANDEZ;
PEREZ-ALVAREZ; FERNANDEZ-LOPES, 1997). O teste de rancidez oxidativa
através de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBA) é um indicador de
produtos secundarios formados durante o0 processo oxidativo, quantificando o
malonaldeido, um dos principais produtos de decomposicdo dos hidroperoxidos de
acidos graxos poliinsaturados (YERLIKAYA; GOKOGLU, 2010; RAHARJO; SOFOS;
SCHMIDT, 1992; TARLADGIS et al., 1960). Niveis de TBARS mais elevados em
amostras irradiadas em relacdo ao controle sao reportados por diversos autores
(ABREU et al., 2010; CHOULIARA et al, 2004; COzZzZO et al, 2003;
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JEEVANANDAM, et al., 2001). Isso ocorre em funcdo da formacédo de altas
concentracdes de radicais livres no substrato irradiado (CHOULIARA et al., 2004).

Normalmente sdo encontrados oxidos de colesterol em alimentos ricos em
colesterol, como é o0 caso de camardes. Entre os fatores que normalmente
ocasionam a formacdo dessas substancias, estd a radiacdo (SAVAGE; DUTTA,;
RODRIGUEZ-ESTRADA, 2002).

Apesar de se observar aumento dos valores dos acidos miristico e palmitico
com as doses de 4 e 6 kGy e 2 e 6 kGy respectivamente, em comparacdo com a
amostras nao irradiadas, a irradiacdo em doses de até 6 kGy nao afetou
negativamente o perfil de acidos graxos, o nivel de colesterol e a estabilidade dos
lipideos e da cor de caudas de camardo (Penaeus vannamei) congeladas (ABREU
et al., 2010).

Foram investigadas mudancas microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais
em camardes (Penaeus vannamei) fritos e irradiados com 1, 3, 6 e 9 kGy. A dose de
6 kGy eliminou microrganismos deteriorantes sem afetar a qualidade sensorial do
produto. Quanto aos parametros de cor, os valores de L* aumentaram, enguanto
valores de a* decresceram com o0 aumento da doses de radiacdo. A irradiacdo nao
exerceu efeito significativo na textura do produto, no entanto a dose de 9 kGy
ocasionou o aumento de componentes volateis como alcodis, cetonas, aldeidos,
furans e oOxidos. De acordo com a analise sensorial, os camardes irradiados até 6
kGy foram considerados aceitaveis para o consumo. Considerou-se a dose de 6 kGy
adequada para a extensao da vida atil de camardes fritos (WANG et al., 2009).

Filés de salmao fresco (Salmo salar) foram tratados com diferentes doses de
radiacdo (1; 1,5; 2 e 3 kGy) e estocados a 4° C por 6 dias. A cor (valores de a*) do
salméo foi relacionada com o conteudo de astaxantina, que decresceu com o
aumento das doses de radiacdo. A dose de 1 kGy nao causou modificacbes
significativas na cor e nos niveis de astaxantina dos filés de salmdo tratados
(YAGIZA et al., 2010).

Sinanoglu et al. (2007) estudaram os efeitos da radiagdo gama (2,5 e 4,7 kGy)
em moluscos (lulas e polvos) e crustaceos (camardes). A irradiacdo de camaréo e
lula com 2,5 ou 4,7 kGy reduziu a contaminag&o por bactérias mesofilas para niveis
baixos ou ndo-detectavel. A radiacdo gama néo teve efeito significativo (P> 0,05) no

teor de lipideos totais, acidos graxos totais e w3 e w6.
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Segundo Outtara, Sabato e Lacroix (2001), a tecnologia de irradiacéo inibe
bactérias aerodbicas, incluindo P. Putida e, como resultado, estende a vida util de
camardes (Penaeus ssp) cozidos, por 5 dias e por 11 dias, qguando associada a uma
cobertura a base de 0leos essenciais.

Peixes (Dicentrarchus labrax) foram irradiados com Cobalto-60 (2,5 e 5 kGy) e
armazenados de 2 a 4 °C. Foram encontradas diferencas significativas entre peixes
nao iradiados e irradiados quanto a umidade, proteina, gordura, cinzas e contetudo
de carboidratos. Observou-se aumento do total de acidos graxos saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados em amostras irradiadas (OZDEN; ERKAN; 2010).

O efeito da radiacdo gama (1, 3 e 5 kGy) na qualidade microbiolégica de filés
de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) congelados (-20° C) foi estudado durante
cinco meses. A radiacdo gama e o aumento do tempo de estocagem exerceram
efeito significativo (P<0,05) na reducdo da populacdo de microorganismos. A menor
carga microbiana observada ao final do quinto més de estocagem corresponde a
amostras irradiadas com 3 kGy (2 Log CFC / g) (ORAEI et al., 2011).

2.8 Aplicacao daradiacao nainibicdo de alergia alimentar

Jankiewicz et al. (1997) estudaram a influéncia do processamento de
alimentos sobre a estabilidade imunoquimica de alérgenos de aipo. Raizes de aipo
foram processadas por irradiagdo, aquecimento em microondas, cozimento,
secagem, alta pressdo e impulso de alta tensdo. A estabilidade imunoquimica de
trés conhecidos alérgenos de aipo foi testada com soros de pacientes alérgicos a
aipo. Foram também utilizados anti-soros de coelho para detectacdo dos alérgenos
profilina e Api g 1 através de “imunoblots”. A especificidade e reatividade de IgE do
soro de pacientes foram investigados através de “imunobloting”, teste imunol6gico
EAST e por inibicdo de anticorpos IgE. Os trés métodos indicaram a redugcédo da
reatividade alergénica do aipo através dos processos termais. O calor diminuiu a
estabilidade dos alérgenos de aipo na seguinte ordem: epitopes de carboidratos >
profilina > Api g 1. Em contraste, a alergenicidade foi apenas levemente reduzida

pelos processos ndo-térmicos, incluindo o tratamento por radiagdo gama (10 kGy).
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Sementes de castanha de caju foram submetidas a radiagdo gama, (1, 5, 10 e
25 kGy), autoclavagem (121 ° C por 5, 10, 20 e 30 min), branqueamento (100 ° C por
1, 4, 7 e 10 min), aguecimento em microondas (1 e 2 min cada em 500 e 100 W),
tratamento térmico (140 °© C por 20 e 30 min; 170 ° C por 15 e 20 min; e 200 ° C por
10 e 15 min), e pH (1, 3,5, 7, 9, 11 e 13). Utilizou-se para determinar a estabilidade
dos alérgenos, anticorpos policlonais de coelhos e anticorpos monoclonais de ratos.
Os resultados observados indicaram que Ana o 1, Ana o0 2, e Ana 0 3, principais
alérgenos de castanha de caju, sdo estaveis, independentemente do método de
processamento utilizado (VENKATACHALAM et al., 2008).

Técnicas de processamento de alimentos podem modificar proteinas
alergénicas em pescado. Foram identificados mais de 100 alérgenos em peixes, mas
conhece-se pouco sobre o efeito do processamento na sua reatividade alergénica.
De acordo com Sletten et al. (2010), as mudancas na alergenicidade de um produto
podem depender do efeito do processamento sobre os padrdes de oligomerizacéo
da parvalbumina, que também pode variar em diferentes espécies de peixes.

Muitos pacientes alérgicos a camarfes apresentam IgE especifico para a
tropomiosina, que, quando degradada em fragmentos peptidicos, pode ligar-se ao
IgE através de epitopes. A irradiacdo pode ocasionar agregacao de aminoacidos
livres e proteinas, alterando os epitopes, gerando o ndo-reconhecimento da proteina
pelos anticorpos IgE. (LACROIX; JOBIN; MEZGHENI, 1998, BYUN et al., 2002). A
alergenicidade pode decrescer ou aumentar em alimentos processados com a
destruicdo ou com a formacdo de novos epitopes (BESLER et al., 2001). O
decréscimo da reatividade alergénica é mensurada com base na inibicdo do IgE
pelas proteinas alergénicas presentes na amostra. A radiacdo gama pode ocasionar
danos a proteinas, através da formacéo de radicais livres durante radiélise da agua.

Byun et al. (2002) avaliaram a aplicacdo da irradiagdo de alimentos como
metodo para a reducédo de alergias alimentares. Foram utilizadas beta-lactoglobulina
do leite de vaca, albumina de ovo de galinha e tropomiosina de camardo, como
modelos de alérgenos alimentares. Os resultados desse estudo demonstraram que a
radiacdo gama, dependendo da dose, é capaz de reduzir a alergenicidade dos
alimentos. Em outro experimento (BYUN et al., 2000), foi avaliada a performance da
irradiacdo de alimentos como método para a reducédo da reatividade alergénica a
camardes. A proteina isolada de camardes e camardes frescos foram irradiados com

doses de 1, 3, 5, 7 e 10 kGy. Observou-se que a habilidade da imunoglobulina E em
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ligar-se ao alérgeno do camaréo irradiado decresce de acordo com o aumento da
dose de radiacdo gama aplicada. Lee et al. (2005) também reportaram o efeito
positivo da radiacdo gama na reducao das propriedades alergénicas da albumina de
ovo em bolos confeccionados com ovos irradiados.

Proteinas alergénicas nao foram alteradas com a dose de radiacdo gama de
1,25 kGy em tomates cereja irradiados, apesar de essa exercer efeito positivo na
reducdo da populacdo de Listeria monocytogenes, previamente inoculada
(TODORIKI et al., 2009). Silva et al. (2006), embora tenham observado através de
SDS-PAGE e Urea IEF (CleanGel) pequenas alteracdes na estrutura protéica de
peixe (Trachurus trachuru) irradiado (1,5 e 10 kGy) e armazenamento em gelo,
essas nao se mostraram significativas. J& o contetddo de tropomiosina em moluscos
e camardes irradiados foi reduzido pelo uso da radiagdo gama (2,5 e 4,7 kGy).
Nesse trabalho, a dose 4,5 kGy inativou completamente os alérgenos, promovendo o
aumento da seguranca e manutencao da qualidade do produto (SINANOGLU et al.,
2007).

Zhenxing et al. (2007) compararam o efeito da radiacdo gama (3 a 15 kGy)
em extratos e musculo de camardo (Penaeus vannamei). Os resultados encontrados
por esses autores sugerem que em extratos protéicos irradiados ha o decréscimo da
alergenicidade com o aumento da dose de radiacdo. Entretanto, nesse mesmo
experimento, musculos de camardes irradiados exibiram aumento na alergenicidade
com doses de radiacdo inferiores a 5 kGy, tendendo a decréscimo quando a dose
excedeu 10 kGy. Leszcznska et al. (2003) estudaram a influéncia da radiacdo gama
(2,2 a 12,8 kGy) sobre a imunorreatividade de gliadina e farinha de trigo. Nesse
experimento, também se observou maior imunoreatividade com o aumento das
doses de radiacéo.

Lee et al. (2007) compararam diferentes tipos de radiacdo (raios gama e
elétrons acelerados) para a inativacdo ou reducéo da alergia a albumina de ovo de
galinha (OVA). Através de SDS-PAGE e “imunobloting”, observaram que as bandas
OVA desapareceram de acordo com a dose e ndo com o tipo de radiagdo. O mesmo
efeito da radiacdo nao foi observado por Harder (2009), através de teste ELISA e
anticorpos policlonais, onde as doses de irradiagéo de 10, 20 e 30 kGy em ovos, ndo

foram eficientes no controle do alérgeno ovomucoide.
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Estudos recentes apontam a possibilidade de haver um novo emprego da
irradiagdo de alimentos relacionada a alergia alimentar (SEO et al., 2007; OH at al.,
2009). Os métodos para o tratamento de respostas alérgicas incluem inibicdo de
células Tw2 por citocinas do tipo Tyl ou CpG oligodeoxynucleotideos, imunuterapia e
uso de antihistaminicos como os glucocorticéides. Esses tém sido usados de forma
clinica e experimental, sendo que a supressao da ativacdo das células Ty2 e
citocinas induzem a inibicdo de respostas alérgicas (BARNES, 1999; EPSTEIN,
2006). Na imunoterapia com alergénicos utilizam-se extratos de alérgenos e
alérgenos modificados, incluindo peptideos, alérgenos polimerizados ou vacinas de
DNA de alérgenos (HAYGLASS; STEFURA, 1991; LARCHE; WRAITH, 2005; LI et
al., 2005; EPSTEIN, 2006). Seo et al. (2007) relataram que a ovalbunina (OVA),
uma das principais proteinas alergénicas em ovos, quando irradiada (50 a 100 kGy),
reduz IgE e citocinas (ILs-4 e -5) que estéo relacionadas com a resposta imune Ty2
em camundongos OVA-alérgicos. Esses resultados sugerem que alérgenos
modificados pela radiagdo gama podem suprimir o Ty2 dominante. Oh et al. (2009)
avaliaram a reducao da alergenicidade de extrato de amendoim irradiado (10 e 50
kGy) usando ratos sensibilizados. Esses autores concluiram que o extrato de
amendoim irradiado reduz citocinas (IL-4) relacionadas com a resposta imune Ty2
em ratos sensibilizados. Esses resultados sdo preliminares, mas sugerem que
alérgenos de amendoim e ovos modificados pela radiacdo gama podem ser

empregados como imundgenos.
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3. EFEITO DA RADIACAO GAMA NA REATIVIDADE ALERGENICA E NAS
PROPRIEDADES SENSORIAIS E COR DE CAMARAO (LITOPENAEUS
VANAMMEI)

RESUMO

O pescado é uma importante fonte de alimento em todo mundo. O consumo
de camardo é causa frequente de alergia alimentar. A radiagdo gama, apesar de
muito eficaz no aumento da vida util e seguranca dos alimentos, pode causar
alteracdes capazes de afetar negativamente a aceitacdo do produto irradiado. O
objetivo desse experimento foi avaliar o efeito da radiagdo gama na reatividade
alergénica, na cor e na aceitagdo de camardes. Amostras de camardo-branco-do-
pacifico (Litopenaeus vannamei), descongeladas e liofilizadas, foram irradiadas com
doses de: O (test.), 5, 10 e 15 kGy. Utilizou-se para a irradiacdo um irradiador
multipropdsito, semi-industrial de ® Co. A taxa de dose empregada foi de 7,5
kGy/hora. Realizou-se reatividade IgE (ELISA quimérico), analise sensorial (teste
heddnico) e determinacdo da cor instrumental (colorimetro Minolta CR-400). Os
dados obtidos foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey
(p<0,05). As doses de radiagdo gama aplicadas nesse experimento nao alteraram,
de forma significativa, a reatividade alergénica, a cor e a aceitacdo dos camardes
estudados. A radiacdo gama nessas doses nao pode ser indicada para o controle de

alérgenos em camardes, por ndo ter modificado a estrutura protéica alergénica.

Palavras-chaves: Camardao. Radiacdo gama. Andlise sensorial. Cor instrumental.

Alergia alimentar.
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ABSTRACT

Seafood is an important source of food widely used in the world. The consumption of
shrimp, however, is a frequent cause of food allergy. The gamma radiation, although
very effective in increasing food shelf life and safety, can cause changes in the
acceptance of irradiated products. This study investigated the effect of gamma
irradiation on color, acceptance and allergenic reactivity of shrimp. Samples of white
shrimp-Pacific (Litopenaeus vannamei) were thawed and freeze-dried, then,
irradiated (Cobalt-60) with O (test.), 5, 10 and 15 kGy. The dose rate used was 7.5
kGy / hr. We performed the sensory analysis (hedonic testing), instrumental color
determination (colorimeter Minolta CR-400) and IgE reactivity analysis (chimeric
ELISA). The data were subjected to the variance analysis (ANOVA) and Tukey test
(p<0.05). The doses of gamma radiation applied in this experiment did not
significantly alter the color, consumers’ acceptance and allergenic reactivity of
shrimp. The gamma radiation at these doses is not indicated for the control of

allergens in shrimp, because they did not change the allergenic protein structure.

Key-words: Shrimp. Gamma radiation. Sensory analysis. Instrumental color. Food

allergy.
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3.1 Introducéao

Os crustaceos constituem um dos grupos mais importantes de organismos
aguaticos, representando cerca de 7 % das capturas mundiais. Desse grupo, quase
todas as espécies sao consideradas de alto valor comercial. Porém, os camardes e
lagostas séo as espécies de maior relevancia, sendo capturadas em quase todo o
mundo. Em 2009 foram capturados cerca de 11 milhdes de toneladas de
crustaceos. Desse total aproximadamente 60% eram camardes. Além das capturas
naturais, o cultivo de camarfes tropicais esta aumentando consideravelmente. A
producdo mundial de camardo-branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei) passou
de pouco mais de 145 mil toneladas no ano 2000 para cerca de 2 milhdes de
toneladas em 2006 (FAO, 2008).

Sendo o camardo um produto altamente perecivel, a conservacao pds-abate
€ um dos pontos criticos da atividade. A indastria de alimentos, buscando atender as
necessidades de reducdo das perdas alimentares e a diminuicdo de riscos a saude
humana, passou a investir em novos processos tecnologicos para conservacao de
seus produtos. A irradiacdo de alimentos é um tratamento que utiliza raios
eletromagnéticos ou elétrons capazes de preservar por um longo periodo a
gualidade e a seguranca dos alimentos.

A radiacdo gama, dependendo da dose, destréi contaminantes microbianos,
incluindo os microrganismos de decomposi¢cao, aumentando a vida util do pescado,
diminuindo os riscos a saude humana (CHOULIARA et al., 2004; WANG et al., 2009;
ABREU et al., 2009; ABREU et al., 2010). O ® Co produz raios gama que agem no
DNA de parasitas e microrganismos (LACROIX; QUATTARA, 2000).

Alteracbes na composicdo e populagdo microbiana e parasitaria dependem
da dose de radiacdo, estocagem, temperatura, condicdes de embalagem e espécie
de pescado (OZDEN et al., 2007). O processo de irradiacdo também pode reduzir a
reatividade alergénica de alimentos. O consumo de moluscos, como lulas e polvos,
e crustaceos, como o camardo, é causa frequente de alergia alimentar. Estudos
relatam que pacientes alérgicos a crustaceos apresentam anticorpos IgE especificos
para a tropomiosina (Pen al). A tropomiosina degradada em fragmentos peptidicos
apresenta epitopes que se ligam a anticorpos previamente sensibilizados.

A maioria dos alérgenos sdo muito estaveis quando processados. Entretanto,

a tecnologia de irradiacéo de alimentos é capaz de alterar a estrutura dos epitopes
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presentes nos alérgenos de ovos, camardes, lulas, polvos, peixes e leite (BYUN et
al., 2002; BYUN et al., 2000; LEE et al., 2005; SINANOGLOU et al., 2007). O maior
alérgeno em camarbes € a tropomiosina, uma proteina muscular com peso
molecular de cerca de 35 kDa (SHIMAKURA et al., 2005). Outras proteinas também
foram identificadas como alérgenos (AYUSO et al., 2008). Esses alérgenos tém
como caracteristica em comum a alta estabilidade térmica e resisténcia a protedlise.

Apesar de muito eficaz no aumento da vida util e seguranca dos alimentos, a
radiacdo gama, dependendo da dose, pode causar alteracBes indesejaveis nos
alimentos. Essas mudancas podem afetar negativamente a aceitacdo do pescado
irradiado. O objetivo desse experimento foi avaliar o efeito da radiagdo gama na
reatividade alergénica a tropomiosina, cor instrumental e atributos sensoriais de

camardes (Litopenaeus vannamei).

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Preparo das amostras

As amostras foram adquiridas congeladas, diretamente de uma empresa
distribuidora de pescado. Parte das amostras foi mantida sob refrigeracao (£7° C)
até o descongelamento e posterior irradiacdo e parte foi liofilizada (liofilizador EC
Modulyo/EC Apparatus Inc.) e depois irradiada. Apés a liofilizagdo, houve perda de

umidade no camarao de aproximadamente 76%.

3.2.2 Irradiacdo das amostras

As amostras descongeladas foram transportadas em caixas isotérmicas com
gelo e as liofilizadas em embalagens plasticas em temperatura ambiente até a
planta de irradiacdo no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (Sdo Paulo,
Brasil), onde foram empregadas as doses de radiacdo de 5, 10 e 15 kGy, mantendo-
se amostras sem irradiagao-controle. Utilizou-se para a irradiacdo um irradiador
multipropésito, semi-industrial de ® Co. A taxa de dose empregada foi de 7,5
kGy/hora.
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3.2.3 ELISA Quimérico

Ensaios ELISA foram utilizados para a determinacdo dos niveis de anticorpos
IgE especificos para tropomiosina de camarao , ho soro de pacientes alérgicos. Foi
utiizado o método de ELISA quimérico, em que um anticorpo quimeérico € usado
para a construgdo de curva-controle, o que permite a quantificagdo precisa dos
niveis de IgE especifica (ICHIKAWA et al., 1999; TROMBONE et al.,, 2002). O
anticorpo monoclonal 1A6 foi utilizado no ELISA para quantificar IgE anti-Per a 7.
Esse anticorpo, anti-tropomiosina de invertebrados, foi gentilmente fornecido pelo Dr.
Rob Alberse (Amsterdam, Holanda), através do Laboratério de Imunologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — FMRP — USP.

3.2.4 Soros de pacientes

Selecionaram-se no banco de soros do Laboratorio de Imunologia do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — FMRP — USP, 27 soros

IgE positivos especificos para a tropomiosina, para serem utilizados no teste ELISA.

3.2.5 Preparo dos concentrados protéicos

Pesaram-se aproximadamente 5g de camardo fresco e 15g de camarao
liofilizado para cada tratamento. As amostras foram fervidas por 7 minutos em agua
Milli-Q e homogeneizadas (Politron PT) com 20 mL de PBS (20%), permanecendo
sob agitagdo por uma noite a 4°C. Foram entdo centrifugadas por 15 minutos a
6000 rpm. Retiraram-se 0s sobrenadantes e submeteram-se as amostras ao
processo de Sonicacgdo por 3 ciclos de 10 minutos para promover o rompimento de
células e guebra de moléculas de DNA por meio de ondas sonoras de alta
frequéncia. As amostras foram re-centrifugadas a 13200 rpm a 4°C por uma hora.
Retirou-se novamente o sobrenadante e realizou-se quantificacdo de proteina pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976).
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3.2.6 Construcao da curva controle

A curva controle foi construida utilizando anticorpo quimérico, caracterizado
por apresentar porcdo Fab de camundongo e porgédo Fc de cadeia € humana. Esse
anticorpo, direcionado contra Der p 2, alérgeno do grupo 2 de D. pteronyssinus, é
constituido de dominios variaveis de cadeias pesadas e cadeias leves de um
anticorpo monoclonal para Der p 2 (clone 2B12) e de dominios de cadeia pesada de
Igg. O desenvolvimento desse anticorpo quimérico (2B12-IgE) foi descrito em
detalhes (ELDERFIELD et al., 1996; SCHUURMAN et al., 1995; SCHUURMAN
et al., 1997).

3.2.7 Determinacao de anticorpos IgE especificos para alérgenos de camaréo

Placas de polipropileno (Corning Incorporated, New York, USA) foram
cobertas com 100ul de mAb 1A6 anti-tropomiosina em concentragéo de 10pg.mL™,
diluidos em tampéao carbonato bicarbonato, pH 9,6, por 18h a 4°C. Apoés 3 lavagens
com PBS-Tween, foi realizado blogueio com 300uL.poco® de 1% BSA-PBS-T
durante 30 minutos, a temperatura ambiente, seguido de 3 lavagens com PBS-T.
Posteriormente foram adicionados 100ul de extrato de camardo em concentracéo de
(5ng.mL™), diluidos em 1% BSA-PBS-T, por lhora, & temperatura ambiente. Apés 5
lavagens com PBS-T, foram aplicados 100pul.poco™ de soro diluido 1:10 em 1%
BSA-PBS-T, por 2 horas, a temperatura ambiente. Apds 5 lavagens com PBS-T,
foram adicionandos 100pl.poco™ de anticorpo de cabra anti IgE humana biotinilado
(Kirkegaard & Perry Cat, Gaithersburg , USA) diluido 1:4000 em 1% BSA-PBS-T, por
1 hora, a temperatura ambiente. Apo6s 5 lavagens com PBS-T, foram adicionados
100uL de streptavidina- peroxidase diluida (1:1000) em 1% BSA-PBS-T, por 30
minutos, a temperatura ambiente, seguida de 5 lavagens com PBS-T. A reacédo foi
desenvolvida com 100pl.poco™® de ABTS/H,0. (2,2 -azino-di-3 ethylbenzthiazoline
sulfonic acid contendo H,0O; 0,02%). A densidade Optica foi determinada por leitura

em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 405nm.
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3.2.8 Analise da cor

A determinacdo da cor dos camardes foi realizada através de um colorimetro
(Minolta CR-400), utilizando-se o sistema CIE L*a*b*, em que L*= luminosidade, a*=
intensidade vermelho/verde e b*= intensidade amarelo/azul, pelo sistema Hunter
Lab, com fonte iluminante D65, calibrando em porcelana branca com padrdo de
Y=93,7; x=0,3160 e y+0,3323. O croma (c) e o Hue-angle (H° foram calculados

através de formulas matematicas (1 e 2).

c=v@+by L. (1)
H° =arctg. b*/a> ... (2)

3.2.9 Anélise sensorial

Selecionaram-se aleatoriamente 40 provadores nao-treinados, consumidores
de camarao, dentre uma populacédo de adultos saudaveis (18 a 50 anos), de ambos
0s sexos. Foram realizados testes hedbnicos para as caracteristicas, aroma,
aparéncia e sabor. Os provadores avaliaram sensorialmente o produto de acordo
com metodologia proposta por Meilgaard, Civille e Carr (1999).

As amostras irradiadas e nédo-irradiadas foram testadas no primeiro dia de
armazenamento sob refrigeracdo, para o produto preparado, cozido em &gua
previamente fervida com 1% de NaCl de acordo com Kirschnik e Viegas (2004).
Analisaram-se também amostras sem preparo quanto a aparéncia do produto.

No laboratério de analise sensorial com cabines individuais, os provadores
receberam as amostras servidas em pratos brancos. Foram apresentadas quatro
amostras (uma para cada tratamento: 0 (test.), 5, 10 e 15 kGy) codificadas com
nameros de 3 digitos. Solicitou-se aos provadores que analisassem cada uma das
amostras, usando uma escala feita para esse propdsito (com nove pontos). Para a
seguranca dos provadores participantes da analise sensorial, as amostras de
camarbes foram submetidas a andlise microbioldégica para a determinacdo da
presenca de Salmonella spp e das populacdes de Coliformes totais, Escherichia coli
e Staphylococcus aureus (HORWITZ, 2005; ISSO 6888-1, 2003; ISSO 6579, 2002).



63

3.2.10 Analise estatistica

Os dados obtidos apdés o processamento analitico das amostras foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Para verificar quais tratamentos
diferiram, foi aplicado o teste de Tukey (Teste T-Teste de minima diferenca
estatistica) para realizar comparagbes pareadas das médias dos tratamentos,
estabelecendo-se o nivel minimo de significancia de 5% (p<0,05). Foi utilizado o
software SAS Institute (SAS INSTITUTE, 1996).

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1 ELISA Quimérico

Apesar de trabalhos anteriores reportarem que a radiagdo gama pode reduzir
a alergenicidade de camardes, ovos e leite, ndo se observou nesse experimento
diferenca estatistica significativa (P>0,05) entre os tratamentos através do teste
ELISA (Tabela 3). Alguns autores observaram a reducao da reatividade IgE em
alimentos com o aumento da dose de radiacdo, mas muitos deles submeteram a
proteina alergénica, e ndo o alimento, a irradiacdo (LEE et al., 2007; BYUN et al.,
2002; LEE et al., 2000). Proteinas alergénicas nao foram alteradas com a dose de
radiacdo gama de 1,25 kGy em tomates-cereja irradiados, apesar de essa exercer
efeito positivo na reducdo da populacdo de Listeria monocytogenes previamente
inoculada (TODORIKI et al., 2009). Todavia, o contetdo de tropomiosina em
moluscos e camardes irradiados foi reduzido pelo uso da radiacdo gama (2,5 e 4,7
kGy). Nesse trabalho, a dose 4,5 kGy inativou completamente os alérgenos,
promovendo o aumento da seguranca e manutencdo da qualidade do produto
(SINANOGLU et al., 2007). Zhenxing et al. (2007) compararam o efeito da radiacao
gama (3 a 15 kGy) em extratos e musculo de camardo (Penaeus vannamei). Os
resultados encontrados por esses autores sugerem que em extratos protéicos
irradiados ha o decréscimo da alergenicidade com o aumento da dose de radiacao.

Entretanto, nesse mesmo experimento, masculos de camarfes irradiados exibiram
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aumento na alergenicidade com doses de radiagao inferiores a 5 kGy, tendendo a
decréscimo quando a dose excedeu 10 kGy.

Muitos pacientes alérgicos a camarbes apresentam IgE especifico para a
tropomiosina, que, quando degradada em fragmentos peptidicos, pode ligar-se ao
IgE através de epitopes. A irradiacdo pode ocasionar agregacdo de aminoacidos
livres e proteinas, alterando os epitopes, gerando o0 ndo-reconhecimento da proteina
pelos anticorpos IgE. (LACROIX; JOBIN; MEZGHENI, 1998; BYUN et al., 2002). A
alergenicidade pode decrescer ou aumentar em alimentos processados com a
destruicdo ou com a formacdo de novos epitopes (BESLER et al.,, 2001). O
decréscimo da reatividade alergénica é mensurada com base na inibicdo do IgE
pelas proteinas alergénicas presentes na amostra. A radiacdo gama causa danos a
proteinas através da formacdo de radicais livres durante radidlise da agua.
Provavelmente, em musculos de camarédo, como € o caso do experimento realizado,
outros componentes, como os lipideos, minimizem os danos a tropomiosina
(ZHENXING et al., 2007).

Modificacbes protéicas produzidas pela radiacdo ionizante incluem
desaminagdo, descarboxilacdo, reducdo de ligacbes disulfitosoxidacdo de grupos
disulfidricos, quebra de ligacGes peptidicas e mudancas no estado de valéncia de
ions metalicos em enzimas (GARRISON, 1987; NAWAR, 1986). Os resultados do
experimento, quando analisados em conjunto com os demais resultados observados
na literatura, sugerem que a radiacdo gama, quando utilizada em alimentos de
origem animal ou tecidos vegetais, pode reduzir, aumentar, inativar ou nao ser
efetiva na reatividade alergénica de alimentos, como no caso dos camardes
estudados. Isso se deve provavelmente aos diferentes compostos protetores
presentes nos alimentos. De acordo com Sletten (2010), os mecanismos indutores
de mudancas em proteinas imunogénicas em peixes dependem mais dos processos
utilizados do que das espécies; entretanto, as respostas individuais podem ser muito
variadas. Processos quimicos podem causar a diminuicdo da capacidade de ligacéo
do IgE ou provocar maior sensibilizagdo de peptideos modificados ou degradados. A
composicao fisico-quimica e nutricional de pescado depende da espécie, sexo,
nutricdo, estagio de desenvolvimento e época do ano em que foi despescado.
Provavelmente, quando a proteina alergénica é irradiada isoladamente, a
interferéncia desses componentes é eliminada, favorecendo a modificacdo de sua

conformacédo, o que ndo ocorre necessariamente no masculo irradiado.
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Tabela 3 - Concentracao (ug/mL) de alérgenos por ELISA quimérico
em camardes irradiados, descongelados e liofilizados

Dose (kGy) Descongelado Liofilizado

NI* 21,67*+ 37,01 15,58%+ 34,30
5 17,36%+ 35,98 35,95% + 64,12
10 17,95% + 36,71 27,33% £ 59,55
15 16,51% + 35,60 38,62% + 77,92

*Controle nao irradiado

3.3.2 Anélise sensorial

De acordo com os resultados obtidos, as amostras de camardes
encontravam-se em conformidade com os padrées microbiol6gicos estabelecidos
pela RDC N°2 de 02/01/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), Grupo 7 (BRASIL, 2004) , ndo oferecendo risco aos provadores (Tabela
4).

Tabela 4 — Contagem de microorganismos no camarao (Litopenaeus vannamei)

Determinagéo Resultado
Salmonella spp ausente
Coliformes totais (UFC/g)* 1,1X10° (est)**
Escherichia coli (UFC/g)* <10
Staphylococcus aureus (UFC/g)* <10°

* Unidades formadoras de colbnia.
**Contagem estimada, abaixo do limite de quantificacdo do método.

A aparéncia de camarbes descongelados irradiados e nao-irradiados nao
diferiu estatisticamente, embora maiores notas fossem atribuidas aos camardes
nao-irradiados. Resultado semelhante foi observado por Abreu et al., 2009. De
acordo com a escala hedbnica utilizada para essa analise, os provadores gostaram
da aparéncia das amostras ligeiramente (nota 6) a moderadamente (nota 7). Os
provadores gostaram (notas 6 e 7) do aroma das amostras nao-irradiadas e
irradiadas com 5 kGy e foram indiferentes ao aroma das demais amostras irradiadas
(nota 5). Miyagusku et al. (2003) relataram que amostras de filé de frango irradiadas
com 1,5; 3,0 e 7,0 kGy néo sofreram rejeicao pelos provadores em analise sensorial,

apesar de apresentarem odor caracteristico do processo ao longo do
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armazenamento. Nao houve diferenca significativa entre o sabor de amostras
irradiadas e nao-irradiadas, apesar de maiores notas serem atribuidas as amostras
nao-irradiadas e irradiadas com 5 kGy. Apesar das doses elevadas de radiacao
empregadas nenhuma amostra foi rejeitada pelos provadores quanto a aparéncia,

aroma e sabor (nota abaixo de 4) (Tabela 5).

Tabela 5 - Analise sensorial de camardo-branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei)
descongelado e liofilizado submetido a doses de irradiacéo

Descongelado Liofilizado
Doses Aparéncia Aroma Sabor Aparéncia Aroma Sabor
NI* 7,18°+1,31 7,03°% 151 7,36°+1,27 | 594%+1,88 6,37°+t1,45 5,69 1,69
5 kGy 6,93°+1,43 6,45°+1,03 6,87°162 | 548°+1,88 528"+153 541°%1,88
10kGy 6,45°1,86 5,75°+1,46 651°*184 4,84™+175 4,88°+143 4,94°+181
15kGy 6,78°+135 575" 177 6,27%% 167 | 409°+140 450°+1,78 4,50 2,02

*Controle ndo-irradiado

Quattara, Sabato e Lacroix (2001) também ndo detectaram efeitos negativos
produzidos pela radiacdo gama nos parametros organolépticos aparéncia, aroma e
sabor, em estudo conduzido para avaliar o efeito da radiacio gama e cobertura
antimicrobiana na vida util de camardo pré-cozido (Penaeus spp). Resultados
obtidos por Lacroix et al. (1995) em camardes pré-cozidos (Penaeus monodon),
congelados e armazenados a -18°C por 29 dias, demonstram que a combinacgéo de
tratamentos (congelamento e irradiacdo) pode ser utilizada para aumentar o tempo
de estocagem, sem, contudo, afetar a aceitabilidade dos consumidores. De acordo
com resultados apresentados por Abreu et al. (2008) em analise sensorial de
pescado refrigerado (Lophius gastrophysus) e irradiado (3; 5 e 7 kGy), a amostra-
controle apresentou sabor e aroma mais agradaveis que as amostras irradiadas e a
dose de 5kGy de radiacdo foi a que apresentou melhor perfil de sabor e aroma,
guando comparada com as amostras irradiadas a 3 e 7 kGy.

Os provadores foram indiferentes a aparéncia das amostras liofilizadas néo-
irradiadas e irradiadas com 5 kGy e desgostaram moderadamente das demais
amostras. As amostras 0; 5 e 10 kGy nao diferiram estatisticamente quanto ao
atributo aparéncia. Quanto ao aroma, 0s provadores aprovaram a amostra nao-
irradiada, foram indiferentes a amostra 5 kGy e desgostaram ligeiramente das
demais amostras. As notas atribuidas para o sabor de amostras nao-irradiadas e

irradiadas nao diferiram estatisticamente. Menores notas foram atribuidas as
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amostras liofilizadas em relacdo a amostra fresca, provavelmente pela falta de
familiaridade dos provadores com o tratamento de liofilizag&o.

De acordo com os resultados obtidos através da escala hedbnica para
camardes sem preparo, analisando-se numericamente, os provadores gostaram da
aparéncia das amostras frescas, nao-irradiadas e irradiadas com as doses de 5 e 10
kGy e foram indiferentes as amostras irradiadas com 15 kGy. Foram indiferentes
também quanto a aparéncia das amostras liofilizadas néo-irradiadas e irradiadas
com 5 kGy e 15 kGy e desgostaram ligeiramente das demais amostras liofilizadas.
Apesar desses resultados, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos de acordo com a dose de irradiagao (Tabela 6). A radiacdo gama nas
doses utilizadas ndo alterou a aparéncia do camardo-branco-do-pacifico

(L. vannamei) liofilizado sem preparo.

Tabela 6 - Aparéncia de camardo-branco-do-pacifico (Litopenaeus
vannamei) sem preparo, irradiado, fresco e liofilizado

Doses Descongelado Liofilizado

NI* 6,63%+1,71 547°%+221
5 kGy 6,43 %+ 1,56 517 %+1,62
10 kGy 6,07 %+ 1,45 4,43%+161
15 kGy 5,673+194 517°%+1,76

*Controle ndo-irradiado

3.3.3 Determinacao da cor

Foram encontrados, para o camardao descongelado, valores de 48,89 a 44,08
paraL; —0,90 a 1,33 para a*; - 1,03 a 2,50 para b*; 1,34 a 2,84 para Croma e 118,68
a 215,69 para H° (Tabela 7). Foi observada coloracao inicial cinza, tanto nos
camarfes irradiados como nos ndo irradiados. Ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos para luminosidade. Amostras nao-irradiadas
apresentaram maior intensidade da tonalidade vermelha em comparacdo aos
demais tratamentos (Tabela 7). Resultado diferente foi encontrado por Abreu et al.
(2009) em camaréao (L. vannamei) irradiado com 2; 4 e 6 kGy, onde se observou
aumento do L* e valores de a* e b* inalterados com o aumento da dose de radiacao.

Camardes fritos (P. vannamei) e irradiados com 1, 3, 6 e 9 kGy apresentaram
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aumento do L* e decréscimo dos valores de a* com o aumento das doses de
radiagdo (WANG et al., 2010).

O decréscimo dos valores de a* nos camarfes irradiados indica que o0s
pigmentos presentes na amostra, em especial a astaxantina, foram sensiveis a
radiacdo gama. Com o aumento da dose de radiacdo, ocorreu branqueamento das
amostras indicando que o decréscimo dos valores de a* pode estar associado com a
degradacdo da astacina. Esses resultados também foram observados em filés de
salmdo do atlantico (Salmo salar) irradiados (1 a 3 kGy), onde se observaram
menores valores de *a com o0 aumento das doses de radiacdo e correlacao positiva
com o decréscimo da astaxantina (YAVUZ et al., 2010).

A radiagcdo gama nas doses utilizadas, apesar de causar modificacoes
significativas na intensidade das tonalidades vermelha, azul e amarela dos
camardes descongelados, ndo alterou a coloracéo cinza caracteristica do camaréo-
branco-do-pacifico (L. vannamei). Esses resultados sdo compativeis com o0s
resultados obtidos na andlise sensorial do produto sem preparo para o atributo
aparéncia, onde os provadores nao encontraram diferenca significativa na aparéncia
dos camardes irradiados e ndo-irradiados. Nesse caso, a cor € um parametro
essencial para o julgamento e consequente aceitacdo do produto.

Foram encontrados para o camardo liofilizado valores de 73,27 a 75,03
para L*; —-0,29 a 1,52 para a*; 17,78 a 22,60 para b*; 17,80 a 22,66 para Croma e
0,33 a 267,26 para H° (Tabela 7). Foi observada coloragéo inicial cinza, tanto nos
camardes irradiados como nos nédo-irradiados (Tabela 7). N&do houve diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos para todos os parametros estudados.

A cor € um importante parametro para a determinacdo da qualidade do
pescado. Quando o pescado é irradiado, pode ocorrer a formacdo de produtos
radioliticos, os quais podem causar oxidacdo, resultando em descoloracdo ou
“off-flavor” (POOLE; MITCHELE; MAYSE, 1994). Contudo, no caso deste
experimento, observa-se na Tabela 7 que as doses empregadas nos camardes
liofilizados ndo afetaram a cor inicial dos camardes. A baixa porcentagem de
umidade (5,15 a 5,56 %) presente no camarao liofilizado pode ter contribuido, nesse

caso, para a reducgéo dos efeitos da radiacdo gama na cor do camaréo.
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Tabela 7 - Cor instrumental em camarao-branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei) fresco e liofilizado
submetido a radiacdo gama

Parametros de cor instrumental

Eése Camar&o Descongelado Camaréo Liofilizado

y L ar b* Croma He L ar b* Croma He
NI 46242 132° 250% 2,84 118687 7350° -0,29° 22,60°  22,66% 0,33°
5 4627 -097% 091% 1,34° 13661°% 73,83% 0,20% 17,78* 17,80° 196,71%
10 4889% -115% 225% 258%* 119897 75632 0,92° 19,19*  19,21* 267,26%
15 4427% 129 162% 209%® 12830° 73,27% 1,522 21,38% 21,44° 265,94°

*Controle nao-irradiado

3.4 Conclusdes

As doses de radiagdo gama aplicadas nesse experimento ndo alteraram de
forma significativa a reatividade alergénica, a cor e a aceitagdo dos camardes
estudados. Novos testes devem ser realizados para se compreender 0S mecanismos

de modificacéo protéica gerados pela irradiagéo de alimentos.
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4 EFEITO DA RADIACAO GAMA NA FRACAO LIPIDICA E REATIVIDADE
ALERGENICA A CAMARAO (LITOPENAEUS VANNAMEI)

RESUMO

A hipersensibilidade a alimentos € muito comum em criangas e adultos. O camarao,
apesar de muito apreciado, € um alimento potencialmente capaz de desencadear
reacOes alérgicas em individuos geneticamente predispostos. O principal alérgeno
em camarao é a tropomiosina. O objetivo desse experimento foi avaliar o efeito de
diferentes doses de radiagdo gama e reatividade alergénica a camardo-branco-do-
pacifico (L. vannamei) e verificar se essas doses alteraram sua fragao lipidica. As
amostras foram constituidas de camardes descongelados e liofilizados, submetidos
a diferentes doses de radiagcdo gama (5; 10 e 15 kGy) e o controle sem irradiacao.
Determinou-se o peso molecular e a reatividade IgE através de eletroforese,
“imunobloting” e densitometria. Foram realizados analises de teor total de lipideos,
colesterol e TBA. Os resultados observados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05). Observou-se reducéo da reatividade
IgE em camarbes descongelados, irradiados com as doses de 5 e 15 kGy.
Camaroes liofilizados tiveram reatividade IgE aumentada com as doses de 10 e 15
kGy. A radiacdo gama ndo causou modificacbes significativas no conteddo de
colesterol, total de lipideos, umidade e oxidacdo lipidica, que comprometesse a
qualidade do produto. Entretanto essas doses, ndo podem ser indicadas para o
controle de alérgenos em camardes, por terem apresentado baixo impacto na

modificagdo da estrutura protéica alergénica.

Palavras-chaves: camarao, irradiacdo de alimentos, raio gama, alergia alimentar

camarao, irradiacao de alimentos, raio gama, alergia alimentar.
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ABSTRACT

Hypersensitivity to food is very common in children and adults. The shrimp is highly
appreciated, although potentially able to cause allergic reactions in genetically
predisposed individuals. Tropomyosin is the major shrimp allergen. This study
investigated the effects of different doses of gamma radiation on the lipid fraction and
allergenic reactivity of the Pacific white shrimp (L. vannamei). The samples were
composed of thawed and freeze-dried shrimp, subjected to different doses of gamma
radiation (5.0, 10.0 and 15.0 kGy). The allergenic reactivity was determined by
electrophoresis, immunoblotting and densitometry. We performed analysis of the total
contents of lipids, cholesterol and thiobarbituric acid (TBA). Results were subjected to
the variance analysis (ANOVA) and Tukey test (p < 0.05). The gamma radiation at
the doses applied caused no changes in the cholesterol content, total lipids, moisture
and lipid oxidation that could compromise the quality of the product. There was a
reduction in the IgE reactivity of thawed and irradiated shrimp with doses of 5 and 15
kGy. The IgE reactivity in freeze-dried shrimp increased with doses of 10 and 15 kGy.
Gamma irradiation at these doses is not indicated for the control of allergens in
shrimps, because they have low impact on the modification of the allergenic protein

structure.

Keywords: shrimp, food irradiation, gamma ray, shrimp food allergy, food irradiation,

food allergy.
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4.1 Introducao

A irradiacdo de alimentos € um tratamento que utiliza raios eletromagnéticos
ou elétrons capazes de preservar por um longo periodo a qualidade e a seguranga
dos alimentos. A radiacdo gama, dependendo da dose, destr6i contaminantes
microbianos, incluindo os microrganismos de decomposi¢do, aumentando a vida util
do pescado, diminuindo os riscos a saude humana (CHOULIARA et al., 2004;
ABREU et al., 2009; ABREU et al., 2010).

O pescado é uma importante fonte de alimento em todo mundo, seu consumo
tem sido recomendado para a prevencao e durante o tratamento de acidentes cardio
e cérebro-vasculares. Essas recomendacfes fundamentam-se no papel benéfico da
fracédo lipidica do pescado (rica em acidos graxos polinsaturados da familia w3)
sobre diferentes aspectos relacionados com o metabolismo lipoprotéico, como na
formacdo de placas ateromatosas. Também h& a possivel funcdo de alguns
aminodcidos constituintes de sua proteina (lisina, metionina, tirosina, arginina,
cistina, glicina e o coeficiente lisina/arginina) sobre o metabolismo do colesterol. Os
acidos graxos w3 atuam como antiinflamatério e antialérgico, diminuindo a
agregacao de placas e reduzindo a sintese de mediadores quimicos da inflamacéo,
ao mesmo tempo em que aumentam as defesas do organismo (VAZQUEZ,
SANCHEZ-MUNIZ, 1994; SIERRA et al., 2004).

A oxidacéo lipidica € uma significativa alteracdo em pescado, definindo sua
vida atil 2 medida que gera produtos indesejaveis, destréi vitaminas lipossollveis e
acidos graxos essenciais (RAHARJO; SOFOS; SCHMIDT, 1992; TARLADGIS et al.,
1960). E responsavel pela incidéncia de “off-flavor”, “off-odor” e “warmed-over flavor”
relacionados a oxidac&o lipidica em carnes (FERNANDEZ; PEREZ-ALVAREZ;
FERNANDEZ-LOPES, 1997). O teste de rancidez oxidativa pelas substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA) é um indicador de produtos secundarios
formados durante o processo oxidativo, quantificando o malonaldeido, um dos
principais produtos de decomposicdo dos hidroperéxidos de &cidos graxos
poliinsaturados. A rancidez € o efeito sensorial mais perceptivel quando lipideos séo
irradiados na presenca de oxigénio (YERLIKAYA; GOKOGLU, 2010; RAHARJO;
SOFOS; SCHMIDT, 1992; TARLADGIS et al., 1960, VENUGOPAL; DOKE;

THOMAS, 1999). Diversos fatores provocam a oxidacdo do colesterol e
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consequente formacao de 6xidos de colesterol. Entre estes fatores, o calor, a luz, a
radiagdo, o oxigénio, a umidade, o pH, agentes oxidantes e temperatura de
estocagem podem favorecer a formacdo desses compostos. Processos como o pré-
cozimento, liofilizacdo, desidratacdo e irradiacdo também sdo reportados como
causadores de Oxidos de colesterol em alimentos (SAVAGE; DUTTA; RODRIGUEZ-
ESTRADA, 2002).

Estima-se que aproximadamente de 3,5 a 4% da populacdo mundial sofram
de algum tipo de alergia alimentar. Com o aumento da producdo e consumo de
pescado, mais casos de reacOes adversas a esse produto tém sido reportados,
exigindo diagndsticos e tratamentos mais especificos. Os crustaceos séo a terceira
causa de anafilaxia induzida por alimentos, estando atrds somente de amendoins e
nozes (KANDYIL; DAVIS, 2009; RAHMAN et al., 2010).

A alergenicidade das proteinas depende da sequéncia de aminoacidos capaz
de induzir a producéo de anticorpos IgE. A tropomiosina € o principal alergénico em
frutos do mar, especialmente em crustaceos e moluscos. Regifes diferentes da
tropomiosina de camardao (aproximadamente 35 kDa) ligam-se a anticorpos IgE,
desencadeando reagfes alérgicas em individuos predispostos. Outras proteinas,
como a miosina (20 kDa) e a “arginine kinase” (40 kDa), também podem ser
precursoras de respostas alérgicas (LOPATA; O'HEHIR; LEHRER, 2010, RAHMAN
et al.,, 2010). A maioria dos alérgenos € muito estavel quando processados.
Entretanto, a tecnologia de irradiacdo de alimentos pode alterar a estrutura dos
epitopes presentes nos alérgenos de ovos, camardes, lulas, polvos, peixes e leite
(BYUN et al., 2002; BYUN et al., 2000; LEE et al., 2005; SINANOGLU et al., 2007).

Apesar de muito eficaz no aumento da vida util e seguranca dos alimentos, a
radiagdo gama, dependendo da dose, pode causar alteragbes indesejaveis nos
alimentos. O objetivo desse experimento foi avaliar os efeitos de diferentes doses de
radiagdo gama na fracdo lipidica e reatividade alergénica de camardo-branco-do-

pacifico (Litopenaeus vannamei).
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Preparo das amostras

As amostras foram adquiridas congeladas, diretamente de uma empresa
distribuidora de pescado. Parte das amostras foi mantida sob refrigeracao (+7° C)
até o descongelamento e posterior irradiacdo e parte foi liofilizada (liofilizador EC
Modulyo/EC Apparatus Inc.) e depois irradiada. Apos a liofilizagdo, houve perda de

umidade no camarao de aproximadamente 76%.

4.2.2 Irradiacdo das amostras

As amostras descongeladas foram transportadas em caixas isotérmicas com
gelo e as liofilizadas em embalagens plasticas em temperatura ambiente até a planta
de irradiacdo, onde foram empregadas as doses de radiacdo de 5, 10 e 15 kGy,
mantendo-se amostras-controle sem irradiagcdo. Utilizou-se para a irradiagdo um
irradiador multipropésito, semi-industrial de ®°Co. A taxa de dose empregada foi
de 7,5 kGy/hora.

4.2.3 Preparo dos concentrados protéicos

Pesaram-se aproximadamente 5g de camardo fresco e 15g de camarao
liofilizado para cada tratamento. As amostras foram fervidas por 7 minutos em agua
Milli-Q e homogeneizadas (Politron PT) com 20 mL de PBS (20%), permanecendo
sob agitacdo por uma noite a 4°C. Foram entdo centrifugadas por 15 minutos a
6000 rpm. Os sobrenadantes foram retirados e as amostras submetidas ao processo
de sonicacao por 3 ciclos de 10 minutos para promover o rompimento de células e
quebra de moléculas de DNA por meio de ondas sonoras de alta frequéncia.
As amostras foram centrifugadas novamente a 13200 rpm a 4°C por uma hora.
Retirou-se novamente o sobrenadante e realizou-se quantificacdo de proteina pelo
meétodo de Bradford (1976).
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4.2.4 Eletroforese e imunobloting

Utilizou-se para o “imunobloting”, 6 soros de pacientes alérgicos a camarao
provenientes do ambulatorio de Alergia Alimentar do Servigco de Imunologia Clinica e
Alergia do Hospital das Clinicas, da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (FMUSP). Os soros foram armazenadas a -20°C até serem utilizados. Os
perfis protéicos obtidos foram transferidos para membranas de nitrocelulose
(Hybond-C Extra, Amersham) durante 1 h a temperatura ambiente. As membranas
foram bloqueadas com PBS contendo 0,5% de Tween 20 e incubadas durante a
noite a 8 ° C com os soros diluidos em tampao de bloqueio (1:10). Apds lavagem
com PBS-0.1% Tween 20, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario (mouse IgG antihuman IgE), conjugado com peroxidase (1:10000,
Zymed) durante 1 h a temperatura ambiente. Foram adicionados a membrana
reagentes de deteccdo de quimiluminescéncia (ECL Chemiluminescence Reagent
Plus Western - GE Healthcare), de acordo com instrucbes do fabricante. A
membrana foi incubada com Hyperfilm film (GE Healthcare) em um X-ray cassete e
submetida a uma revelacao fotografica convencional. A intensidade das bandas dos

blots foram mensuradas através de “scanning densitometry”.

4.2.5 Andlises quimicas

As analises quimicas de teor de umidade e lipideos totais foram realizadas de
acordo com AOAC (1990). O colesterol foi determinado segundo AOCS (1998), o
perfil de acidos graxos de acordo com Hartman e Lago (1973) e o TBA de acordo
com Tarladgis (1960).

4.2.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos apdés o processamento analitico das amostras foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA). Para verificar quais tratamentos,

diferiram, foi aplicado o teste de Tukey (Teste T-Teste de minima diferenca
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estatistica) para realizar comparacdes pareadas das médias dos tratamentos

estabelecendo-se o nivel minimo de significancia de 5% (p<0,05). Foi utilizado o
software SAS Institute (SAS INSTITUTE, 1996).

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Eletroforese

Através da eletroforese em gel 1D observou-se o peso molecular (KD) das

bandas protéicas dos extratos brutos de Litopenaeus vannamei . Nota-se que a

principal proteina observada foi a tropomiosina, com peso molecular aproximado de

36 kDa (Figura 5).
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Figura 5. Peso molecular (KD) das bandas protéicas

dos

extratos brutos de Litopenaeus vannamei. 1:

camardo in natura néo-irradiado, 2: camaréo in natura
irradiado com 5 kGy; 3: camardo in natura irradiado
com 10 kGy; 4: camardo in natura irradiado com 15
kGy; 5: camaréo liofilizado nao-irradiado; 6: camardo
liofilizado irradiado com 5 kGy; 7: camaréo liofilizado
irradiado com 10 kGy; 8: camaréo liofilizado irradiado
com 15 kGy.
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4.3.2 Immunobloting e densitometria

Os extratos protéicos apresentaram alta reatividade imunolégica para o IgE
do soro dos pacientes em todos os tratamentos (Figura 6). Os blots foram entéo
escaneados e tiveram a intensidade das bandas mensuradas por densitometria. O
alérgeno teve sua capacidade de ligagdo com o IgE reduzida pela radiagcdo gama
dependendo do tratamento. Foram observadas maiores reducdes em camardes
descongelados, irradiados com as doses de 5 e 15 kGy. Nos camardes liofizados,
houve aumento da reatividade IgE com as doses de 10 e 15 kGy (Figura 6 e Tabela
8).
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Figura 6 - Resultados do immunoblot. 1: camaréo
descongelado  né&o-irradiado, 2: camarao
descongelado irradiado com 5 kGy; 3: camarao
descongelado irradiado com 10 kGy; 4: camaréo
descongelado irradiado com 15 kGy; 5: camaréo
liofilizado né&o-irradiado; 6: camardo liofilizado
iradiado com 5 kGy; 7: camardo liofilizado
irradiado com 10 kGy; 8: camardo liofilizado
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Tabela 8 - Alergenicidade de extracto de proteina de camarao tratado com radiagdo gama
determinada por ensaio de immunoblot.

Doses de radiacdo gama (kGy) Doses de radiagcdo gama (kGy)
Soro em camardo descongelado em camardo liofilizado
NI 5 10 15 NI 5 10 15

1 100 84.38 97.65 94.16 119.93 116.06 146.49 171.68

2 100 82.04 82.53 83.44 78.82 74.55 89.09 85.76

3 100 60.64 103.72 68.06 97.27 83.06 94.26 89.08

4 100 77.99 89.75 75.11 67.67 65.63 92.17 99.51

5 100 95.52 84.61 72.39 97.60 71.27 91.11 127.96

6 100 89.50 111.42 94.71 132.45 135.31 103.00 92.87
Média 100° 81.68° 94.95®  81.40° | 98.97*  90.98° 102.69° 111.14,

NI: controle n&o-irradiado
Unidades obtidas por densitometria em scaner

A irradiacdo de alimentos, quando aplicada em camardes, demonstrou em
alguns trabalhos ser efetiva na redugdo da reatividade IgE (BYUN et al., 2002;
SINANOGLOU et al., 2007). Em estudo realizado por Sinanoglou et al. (2007), apés
o tratamento com 4,7 kGy, a concentracdo do alérgeno diminuiu para niveis nao
detectaveis em lulas, polvos e camarfes. Zhenxing et al. (2007) reportaram que a
irradiacdo em extratos protéicos de camardo promoveu decréscimo na reatividade
IgE, mensurada por “Imunobloting” e Ci-ELISA, quanto maior a dose de radiacao.
Entretanto, esses mesmos autores observaram aumento da reatividade IgE com
doses de radiacédo inferiores a 10 kGy em musculos de camardes.

Muitos pacientes alérgicos a camarfes apresentam IgE especifico para a
tropomiosina, que pode ligar-se ao IgE através de epitopes. A irradiacdo pode
ocasionar agregacdo de aminoacidos livres e proteinas, alterando os epitopes,
gerando o ndo-reconhecimento da proteina pelos anticorpos IgE (LACROIX; JOBIN;
MEZGHENI, 1998; BYUN et al., 2002). A reatividade IgE pode diminuir ou aumentar
em alimentos processados com a destruicdo ou com a formag&o de novos epitopes
(BESLER; STEINHART; PASCHKE, 2001). No caso dessa pesquisa, 0 emprego da
radiacdo gama reduziu a reatividade IgE (p<0,05) nos camardes descongelados e
em camardes liofilizados e irradiados com 5 kGy. Essa reducdo variou de 5,05 a
18,6 %, ndo se mostrando, portanto, ser uma tecnologia eficaz no controle de

alérgenos em camaroes.
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4.3.3 TBA, Colesterol, Umidade e Lipideos Totais

Em camarbes descongelados e irradiados, observou-se maior concentracao
de malonoaldeido em relagdo ao controle ndo-irradiado. Camardes liofilizados
apresentaram aumento da oxidacéo lipidica com o aumento das doses de radiacdo
gama (Tabela 9). Maiores valores de TBA em amostras irradiadas em relagdo ao
controle sao reportados por outros autores (CHOULIARA et al., 2004; COZZO;
OETTERER; GALLO, 2003; JEEVANANDAM et al., 2001). Isso ocorre através da
formacdo de altas concentracdes de radicais livres no substrato irradiado
(CHOULIARA et al., 2004). Os resultados encontrados (menos que 3 mg de
malanoaldeido.kg™) sugerem que a radiacdo gama nas doses aplicadas n&o causou
oxidacdo lipidica que comprometesse a qualidade do produto (CADUN; KISLA;
CAKLI, 2008).

Apesar do colesterol, como lipideo insaturado, estar normalmente sujeito a
oxidacdo em decorréncia do processamento, ndo se observou nesse estudo
diferenca estatistica significativa entre o0s tratamentos para camardes
descongelados e liofilizados (p>0,05) (Tabela 9). O mesmo ocorreu em relacdo ao
conteudo de umidade e lipideo total das amostras. Esses resultados sao
semelhantes aos observados por Abreu et al. (2010) em camardes irradiados com 2,
4 e 6 kGy. Os oxidos de colesterol, apesar de nocivos a saude humana, estdo
presentes em nossa dieta sendo identificados em alimentos com alto conteudo de
colesterol como é o caso dos camardes. As doses de radiacdo aplicadas nesse
experimento ndo modificaram a quantidade de colesterol presente nas amostras,

indicando que nao houve a formacéo desses 6xidos a partir desse lipideo.

Tabela 9 - TBA (mg de malanoaldeido.kg™), colesterol (mg.100g™), umidade (g.100g™) e lipideo total
(9.100g™) em camardes (Litopenaeus vannamei) irradiados

Andlise Camarao descongelado — Dose (kGy) _Camardo liofilizado ~ Dose (kGy)~
NI 5 10 15 NI 5 10 15
TBA 0,12° 0,17° 0,16 0,18* |0,15¢ 0,30° 0,49° 0,61°
Colesterol 105,00* 98,007 103,00°  96,67° |89,00? 100,00 93,00° 82,672
Umidade 82,16 82,86° 83,197 82,18% |5,56° 5,15° 5,30° 5,27°
Lipideo Total 0,40°  0,44° 0,45° 0,53* |0,68? 0,66° 0,71° 0,58°

*Controle ndo-irradiado
** Resultados de colesterol e lipideos totais convertidos para amostra imida
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4.3.4 Perfil de acidos graxos

O &cido graxo saturado encontrado em maior quantidade na porcéo lipidica
total dos camarBes foi o palmitico, seguido do estearico (Tabela 10). O mais
abundante monoinsaturado encontrado foi o &cido oléico. Os acidos
eucosapentaendico (EPA), docosahexaendico (DHA), linoléico e araquidbnico foram
identificados como os acidos graxos poliinsaturados encontrados em maior
guantidade nos camardes estudados. Resultados semelhantes foram encontrados
em moluscos e camardes irradiados com 2,5 e 4,7 kGy (SINANOGLU et al., 2007).

Para os camarBes descongelados, foi encontrada diferenca estatistica
significativa de acordo com as doses de radiacdo apenas nos acidos palmitico,
palmitoleico e t-vacénico. Nesse caso, o0 emprego de maiores doses de radiacao
ocasionou 0 aumento desses acidos graxos. Nos camardes liofilizados, apenas os
acidos laurico, estearico e behénico apresentaram diferenca significativa entre os
tratamentos. Observou-se maior valor de acido laurico para a dose de 15 kGy e
menores valores dos &cidos estearico e behénico com o aumento da dose de
radiacdo (Tabela 9). Abreu et al. (2010) também observaram maiores valores do
acido palmitoléico em camardes irradiados com 6 kGy. Observou-se aumento dos
valores de acidos graxos saturados a partir do emprego da dose de 10 kGy para os
camardes descongelados. O mesmo nao ocorreu no caso dos camardes liofilizados,
devido as maiores alteracdes ocorrerem em alimentos com maior teor de umidade.

N&o se observou modificacdes significativas no conteudo total de acidos
graxos monoinsaturados e poliinsaturados, tanto nos camarfes descongelados
qguanto nos liofilizados (Tabela 10). Sinanoglu et al. (2007) e Abreu et al. (2010)
também nao encontraram diferengas na quantidade de acidos graxos w3 e w6 e na
relacdo w3:w6 em camardes irradiados com as doses de 25 e 4,7 kGy e 2,4 e 6
kGy, respectivamente. O mesmo foi observado em mackerel (Trachurus
mediterraneus) irradiado com 1 e 2 kGy (MBARKI; SADOK; BARKALLAH, 2009) e
em truta (Oncorhynchus mykiss) irradiada com 1, 3 e 5 kGy (ORAEI et al., 2011).
Ozden e Erkan (2010) reportaram maiores valores do total de acidos graxos
poliinsaturados em amostras de “sea bass” (Diacentrarchus labrax) irradiadas (2,5 e

5 kGy) em relagéo ao controle ndo-irradiado.
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Os crustaceos apresentam baixo contetdo de acidos graxos saturados e sédo
boas fontes de w3. O consumo de EPA esta associado com a protecao a saude
cardiovascular por exercer efeitos hipotriglicéricos, hipocolesterolémicos e
antiinflamatérios. O DHA esta associado ao desenvolvimento e as fungbes dos
sistemas nervoso e visual (VALENZUELA, 2005; VALENZUELA; SANHUEZA,
2009). Sendo assim, os resultados encontrados nesse experimento (Tabela 10)
sugerem que a radiacdo gama nas doses empregadas nao afetou negativamente o
perfil de &cidos graxos dos camardes estudados, ndo comprometendo as

propriedades funcionais naturais do contetdo lipidico desse produto.

Tabela 10 - Perfil de &cidos graxos em camar@es (Litopenaeus vannamei) submetidos a diferentes
doses de radiacdo gama

Acido araxo ma.100a" Camarao descongelado — Dose Camarao Iiofilizgdo — Dose
! C?e amostgr;e\ ° * (kGy) * (kGy)
NI 5 10 15 NI 5 10 15

Laurico 0,02 0,02 0,02 0,0° 0,0? 0,02 0,02 1,4°
Miristico 2,0% 3,1° 3,1° 4,7° 6,1°% 50% 58% 4,2°
Pentadecandico 1,2° 1,2° 1,3 1,72 2,6 2,4% 2,7° 3,12
Palmitico 50,2° 60,7° 62,0° 76,8% [1055% 99,3® 109,4® 92,22
Estearico 32,3%  34,6% 41,4® 446% |66,3* 57,0 68,7%® 529°
Araquidico 0,0 0,6° 1,22 0,0° 1,62 1,52 1,52 1,32
Behénico 0,02 0,02 0,02 0,0° 1,32 0,0° 0,0° 0,0°
SATURADOS 85,7° 100,2° 109,0" 127,92 [183,5% 165,2% 188,1% 155,1°
Palmitoléico 4,52 50° 4,32 75" 76° 9,22 10,4% 6,7°
Elaidico 0,92 3,6° 10,4® 6,0° 4,52 2,1° 3,72 3,62
t-vacénico 0,9° 1,32 21° 1,97 [3,1° 212 3,62 1,82
Oléico 62,2 76,0®° 856°% 924°% |[122,4® 116,8% 146,6% 91,7°
Vacénico 6,62 7,62 7,1° 8,6 10,5% 11,0* 11,2%* 9,3%
Eicosandico 2,2° 2,12 252 3,0 3,72 4,02 3,52 2,6°
MONOINSATURADOS 77,4% 9572 111,9% 1195% |151,8% 145,1% 179,0° 115,8°
Linoléico 24,0% 23,8% 23,3%® 26,2% [33,8% 46,8% 394% 38,2°
Alfa-linolénico 1,12 1,82 3,12 2,22 1,52 2,42 1,92 1,92
EPA 29,4 265% 18,8% 26,2 [26,5% 26,4® 20,2* 215°
Araquiddnico 75° 6,7° 512 73° 9,72 10,4% 8,7° 8,82
DHA 27,9% 234% 165% 21,1% |[21,4%* 22,7%® 175%* 17,1°
POLIINSATURADOS 89,92 822% 66,8* 829% |93,1* 108,7* 876* 875°%
Total de w3 58,4% 51,7® 38,4% 494?% |495* 515% 396% 405°
Total w6 31,5* 30,6% 28,4® 335% [43,6® 57,1® 48,1* 47,0°
w3:wh 1,85* 1,69 1,35  1,47* |1,14* 0,90*° 0,82* 0,86°
Trans-isdbmeros 1,82 4,92 12,4* 79° 76% 4,12 7,3° 5,42
NAO IDENTIFICADOS 27,0% 29,92 27,3% 40,72 |47,2% 42,3% 4222 47,6°

*Controle ndo-irradiado
** Resultados convertidos para amostra Umida
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4.4 Conclusao

Os resultados obtidos nesse experimento indicam que a radiacdo gama,
nessas doses, apesar de ndo causar modificacdes lipidicas que comprometam a
qualidade do produto, ndo pode ser indicada para o controle de alérgenos em
camardes, por ter apresentado baixo impacto na modificacdo da estrutura protéica

alergénica de camardes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O pescado € uma importante fonte de alimento em todo mundo e com o
aumento da sua producdo e consumo mais casos de reacdes adversas tem sido
reportados exigindo diagnosticos e tratamentos mais especificos.

Os resultados obtidos nessa pesquisa quando comparados aos resultados
encontrados em literatura demonstram a necessidade da realizagdo de novos
estudos. Em trabalhos futuros séo necessarios novos testes com o extrato da
proteina irradiada. Visando justamente a possivel utilizacdo da proteina modificada
em imunoterapia. Durante a realizagcdo do projeto outros artigos cientificos foram
publicados sobre esse tema, mas esses ainda sao insuficientes para a total
compreensao dos efeitos da radiagdo gama na reatividade alergénica de camardes.
A pesquisa contribuiu com a discussao do tema, uma vez que quando associado aos
demais resultados encontrados em literatura sugere que ao irradiarmos um produto
induzimos modificacbes ainda nao totalmente compreendidas e controladas. Visto a
gama de diferentes resultados encontrados nos artigos cientificos publicados a partir
de 2007. Quando se iniciou o projeto tinha-se em mente a elaboracdo de um produto
livre de alergénicos, mas com a participacéo dos colaboradores das Faculdades de
Medicina de S&o Paulo e Ribeirdo Preto conseguimos vislumbrar a possibilidade e a
importancia de encontrarmos um novo imunogeno. Os resultados obtidos na
pesquisa realizada e os observados na literatura demostram que esse seria um
caminho promissor para investigarmos os efeitos e aplicagcbes das radiacdes
ionizantes na alergia alimentar. Mais estudos com esse enfoque poderiam abrir uma
nova e importante aplicagdo do uso da irradiacdo de alimentos relacionada a alergia
alimentar, contribuindo para a promo¢do do uso da energia nuclear para fins
pacificos.

Esse projeto multidisciplinar proporcionou a utilizacdo de métodos especificos
para a determinacdo da tropomiosina nas amostras. O contato com os Professores
Dr. Fabio Fernandes Morato Castro e Dr2 Luisa Karla de Paula Arruda e Dr2 Ariana
Campos Yang nos permitiu a utilizagdo de soros humanos na nossa pesquisa
tornando nossos resultados mais condizentes com o nosso objetivo, facilitando a
execucdo das andlises e diminuindo o custo do projeto. O apoio dos nossos

colaboradores da area médica nos fez compreender mais profundamente a questéo
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da alergia alimentar. Concluimos que € extremamente positivo unirmos as areas de
Alergia Alimentar e Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Esse foi um trabalho
multidisciplinar realizado dessa forma por que contou com o apoio de pesquisadores
extremamente capacitados e solicitos, que se dispuseram a me auxiliar nessa

empreitada.





