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Introducao

O consumo de carne de cavalo depende, principalmente,
dos habitos alimentares das populagdes que habitam em
algumas regiGes. Regra geral, este animal é mais consumido
nos paises onde é produzido [1]. Ao longo dos tempos, o seu
consumo tem variado amplamente de acordo com as dife-
rencas culturais e econdmicas da sociedade. Este animal
fornece uma fonte, relativamente barata, de proteina ani-
mal em paises onde os cavalos sdo extensivamente utiliza-
dos como animais de trabalho e transporte humano [2]. A
textura da carne de cavalo é relativamente firma, e o seu
sabor adocicado é-lhe atribuido pelo seu elevado teor em
glicogénio, em comparagdao com outras espécies [1]. Esta
carne contém um elevado teor em d4gua, proteinas, ferro e
vitaminas, que sdo soltveis em agua. O seu menor teor em
lipidos e elevado em fibras musculares e vitaminas insolu-
veis em dgua torna-a diferente, em comparagdo com a carne
bovina e suina [3]. Muitas vezes a ingestdo de carne de ca-
valo esteve associada a épocas de escassez de alimentos.
Contudo, o consumo deste animal é relativamente popular
nos paises nérdicos e asiaticos, bem como na Itdlia [4]. Nos
paises membros da UE, o consumo médio por habitante é
de apenas 0,4 kg por ano, mas devido a uma produgdo insu-
ficiente a importacdo abrange 66,7% das necessidades do
mercado [3].

Apesar do consumo deste animal ser uma pratica comum
em certas regiGes, a detecdo de carne de cavalo em produ-
tos alimentares gerou um escandalo internacional, uma vez
que a sua presenga ndo estava mencionada na rotulagem. A
ndo indicagdo desta espécie resulta numa fraude alimentar
uma vez que o consumidor ndo pode optar pela ingestdo
deste tipo de carne. Para além disso, pode pdr em risco a
salde do consumidor quando as carcagas inseridas na ca-
deia alimentar tenham sido tratadas com a sustancia fenil-
butazona, utilizada num medicamento veterinario. A fenil-
butazona é considerada téxica para a medula dssea e a
exposicdo a esta substancia tem sido associada uma anemia
aplasica. Existem também incertezas quanto ao seu potenci-
al de genotoxicidade e carcinogenicidade. Uma vez que é

dificil identificar o que desencadeia a anemia, ndo é possivel
definir um nivel seguro de residuos na carne. Assim, sempre
que estes animais sejam tratados com este medicamento
serdo excluidos para o consumo humano, sendo a sua entra-
da na cadeia alimentar uma pratica ilegal [5].

As incidéncias globais de adulteragdo dos alimentos sado ca-
da vez mais comuns o que leva a perturbagdo do comércio
internacional devido a disputas frequentes sobre os requisi-
tos da qualidade e seguranga alimentar. Assim, de forma a
garantir a seguran¢a e qualidade dos mesmos, o controlo
dos alimentos tem aumentado. No caso particular dos pro-
dutos carneos, o foco da adulteragdo é a substituicdo parcial
ou total de espécies com menor valor comercial, resultando
em ganhos comerciais e podendo afetar a saude publica e
valores morais [6].

A identificagdo de espécies em alimentos torna-se essencial
para verificar autenticidade dos alimentos, especialmente
nos produtos carneos, onde o processamento dificulta a
distincdo dos diferentes componentes [7]. O consumidor
tem o direito de uma escolha informada, que pode ser refle-
xo do seu estilo de vida, praticas religiosas ou problemas de
saude. Portanto, uma rotulagem correta e verdadeira é fun-
damental para informar os consumidores sobre a identidade
e a qualidade dos produtos alimentares que estdo a com-
prar [8].

Identificagdo de espécies em produtos carneos

A identificacdo de espécies visa impedir fraudes alimentares
relacionadas com a substituicdo total ou parcial por espécies
similares mais econdmicas, protegendo espécies em vias de
extingdo e garantindo aos consumidores que as suas esco-
Ihas correspondam ao seu estilo de vida, religido ou saude
[9]. E um importante meio para verificar a rotulagem dos
alimentos, conforme o exigido pela Diretiva 2002/86/CE,
onde consta que os produtos carneos devem conter nos
seus rétulos a indicagdo de cada uma das espécies animais
utilizadas e as respetivas quantidades. Deste modo, o desen-
volvimento de ferramentas analiticas suficientemente confi-
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aveis e sensiveis, a fim de facilitar a identificagcdo de espé-
cies em diferentes alimentos é de elevada importancia [11].
A identidade das espécies pode ser conseguida utilizando
métodos baseados na analise de proteinas ou na analise de
ADN.

Os métodos baseados na anadlise de proteinas incluem elec-
troforese, cromatografia e técnicas imunoldgicas [11]. No
entanto, estes métodos tém provado ser inadequados e
menos sensiveis para a identificagdo de espécies em produ-
tos que tenham sido expostos a altas temperaturas, pois
como anteriormente foi referido, durante o tratamento tér-
mico as proteinas desnaturam. Por outro lado, os métodos
de analise de ADN com base na reagdo em cadeia da polime-
rase (PCR) permitem a detegdo precisa da espécie, mesmo
que os produtos tenham sido submetidos a tratamento tér-
mico e a sua composi¢ao seja complexa [10].

Os métodos de ADN tém sido considerados ferramentas
esséncias para a identificagdo de espécies em alimentos. A
escolha destes métodos tem sido atribuida a sua elevada
especificidade e sensibilidade, permitindo a detegcdo de pe-
quenas quantidades de ADN em alimentos crus e processa-
dos. Comparando com os métodos proteicos, a andlise de
ADN tira partido da ubiquidade dos 4acidos nucleicos em
todo o tipo de células e da sua elevada estabilidade [12].

Nos ultimos anos, varios estudos tém sido descritos para
identificacdo de espécies animais usando a técnica de PCR. A
grande maioria dos estudos tem tido como objetivo a identi-
ficacdo de animais domésticos, tais como vaca, ovelha, ca-
bra, porco, peru e galinha. Por outro lado, a carne de caca
tem também sido alvo de identificagdo em produtos carneos
devido ao seu elevado valor comercial e, consequentemen-
te, suscetivel de adulteragdes [13].

Relativamente a espécie Eqqus caballus, tém sido desenvol-
vidos alguns trabalhos para a sua identificagdo baseados em
espectroscopia [14], cromatografia [15], ensaios ELISA [16] e
métodos baseados na analise de ADN com base na PCR qua-
litativa [17]. A técnica de PCR em tempo real, em contraste
com a PCR qualitativa, permite descriminar e quantificar
espécies que se encontrem em quantidades vestigiais e em
alimentos de composicdo complexa, tornando-se numa fer-
ramenta promissora para autentica¢do de produtos carneos.
Esta técnica quantitativa representa uma evolugdo conside-
ravel em relagcdo a técnica anterior, sendo amplamente acei-
te como um ensaio robusto, devido a sua maior sensibilida-
de e especificidade, maior gama de detecdo, menor risco de
contaminagdo, facil execucdo e rapidez. Esta metodologia,

cuja amplificagdo do gene alvo é monitorizada por um au-
mento de sinal de fluorescéncia, permite a avaliagdo direta
dos resultados apds aplicagdo da PCR. Atualmente existem
dois formatos para correlacionar a quantidade dos produtos
da PCR com o sinal de fluorescéncia: sondas e corantes fluo-
rescentes [18]. Na Tabela 1 apresenta-se um resumo dos
trabalhos publicados com base em métodos de PCR aplica-
dos a detegdo de cavalo em alimentos.

Identificagdo da espécie Equus caballus em produtos
carneos

Apds o escandalo internacional ocorrido no ano 2013, em
que milhares de produtos carneos foram retirados do mer-
cado pela sua adulteragdo com esta espécie, tornou-se de
especial importancia verificar a conformidade da rotulagem.
As metodologias utilizadas tém sido baseadas na andlise de
ADN uma vez que a maior parte dos produtos comerciais
tinham sido processados, o que compromete a eficicia dos
métodos proteicos.

Recentemente, um método de PCR em tempo real foi pro-
posto para a detegdo e quantificagdo de carne de cavalo em
alimentos processados [25]. Para o referido estudo, mistu-
ras bindrias contendo carne de cavalo em carne de vaca
foram usadas com referéncia, em cru e processadas termi-
camente. Para especificamente detetar cavalo, desenhou-se
um novo par de primers de forma a amplificar um fragmen-
to (141 pb) do gene mitocondrial cytb, que permitiu o de-
senvolvimento de dois métodos de dete¢do baseados em
dois tipos de técnicas: PCR qualitativa e PCR em tempo real.
A técnica de PCR com primers especificos para cavalo de-
monstrou ter elevada especificidade e sensibilidade, atingin-
do um limite de detegdo (LOD) absoluto de 1 pg e 10 pg para
ADN de cavalo de carne crua e processada, respetivamente.
Em relacdo ao LOD relativo, obtiveram-se valores de 10 mg/
kg (0,001%) e de 100 mg/kg (0,01%) para misturas binarias
cruas e processadas, respetivamente. Em ambos os limites,
as misturas autoclavadas atingiram valores superiores, o
que seria de esperar, pois o tratamento térmico afeta a inte-
gridade do ADN, tornando-o mais dificil de detetar.

O método foi aplicado a um total a 67 amostras comerciais
contendo carne de vaca na rotulagem por se considerarem
ser as mais propicias de serem adulteradas com adicdo de
carne de cavalo. Das amostras testadas, 33 foram adquiridas
em 2012, ou seja, antes do escandalo da carne de cavalo.
As restantes 34 foram adquiridas em grandes superficies,
durante 2013/2014, ou seja, posteriores ao escandalo.
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Tabela 1. Resumo dos trabalhos reportados na literatura baseados na andlise de ADN para a identificacdo da espécie Eqqus

caballus em produtos carneos

Espécies Amostras Técnica Utilizada
Cavalo, Burro Produtos comerci- PCR em tempo
ais com cavalo real

Suino, Cavalo, Bur- | Salsichas cozinha- PCR com primers

ro das especificos

Suino, galinha, peru, | Misturas de carne PCR em tempo

bovino, cavalo e real

ovino

Cavalo, burro, suino | Produtos carneos PCR em tempo
crus e processados real

Suino, galinha, peru, | Salsichas cruas e PCR em multiplex

bovino, cavalo, ovi- | processadas

no e caprino

Bovino, suino, cava- | Salsichas cruas e PCR em multiplex

lo e caprino processadas

Suino, caprino, gali- | Carnes comerciaise = Detegfo direta em

nha, avestruz, cava- produtos carneos multiplex
lo, bovino
Cavalo Produtos carneos PCR com primers

crus e processados especificos e PCR

em tempo real

Todas as amostras analisadas ndo estavam rotuladas com a
presencga de carne de vaca. Apds aplicagdao, o método mos-
trou-se efetivo nas amostras comerciais, revelando a pre-
senca de cavalo em duas amostras, hamburguer e uma salsi-
cha (anteriores ao “escandalo de cavalo”).

Para obter resultados quantitativos passou-se a analise pelo
método de PCR em tempo real. Nesta etapa utilizou-se o
mesmo conjunto de primers e o corante EvaGreen com pos-
terior andlise de melting. Através desta técnica quantitativa
foi possivel diminuir o LOD relativo e absoluto até 1 mg/kg
(0,0001%) e 0,1 pg, respetivamente, ndo sendo a sensibilida-
de afetada pelo tratamento térmico.

Posteriormente, para quantificagdo das amostras, anterior-
mente positivas, foi necessdrio desenvolver um modelo
quantitativo para normalizar a técnica de PCR em tempo
real, uma vez que elimina diferencas entre os extratos.
Assim, procedeu-se a constru¢do de um modelo de calibra-

Gene Alvo Limite de deteciao Referéncia
cyth 25 pg de ADN [19]
ATPase 0,1 % [20]
8/ATPASES,
ND3
cyth 125 pg de ADN [21]
Satelite IV 0,1%
ATPase 0,1 pg de ADN [10]
8/ATPASES, 0,0001%
ND2, ND5
cyth 2% para peru, ovino e caprino e 1% [22]
B-actin para os restantes
p-actin 320 pg de ADN [23]
cyth,12s rTARN, | 12,500 copias de mtADN em suino, [24]
t-Glu-cytb, COl | caprino, galinha e bovino; 25,000 e
50,000 copias de mtADN em cava-
lo e avestruz, respetivamente
cyth 1 pg e 10 pg para extractos de ADN [25]

crus e processados, respetivamente;
0,001% e 0,01% para misturas
binarias cruas e processadas, respe-
tivamente;
0,1 pg e 0,0001% para ambas as
amostras

¢do baseado no método ACt utilizando um gene eucariota
como controlo enddgeno. O uso de um controle enddgeno é
muito importante quando se trata de uma andlise quantita-
tiva, especialmente quando produtos processados tém uma
composicdo complexa. O modelo desenvolvido revelou ele-
vada performance uma vez que os resultados obtidos esta-
vam de acordo com os critérios de aceitagdo para as técni-
cas de PCR em tempo real.

Posteriormente, utilizando amostra cegas, procedeu-se a
validacdo do modelo de calibragdo. A quantificacdo das
amostras cegas revelou que o modelo era exato, uma vez
que que os valores estimados foram proximos dos valores
reais, e preciso, devido aos coeficientes de variagdo entre os

ensaios.

Construido e validada a técnica quantitativa foi entdo possi-
vel passar a quantificacdo das amostras positivas na técnica
qualitativa. Os resultados para estas duas amostras positivas
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revelaram que ambas continham quantidades vestigiais de
ADN de cavalo (0,19% - salsicha, <LOD — hamburguer), o que
nos leva a concluir que a presenca desta espécie podera ter
resultado de uma contaminagao cruzada na linha de produ-
¢do e ndo como resultado de uma adi¢do fraudulenta.

Consideragoes finais

Recentemente, emergiu um escandalo a nivel internacional
associado a adi¢do ndo declarada de carne de cavalo em
alimentos processados. A presenca desta espécie ndo coloca
problemas para a saude dos consumidores, exceto se a car-
ne adicionada contiver fenilbutazona, uma vez que ndo é
permitido usar este farmaco para consumo humano pois
pode causar patologias, tais como anemia apldsica. Da mes-
ma forma, ndo estando estabelecido um limite maximo para
este contaminante, animais tratados com este anti-
inflamatdrio ndo podem ser destinados ao consumo huma-
no. Contudo, a presenga da espécie cavalo ndo declarada é
considerada uma fraude alimentar e, como tal, importante
de ser detetada. Para este efeito, os métodos baseados na
analise de ADN mostraram ser ferramentas Uteis e adequa-
das.
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