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Resumo

A Engenharia Genética foi um dos maiores avancos tecnoldgicos, possibilitou a transferéncia de
genes desejaveis entre organismos originando o aparecimento de Organismos Geneticamente
Modificados (0GMs) e consequentemente o cultivo de plantas transgénicas.

Ao longo do tempo, o niimero de OGMs comercializados/cultivados tem aumentado e tem
surgido varias preocupacoes relativamente a sua seguranca. Ainda hoje, o uso de OGM é objeto
de debate entre a comunidade geral. A vista disso, a UE criou um quadro legislativo referente &
presenca de OGM, obrigando a rotulagem e rastreabilidade de cada género alimenticio, o que
permite oferecer umainformacgdo completa ao consumidor. Para garantir a conformidade com as
normas aprovadas, recorre-se a metodologias adequadas para a detecao e quantificacao de
OGM. Os métodos baseados no ADN, especificamente o PCR em tempo real sao os de eleicao
para a detecao e quantificacao de OGM.

0 estdgio foi realizado num Laboratdrio de Saude Publica, especificamente, num Laboratdrio de
Biologia Molecular e teve como principais objetivos integrar conhecimentos e adquirir diversas
competéncias na metodologia para a detecao de OGM. O objetivo do caso de estudo foi a
implementacao e validacao da técnica de PCR em tempo real na identificacao de OGMs em
alimentos.

A detecao e quantificacao dos marcadores P-35s e T-nos por PCR em tempo real em amostras
de Soja e Milho em diferentes estados fisicos foi efetuada. Trata-se de um método sensivel, dado
que foi possivel detetar com um nivel de confianca de 95% uma quantidade de ADN dos
marcadores inferior a 15,2 pg/reacao. Além disso, 0 marcador P-fmv foi detetado com um nivel
de confianca de 95 % uma quantidade de 5 cdpias/reacao.

0O equilibrio entre a seqguranca alimentar e a qualidade alimentar tem de estar presente em todos
0s passos da cadeia alimentar de forma a garantir a sequranca do Homem, animal e do meio

ambiente.

Palavras-chave: Organismos Geneticamente Modificados; 0GMs; PCR em tempo Real; qPCR;

P-35s: T-nos



Abstract

Genetic Engineering has been one of the greatest technological advances, enabling the transfer
of desirable genes between organisms giving rise to the emergence of Genetically Modified
Organisms and consequently the cultivation of transgenic plants.

Over time, the number of GMOs commercialized/cultivated has increased and several concerns
have arisen regarding their safety. Even today, the use of GMOs is a matter of debate among the
general community. In view of this, the EU has putin place a legislative framework regarding the
presence of GMOs, obliging the labeling and traceability of each foodstuff, which allows to offer
complete information to the consumer. To ensure compliance with the approved standards,
appropriate methodologies are used for the detection and quantification of GMOs. DNA-based
methods, specifically real-time PCR, are the methods of choice for GMO detection and
quantification.

The internship was conducted in a Public Health Laboratory, specifically, in a Molecular Biology
Laboratory and its main objectives were to integrate knowledge and acquire various skills in the
methodology referred to for the detection of GMOs. The objective of the case study was the
implementation and validation of the real-time PCR technique in the identification of GMOs in
food.

The detection and quantification of P-35s and T-nos markers by real-time PCR in Soybean and
Maize samples in different physical states was performed. It is a sensitive method since it was
possible to detect with a confidence level of 95% an amount of DNA of the markers lower than
15,2 pg/reaction. In addition, the marker P-five was detected with a 95 % confidence level at an
amount of 5 copies/reaction.

The balance between food safety and food quality must be present at every step of the food chain

to ensure the safety of humans, animals and the environment.

Keywords: genetically modified organisms; GMOs; Real Time PCR; qPCR; P-35s; T-nos
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Capitulo I- Estagio

O presente trabalho surge no ambito da Unidade Curricular Estdgio do Mestrado em Andlises
Clinicas e Saude Publica, na area de especializacao da Microbiologia e Satde Publica, na Escola
Superior de Salde do Instituto Politécnico do Porto ( ESS/P.Porto). Neste capitulo € feito uma

contextualizacao do estdgio e a respetiva instituicao onde foi realizada.

1.1. Instituicao e Contextualizacao do estagio

O estagio foi realizado na empresa Biogerm- Laboratdrios S.A., especificamente no laboratdrio
de Biologia Molecular, de 11 de outubro a 30 de junho, sob a orientacao do Prof. Antdnio Araujo e
Prof. Hugo Rocha. O presente relatdrio tem como foco descrever todas as atividades realizadas
durante o estagio laboratorial. O ponto central deste estagio é a implementacao e validacao da
metodologia de PCR em tempo Real para a identificacdo de Organismos Geneticamente
Modificados em alimentos.

A Biogerm SA, é uma empresa constituida em 1994, sediada no conselho da Maia. E um
laboratdrio de referéncia na drea da Saudde Publica, onde sao realizadas analises microbioldgicas
e quimicas no controlo da qualidade alimentar, dgua e ambiente. A Biogerm SA. possui varios
laboratdrios, os de Preparacao de Meios de Cultura, de Microbiologia que esta dividida em dguae

alimentos, de Biologia Molecular e Sala de Confirmacaes.

1.2. Objetivos

Este estagio curricular permitiu compreender o funcionamento de um laboratdrio acreditado no
ambito da Biologia Molecular. Sendo assim, teve como objetivos:

-Adquirir e aprofundar conhecimentos e praticas em diversas metodologias realizadas durante o
estagio, em especifico na drea da Biologia Molecular;

-Desenvolver capacidade de trabalho auténomo num laboratdrio de Biologia Molecular, bem
como as competéncias interpessoais ao integrar numa equipa de trabalho;

- Realizar metodologias de detecao com base na PCR em tempo real.



1.3. Atividades Desenvolvidas

Neste relatdrio irei descrever todas as atividades observadas ou realizadas durante o estdgio.
Serao ainda relatados, os conhecimentos e as competéncias adquiridas em todas etapas do
processo da andlise da amostra.

1.3.1.  Extracao de ADN

A extracao de Acido Desoxirribonucleico (ADN) das amostras utilizadas no decorrer deste estagio
foi o primeiro passo realizado. Para a extracao de ADN, recorreu-se ao kit DNeasy® mericon®
Food Handbook, da marca QIAGEN que esta descrito no Capitulo 1l no ponto 3.3 do presente
trabalho.

1.3.2. Quantificacao da Concentracao de ADN e Avaliacao do Grau de pureza
Para cada amostra é quantificado o ADN extraido e avaliado o grau de pureza com recurso ao
NanoDrop One. A concentracao é determinada com base na absorvancia a 260 nm e é expressa

em ng/ pl e o grau de pureza avaliado com base narazao Abs260/Abs280.

1.3.3. PCRem Tempo Real

As reacoes de amplificacao para a detecao e quantificacao dos marcadores P-35s, T-nos e P-
fmv sao realizadas com recurso a sondas TaqgMan® (Applied Biosystems), utilizando a técnica de
PCR em Tempo Real.

Para a reacao, foram utilizadas sondas e primers especificos para cada marcador. Além disso, foi
usado como controlo interno o gene 18S que permite avaliar a eficiéncia da reacao de PCR em
Tempo Real.

As condicoes de tempo e temperatura da reacao de amplificacao foram de acordo com o seqguinte
protocolo: desnaturacao inicial a 95 °C durante 15 minutos; 45 ciclos que contemplam um ciclo de
desnaturacao a 95 °C durante 15 segundos e um ciclo a 60 °C durante 1 minuto para promover o
emparelhamento dos primers e extensao. A amplificacao foi efetuada num termociclador
QuantStudio™5-96-well0,1-miBlock Applied Biosystems da Thermo Fisher e analisada com

recurso ao software QuantStudio™ Design e Analysis V1.5.1.



Capitulo II- Estudo de Caso

Neste capitulo é desenvolvido e contextualizado o estudo de caso “ Implementacao e Validagao
da Técnica de PCR em Tempo Real na identificacao de Organismos Geneticamente Modificados

em Alimentos”

1. Introducao

Desde sempre que o Homem tem a necessidade de aumentar a producao e aprimorar a qualidade
dos alimentos. No século XX, com o avancgo da ciéncia surgiu a engenharia genética, com o
desenvolvimento de um conjunto de ferramentas e de métodos que permite a modificacao de
sequéncias de ADN de um organismo (1).

A partir da década de 80 ocorreu o desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas de ADN
recombinante que impulsionou um grande avanco biotecnoldgico e conduziu ao aparecimento de
OGMs. De acordo com a Diretiva 2001/18/CE, OGM € o organismo, a excecao do Homem, que
teve o seu material genético modificado através do uso de técnicas de DNA recombinante e nao
a partir de uma forma espontanea/ natural (2). Em 1994, foi aprovado o primeiro género
alimenticio geneticamente modificado para consumo humano. O tomate denominado de Flavr
Savr, foi alterado geneticamente para apresentar uma maior durabilidade em relacao aos
tradicionais (3).

0 avanco da engenharia genética permitiu o aparecimento de novas variedades de espécies
vegetais, sobretudo com caracteristicas benéficas, tais como aresisténcia a herbicidas, ainsetos
e a situacdes adversas. A introducdo de culturas geneticamente modificadas (GM) trouxe
inimeras vantagens desde a reducao da contaminacao do solo, reducao do uso de pesticidas e
aumento do rendimento de producdo das culturas agricolas(4).

A questao do uso ou nao de OGM é objeto de debate mundial na comunidade. Se por um lado as
vantagens/beneficios do uso de 0GMs eram observadas como um impacto positivo, por outro
lado, diferentes grupos desde hidlogos, epidemiologistas até mesmo politicos afirmavam nao
existirem estudos suficientes que demostrem que o uso/ comercializacao de OGMs é seguro
para 0 Homem, animais e ambiente (5). A temdtica dos OGMs é bastante controversa porque
emboraos beneficios desta nova biotecnologia agricola estejam bem definidos e sejaminegdveis
,parte da comunidade cientifica questiona os custos e riscos associados ao uso desta
biotecnologia. Questdes e preocupacdes publicas em relacao a seguranca alimentar e ambiental

estao presentes na tomada de decisao do uso ou nao de OGMs.



Em consequéncia do aumento do nimero de organismos geneticamente modificados e da
preocupacao da comunidade, foi necessario criar uma legislacao relativa ao dominio dos OGMS.
A relacao risco/beneficio do uso de produtos GM tem de estar clara e objetiva para que os
consumidores possam fazer uma escolha consciente. A legislacao na UE é constituida por varias
diretivas e regulamentos que tem como foco principal a seguranca do Homem, dos animais e do
ambiente. A legislacao obriga a rotulagem dos produtos GM de forma a garantir uma escolha
informada e consciente por parte do consumidor. Obriga ainda a rastreabilidade de qualquer
produto GM para permitir uma resposta rapida em caso de adversidade. O quadro legislativo na
EU proporciona uma harmonizacao regulamentar que garante a troca de informacoes sobre os
riscos/beneficios e promove a compreensao entre paises, bem como um aumento da eficiéncia
do processo de avaliagao da relacao riscos/seguranca (6).

A Biogerm é uma empresa em constante crescimento que fornece apoio aos clientes nas mais
variadas vertentes no que diz respeito as analises microbioldgicas e quimicas em agua, alimentos
e ambiente. Trata-se de um laboratdrio de referéncia, onde a chave do sucesso passa por possuir
as metodologias mais recentes e permitir uma resposta rapida e fidvel ao consumidor. O uso de
géneros alimenticios derivados de OGMs é um tema atual na sociedade, sendo assim, é
importante aimplementacao de um sistema de detecao de 0GMs em laboratdrio. Neste contexto,
este estagio laboratorial tem como principais objetivos implementar e validar a técnica de PCR

em tempo real na identificacao de 0GMs em alimentos.

1.1. Transformacao Genética nas plantas

A transformacado genética das plantas é retratada como um avanco tecnoldgico na ciéncia
moderna que, nao so permitiu consolidar conhecimentos sobre a biologia das plantas como
também é o ponto-chave para o aperfeicoamento genético das culturas agricolas. A
transformacao genética consiste na transferéncia de um gene de interesse para o genoma de
uma planta hospedeira (7).

Na modificacao genética da planta, os métodos de transferéncia de genes podem ser agrupados
em: transferéncia de genes mediada por vetores e transferéncia direta (7).

A primeira técnica a ser desenvolvida, nos anos 80, utilizava a Agrobacterium tumefaciens para
a transferéncia do gene de interesse. Trata-se de uma bactéria gram negativa fitopatogénica

com capacidade de infetar e modificar as células vegetais onde esta integrada (7). Esta bactéria



é constituida por um plasmideo, denominado de Ti, responsdvel pelainducao de tumores. Quando
A. tumefaciens infeta uma célula, ha a transferéncia de um segmento de T-ADN, uma porcao do
Ti, que € inserido de forma estdvel no genoma da planta hospedeira e depois transcrito (8). O
plasmideo ainda contém uma regido denominada de vir (viruléncia) que nao é transferida para a
célula hospedeira, mas é essencial na integracao do segmento de ADN no genoma da planta
hospedeira (7). Embora a transformacao mediada pela A. tumefaciens seja a mais utilizada, esta
infeta apenas plantas dicotileddneas (8).

Outra técnica muito utilizada é o bombardeamento de particulas, um método fisico que pertence
ao grupo onde ha a transferéncia direta de genes. Neste método as moléculas de ADN sao
revestidas com particulas de metal (ouro ou tungsténio) e sao aceleradas com objetivo de serem
introduzidas no citoplasma da célula alvo. Apds a entrada na célula, hd a dissociagao do complexo
ADN-particulas e ocorre aintegracao do ADN no genoma da planta alvo (7).

Os avancos na tecnologia da engenharia genética permitiram o aparecimento de novas técnicas.
E utilizado a terminologia edicdo genética que engloba as técnicas TALENSs (transcription
activator-like effetor nucleases) e CRISPR/CAS (clustered regularly interspaced short
plaindromic repeats — CRISPR associated proteins) (9), sendo a dltima a mais utilizada. Em
oposicao as tecnologias de primeirageracao, a edicao genética permite alteracdes genéticas sem
aintroducao de ADN exdgeno nas células (9). A técnica CRISPR/Cas9 permite a interacdo entre
a endonuclease Cas9 e o RNA guia (gRNA). Este foi concebido para uma regido gendmica
especifica do alvo a ser alterado. A interacao entre estes dois permite o reconhecimento da
sequéncia alvo e a inducao de quebras da cadeia dupla de ADN do alvo (10). O uso do sistema
CRISPR/CAS9 sobrepds-se a técnica TALEN, devido a sua facilidade de utilizacao e por ser mais
acessivel (11). Por outro lado, durante a codificacao da proteina podem ocorrer efeitos forado alvo

e levar a mutac6es onde ocorre a perda de funcao ou alteracdes das proteinas (10).

1.2. Producao e Mercado de OGM

De acordo com “International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications” (ISAAA),
verificou-se um aumento da drea global plantada com culturas GM desde 1996 até ao ano de
2019.Em 2019, no 242 ano de comercializagao de Culturas GM, houve um decréscimo da drea de
plantacao mundialmente para um valor de 190,4 milhdes de hectares. Apesar de um leve declinio

de adocao de culturas GM, em 5 paises a producao de culturas GM aumentou, nos EUA a area



cultivada foi de 71,5 milhdes de hectares, em segundo o Brasil com 52,8 milhdes de hectares, a
Argentina com uma area de valor igual a 24 milhdes de hectares, o Canada com um valor de 12,5
milhdes de hectares e por fim, a India com 11,9 milhdes de hectares cultivados (12).

Em 2019, as culturas GM ofereceram uma gama de produtos mais diversificada aos
consumidores. Para além do milho, soja, algodao e canola foram incluidas culturas GM como a
beterraba, a cana-de-aclicar, a beringela entre outras (12).Contudo, a soja tolerante ao herbicida
glifosato, mais conhecida como Roundup Ready™ (RR) é uma das culturas vegetais GM mais
importantes. No ano de 2019, a Soja foi cultivada numa area de 91,9 milhdes de hectares que
corresponde a cerca de 48 % da area total cultivada por culturas GM (12). Um total de 71 paises
adotaram as culturas vegetais GM mas apenas 29 destes cultivaram enquanto que 42 paises
apenas importaram os produtos.

Em Portugal, o cultivo de variedades GM é regulado pelo Decreto-Lei n.2 160/2005 de 21 de
setembro, o qual fornece um conjunto de obriga¢6es para cada um dos intervenientes na cadeia
produtiva do produto, assim como determinadas normas e técnicas relativas ao cultivo das
culturas vegetais GM (13). Este decreto tem como objetivo assegurar a coexisténcia das culturas
convencionais com as culturas GM. As autoridades competentes nacionais responsaveis para
certificar o cumprimento da regulamentacao sao a Direcao Geral de Alimentacao e Veterinaria
(DGAV) e a Agéncia Portuguesa do Ambiente (APA).

De acordo com a Legislacao Portuguesa arespeito do tema OGM, o milho MON810 é o tinico OGM
autorizado para cultivo em Portugal, mas que inclui varias variedades. Segundo o relatdrio de
Acompanhamento de 2022 da DGAV, em 2022, uma area de valor igual a 2.287,36 hectares
correspondia apenas a cultivo de milho geneticamente modificado (14). Embora, em Portugal, o
milho MON810 seja o unico OGM permitido para cultivo, ha uma vasta gama de alimentos
processados derivados de diferentes 0GMs comercializados em Portugal. Atualmente, os OGMs
autorizados para alimentacao humana pela Autoridade Europeia para a seguranca Alimentar

(AESA) pertencem a algumas espécies como, milho, colza, algodao, beterraba e soja.
1.3. Riscos e Beneficios
Desde sempre que o Homem tem vindo a alterar as culturas vegetais através da escolha das

plantas com as carateristicas mais vantajosas com o objetivo de obter culturas vegetais com um

crescimento rdpido e obter um maior rendimento. Os possiveis riscos e beneficios associados a



modificacao genética abrangem questoes relacionadas a seqguranca alimentar e o impacto desta
no ambiente. Tolerancia a herbicidas e a resisténcia a insetos sao as duas caracteristicas mais

comuns em culturas vegetais GM (4).

As culturas vegetais tolerantes a herbicidas trouxeram inimeros beneficios para as exploracoes
agricolas. Foram desenvolvidas com o objetivo claro de resistir aos herbicidas especificos
glifosato e glufosinato. Deste modo, os agricultores substituiram estes por herbicidas mais
seguros para a sua manipulacao e menos agressivos para o ambiente, o que permitiu uma
diminuicao da contaminacao do solo, dgua e ar (4,15). A introducao de culturas vegetais com
resisténcia a insetos permitiu por seu lado a diminuicao do uso de inseticidas, o0 aumento do
rendimento da producdo agricola e consequentemente uma alimentacao a um preco mais
acessivel (16). A cultura GM tem contribuido com uma série de beneficios paraa producao vegetal,
mas também ha produtos que oferecem beneficios diretos ao consumidor. O mais conhecido é o
arroz dourado, criado em 2000, que é uma fonte suplementar de pro-vitamina A extremamente
importante para o crescimento e reforco do sistema imunitario. Além disso, em paises onde a
deficiéncia de vitamina A é ainda um problema, o arroz dourado surge como uma solucao para
combater a caréncia desta vitamina (17).

Nem tudo relacionado ao uso de OGM sao vantagens, havendo alguns estudos que levantaram
questdes sobre os potenciais riscos para a saude do Homem e para o meio ambiente. A
alergenicidade e toxicidade sao dois dos riscos que podem afetar diretamente o Homem. As
culturas GM implicam a introducao de novas proteinas nos géneros alimenticios, podendo estas
desencadear reacdes alérgicas. A nivel ambiental, a transferéncia horizontal de genes (THG) € um
dos potenciais riscos. Podendo ocorrer a transferéncia de material genético de um organismo
para outro (4). Quando relacionado ao uso de OGM, este processo traz indmeros riscos que
afetam diretamente o meio ambiente, desde diminui¢ao da diversidade genética a biodiversidade
(18).

E importante relembrar que para o cultivo/comercializacio de uma cultura GM hd um processo
de avaliacao da sua seguranca para o Homem, animal e meio ambiente. Os beneficios e os riscos
percecionados do uso de OGM, tem vindo a resultar em debates na comunidade cientifica, o que
incentiva a existir requlamentacao em todo o processo e no desenvolvimento de uma legislacao

que permita a protecao do Homem, do animal e do meio ambiente



1.4. Legislacao

Desde o inicio dos anos 90 que o numero de organismos geneticamente modificados tem
aumentado e tem sido acompanhada pela preocupacao da comunidade em geral e da cientifica
em particular em relacao ao uso de OGMs. A producao e a comercializagao global de produtos
derivados de OGMs podem acarretar riscos associados a saide humana e ambiental, diante
disso, torna-se necessario a implementacao de um conjunto de procedimentos rigorosos que
compoem a legislacao sobre os OGMs. O quadro legislativo na Unido Europeia sobre os OGMs é
altamente completo e exigente no que diz respeito a avaliacao de riscos. A legislacao tem como
principais objetivos especificos a seguranca humana, animal e ambiental e garantir que o
mercado na UE funcione corretamente (19) O quadro requlamentar baseia-se em 3 pontos
principais: avaliacao dos riscos antes da colocagao no mercado, a rastreabilidade e a rotulagem
(19).

E do conhecimento geral que qualquer organismo colocado no meio ambiente tem a capacidade
de se reproduzir e expandir para outros locais. Dessa forma foi fundamental a criacao de
instrumentos juridicos que visam toda a problematica em torno dos OGMs. Na Uniao Europeia, a
diretiva2001/18/CE relativa a libertacao deliberada de organismos geneticamente modificados
no ambiente, define procedimentos e critérios cruciais para a avaliacao, caso a caso, de potenciais
riscos para o ambiente e saide humana e animal que resultem da producao de OGMs. Para a
monitorizagao dos riscos para a saide humana e ambiental, a Diretiva obriga a criagao de um
plano vigilancia com o objetivo de detetar e identificar os riscos associados a produtos derivados
de OGMs apds terem sido colocados no mercado. Os Estados-Membros tem de verificar, de
acordo com o Principio da Precaucao, que todas as medidas foram as adequadas para resguardar
a saide humana e ambiental (2).

0 Regulamento (CE) n21829/2003 introduz principios e regras para os géneros alimenticios que
sejam colocados a disposicao no mercado. Para garantir um elevado grau de protecao da saude
humana e animal e do meio ambiente, qualquer género alimenticio geneticamente modificado
que seja colocado no mercado, previamente tem de ser submetido a uma série de avaliagées com
afinalidade de verificar que nao existe nenhum risco associado a este. Assim, este regulamento
para atingir o seu fim refere relativamente a estes géneros alimenticio que: nao devem originar

efeitos nocivos para a saude humana, animal e para o ambiente nao devem induzir em erro o



consumidor; nao diferir dos géneros alimenticios a que estejam destinados a substituir e que
possam apresentar uma desvantagem a nivel nutricional (20) Além disso, o Regulamento (CE) n®
1829/2003 incorpora um limite minimo de rotulagem para os géneros alimenticios, sendo que
quando este apresenta um conteddo geneticamente modificado autorizado superior a 0,9 % do
total dos ingredientes que o compde € obrigatdrio a sua rotulagem (20). Caso o contetido GM for
abaixo deste limiar, a presenca é considerada acidental ou inevitavel. No entanto, o operador tem
de estar habilitado para fornecer provas as autoridades competentes que confirmem que todas
as medidas tomadas estao em conformidade com alegislacao.

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (AESA) criada pelo Regulamento (CE) n.2
178/2002 do Parlamento Europeu e do Conselho a 28 de janeiro de 2002 é fundamental para a
avaliacao do risco ambiental e da sequranca dos alimentos. A AESA tem como tarefa, no dominio
dos OGM, avaliar os potenciais riscos associados a utilizacao de OGM e dos géneros alimenticios
derivados destes. Para além disso, a decisao de aprovar para a comercializacao um OGM é
tomada pela AESA e s6 depois de uma série de avaliacdes terem sido efetuadas (21). Para a
avaliacao dos riscos dos OGM, a AESA identifica e caracteriza os perigos com base nos sequintes
principios: i) caracterizacdo molecular (analise da estrutura molecular, proteinas); ii) andlise
comparativa (detecao de diferencas na planta, caracteristicas fenotipicas); iii) avaliacao da
potencial toxicidade e alergenicidade e iv) avaliacao do potencial impacto ambiental (21).

A seguranca na industria alimentar € um dos principais focos da legislacao e a formula ideal para
preservar a seguranca alimentar e garantir que os padroes da fase de producao estao em
conformidade é adotar a rastreabilidade. No Regulamento (CE) n.21830/2003, a rastreabilidade
é definida como a capacidade de rastrear os OGMs e os produtos derivados destes em todas as
etapas de processo, desde a sua producao até a sua comercializacao (22). Perante um problema,
a rastreabilidade permite a localizacao da origem deste de forma rapida e eficaz e garante uma
resposta orientada na resolucao do problema. O Regulamento (CE) n.2 1830/2003 obriga a
partilha de informacoes do produto que contém ou é constituido por OGM e do identificador tnico

para cada OGM.



1.5. Métodos de detecao

Com o aumento de culturas GM, a monitorizacao destas € o ponto chave para garantir o
cumprimento do regulamento associado a producao alimentar e garantir a seguranca. Na UE,
qualquer género alimenticio que contenha um conteddo GM autorizado superior a 0,9% dos
ingredientes totais € obrigatdrio a sua rotulagem. Por consequinte, o desenvolvimento de
métodos de detecao e quantificacao de OGM tornou-se cada vez mais relevante e desafiante.
As técnicas de detecao e quantificacdao de OGM sao baseadas na observacao das diferencas
entre a planta tradicional e planta GM. Atualmente, hd dois tipos de abordagens a seguir, 0s que
visam o material genético modificado (ADN) e os que visam o produto resultante da modificacao
genética (proteina). As técnicas mais comuns baseadas na andlise de proteinas incluem os
imunoensaios, a espectrometria de massa e cromatografia. Ao contrdrio do que acontece na
abordagem baseada nas proteinas, o ADN é extremamente resistente a elevadas temperaturas
e por estar presente na maioria dos tecidos bioldgicos torna esta macromolécula a eleita para a
detecao de OGM (23). 0 método baseado na detecao de ADN consiste na técnica da reacao em
cadeia da polimerase (PCR), no qual é oferecido uma maior especificidade.

Atualmente, na UE, os laboratdrios de referéncia no controlo de OGMs utilizam a técnica de PCR
em tempo real na detecao de OGM (8) . Atualmente, o fluxo de trabalho inicia-se pelo rastreio de
sequéncias de elementos (ex: -35s e T-nos) que sao encontradas em produtos derivados de OGM
autorizados ou nao autorizados. De forma a melhorar o sistema de detecao de OGM, surgiu um
novo fluxo de trabalho que utiliza a tecnologia de Sequenciamento de Nova Geracao (NGS),
permitindo obter informacdes para demonstrar a presenca de OGM nao autorizado (24). Na

Figura1estd apresentado um esquema aprimorado do fluxo de trabalho na detecao de OGM.
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Figura 1- Esquema do fluxo de trabalho na detecao de OGM (Original de (24))

1.5.1. Métodos de detecao baseado em ADN

Os métodos de detecao de OGMs sao maioritariamente baseados no ADN. Na UE, o PCR foi o
primeiro método de rastreio validado para a detecao de OGM que eram comercializados (8).

A técnica de PCR permite a amplificacao rdpida e seletiva de segmentos especificos de ADN
marcados dos eventos de modificacao genética, para além de apresentar uma maior
versatilidade (25). E considerada uma alternativa fidvel aos métodos imunoldgicos, contudo se
os segmentos de ADN alvo forem superiores a 300 pb (pares de base) a probabilidade de
degradacao destes aumenta no que resulta em falsos negativos quando se analisa amostras
processadas (26), visto que o processamento dos alimentos provoca a fragmentacao de ADN e
consequentemente compromete a integridade do ADN. Para a andlise por PCR sao quatros os
passos necessarios, a recolha da amostra, a extracao e purificagao de ADN, amplificacao dos

acidos nucleicos e a detecao dos produtos de amplificagao.
Extracao de ADN

Apds a recolha da amostras, a extracao e a purificacao dos acidos nucleicos sao os primeiros
passos para a detecao e quantificacao de OGM. A extracao de ADN é um factor extremamente
importante, visto que é deste procedimento que se obtém os extratos de ADN para posterior

amplificacao por PCR.

1"



Durante o processamento dos alimentos, o ADN é afetado por vdrios fatores como atemperatura,
agua e as variacoes do pH. Assim como a reacao de PCR pode ser inibida por contaminantes da
matriz alimentar e por solventes organicos (etanol, cloroférmio) provenientes do método de
extracao. Deve ser entao escolhido um método de extracao de ADN adequado que garanta uma
remocao total de inibidores de reacao que estejam presentes na amostra.

A extracao de dcidos nucleicos requer a lise celular, a inativacao das nucleases, a desnaturacao
das proteinas e a precipitacao de ADN (8). De momento, existe uma diversidade de kits de
extracao e purificagao disponiveis no mercado que permitem uma extracao eficiente de ADN.
Porém, na escolha do método mais adequado é fundamental levar em consideracao alguns
critérios, tais como: o ADN alvo, a matriz em andlise e a necessidade das técnicas subsequentes
(27).

1.5.1.1. PCR Qualitativo

A Reacao em cadeia da polimerase é uma técnica frequentemente usada para aferir a presenca
de material GM, usando oligonucledtidos especificos (primers) para amplificacao da sequéncia
alvo. E uma técnica que permite a amplificacdo rapida de milhares de cépias do ADN alvo em
poucas horas e que oferece resultados com alta sensibilidade e especificidade. A amplificacao
por PCR baseia-se no processo de replicacao de ADN e é com a ajuda de uma ADN polimerase,
geralmente a Tag ADN polimerase isolada da bactéria Thermus aquaticus. A DNA polimerase
sintetiza apenas de 5'para 3". A replicacao tem inicio na extremidade 3°do primer, onde a hd a
incorporacao dos dNTPs presentes na solucao, permitindo a extensao e formacgao de uma cadeia
dupla. Numa primeira fase, desnaturacao, ocorre a separacao da cadeia dupla de ADN em duas
cadeias simples através do aumento da temperatura, geralmente a 95 °C. Na fase sequinte, ha a
diminuicdo da temperatura, entre 55 °C a 65 °C e os primers ligam-se as cadeias
complementares. Por fim, a temperatura volta a aumentar, por volta dos 72 °C, visto que € a
temperaturaideal para a atuagao da Tag polimerase e ocorre a extensao dos primers, estes trés
passos sao repetidos entre 30 a 40 vezes. O produto final da reacao de PCR é detetado pelo
aumento de fluorescéncia. No final, o nimero de cépias da sequéncia alvo é expressa em 2. E
uma técnica que permite a detecao de material GM mas nao a sua quantificacao, uma vez que a
quantidade de produto gerado é medido apds a fase exponencial, na fase plateau, sendo que

nesta fase nao é possivel obter informacao que permita avaliar a quantidade de amostra inicial.
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Dado que a quantificacao é um parametro relevante no que toca ao tema OGM, como solugao

para ultrapassar este problema surgiu 0o método PCR em tempo real.
1.5.1.2. PCR em tempo real

Na andlise de alimentos, no caso do OGM, a legislacao obriga a rotulagem de produtos
comercializados onde o contetido GM é superior a 0,9% . Sendo assim, apds a detecao da
presenca de um OGM é exigida a quantificacao deste.

0 PCR em tempo real permite a detecao e quantificacao fidvel dos produtos gerados em cada
ciclo do PCR (28). O sinal de fluorescéncia, proporcional a quantidade de produto de PCR gerado
em cada ciclo é visualizado num ecra de um computador que estd acoplado a um software que
permite converter o sinal fluorescente numa estimativa quantitativa. O sistema do PCR em
tempo real, faz uso de um termociclador com a capacidade de detetar a fluorescéncia. No final da
reacao de PCR, comrecurso aum computador, obtém-se um grafico da emissao de fluorescéncia
em funcao do numero de ciclos. As vantagens do uso desta técnica sao a diminuicao do risco de
contaminacao cruzada e a rapidez no fornecimento de resultados (29). Esta monitorizacao é
possivel devido ao uso de marcadores fluorescentes que se ligam a ADN de cadeia dupla ou
sondas especificas marcadas com um fluoréforo (30).

A forma mais simples e econémica na execucao da técnica de PCR em tempo real é o uso de um
corante universal SYBR Green. Trata-se de um agente intercalante, que emite um sinal de
fluorescéncia quando se liga a ADN de cadeia dupla. Apesar de ser uma técnica barata e simples,
a principal limitacao é a sua especificidade que é mais reduzida. O corante SYBR Green liga-se a
moléculas de ADN de cadeia dupla e durante a reacao pode haver amplificacao de produtos de
PCR inespecificos ou dimeros de primers que originam emissao de sinal, levando a diminuicao
da especificidade (28).

Para aumentar a especificidade da reacao, foram desenvolvidas sondas de hidrdlise,
nomeadamente a do tipo Tagman. Trata-se de uma sonda com um corante denominado repdrter
naextremidade 5’e de um corante chamado de quencher na extremidade 3". Esta sondafunciona
com base no principio da transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET). Ou
seja, caso a sonda estiver intacta, a fluorescéncia emitida pelo repdrter é absorvida pelo
quencher. Porém, durante o PCR, a sonda ird hibridizar com a sequéncia alvo na regiao especifica
entre os primers e quando esta é clivada pela atividade de nucleasse 5" da Tag polimerase ocorre

aemissao de fluorescéncia durante a fase de extensao (8,28).
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A medida que o PCR em tempo real decorre, os dados recolhidos sio utilizados para a construcao
do grdfico da emissao de fluorescéncia em funcao do nimero de ciclos. Através da leitura do
grafico, é possivel distinguir 3 fases. Uma primeira fase, denominada de linear ou lag que
corresponde ao sinal de fundo. A segunda fase, fase exponencial, com um aumento do declive da
curva e uma terceira fase, estaciondria ou plateau onde o declive é aproximadamente zero. A
quantificacao por PCR em tempo real ocorre na fase exponencial quando a quantidade de ADN
amplificado atinge um ponto acima ao sinal de ruido. Ao nimero de ciclos da reacao onde a
fluorescéncia ultrapassa o limiar é denominado de Cycle Threshold (Ct) (8). Em condicdes ideias,
o Ct é inversamente proporcional a quantidade de sequéncia alvo no inicio da reacao (28).

A quantificacao do teor de material GM numa amostra por PCR em tempo real pode ser aferida de
duas formas diferentes (8). 0 método Cq comparativo faz uma comparacao entre a quantidade
da sequéncia alvo do OGM com a sequéncia do gene de referéncia. A curva padrao é obtida
através do uso de amostras, por exemplo, de materiais de referéncia certificados com diferentes
concentragdes conhecidas. O valor do teor de OGM é obtido pelo célculo do ACq (ACG = CQgene de
referencia— CQoem). ESte método requer que as eficiéncias de amplificacao tanto para o alvo como o
gene de referéncia sejam semelhantes (8).

0 método da curva- padrao utiliza 2 curvas de padrao com diferentes quantidades de ADN. Uma
curva comum sistema de quantificacao para uma sequéncia especificade um evento OGM e uma
segunda curva com um sistema de quantificacao para o gene de referéncia. Para cada amostra,
as quantidades do alvo especifico e do gene de referéncia sao calculadas por interpolagcao com a
respetiva curva-padrao. A quantificacdao do material GM é calculada como a razao entre a
quantidade de ADN alvo e de ADN do gene de referéncia, como é apresentada na seguinte

expressao:

ADN (GM)
ADN (referéncia)

OGM (%)= X 100 (8)

Atualmente, o PCR em tempo real é o método eleito para a detecao e quantificacao de material

GM.
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1.5.2. Métodos de detecao baseado na andlise de proteinas

Sao varios os métodos baseados na andlise de proteinas que podem ser utilizados, porém as
estratégias de reconhecimento de proteinas mais usadas baseiam-se em imunoensaios (8)
Estes permitem a detecdo/quantificacdo através da interacao especifica entre o anticorpo-
antigénio. A técnica de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e os dispositivos de fluxo
lateral (LDF) sao dois exemplos das técnicas mais utilizadas. Alusivo a 0GM, os antigénios sao as
novas proteinas sintetizadas por um gene introduzido durante a modificacao genética.
Relativamente aos anticorpos, podem ser utilizados monoclonais (alta especificidade) ou
policlonais, dependendo do grau de especificidade de detecao, isto €, caso a detecao seja
realizada para a proteina completa ou apenas para péptidos especificos (31).

Os imunoensaios sao excelentes para a detecao de proteinas em géneros alimenticios crus, no
entanto, é importante referir que a alteracao genética induzida nem sempre conduz a producao
de uma nova proteina e nem sempre 0s niveis de expressao proteica sao suficientes para uma
detecao fidvel o que é desvantajoso. Para além disso, devido a degradacao das proteinas, o uso

deste método nao é o adequado para amostras processadas (8).

1521 ELISA

A nova proteina expressa por um determinado OGM é detetada pelo desenvolvimento de cor que
ocorre quando se da a formacao do complexo anticorpo-antigénio.

Ha dois tipos de testes que podem ser realizados em placa de micropogos ou em formato de tubo
revestido. O formato ELISA mais utilizado é o direto do tipo sandwich, a placa de micropogos esta
revestida com um anticorpo monoclonal especifico a superficie e ao adicionar a amostra que
contém o antigénio, ocorre a ligacao do complexo anticorpo-antigénio. Os antigénios que nao se
ligaram sao eliminados com a solucéo de lavagem:. E adicionado um anticorpo policlonal marcado
com uma enzima, formando o complexo anticorpo-antigénio-anticorpo acoplado com uma
enzima. Por fim, quando este complexo entra em contacto com o substrato da enzima acoplada

ocorre a alteracao de cor e estd é medida por espectrofotometria (8,32).

1.5.2.2. Dispositivos com tiras de fluxo lateral
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Uma variagao da técnica ELISA, onde numa tira de nitrocelulose estao imobilizados dois
anticorpos especificos para a proteina nova expressa e acoplados a um reagente de cor. A tira
apresenta duas linhas de anticorpos, uma de controlo e uma de teste (especifica para o analito
alvo). Caso a amostra contenha o analito de interesse, ha formacao do complexo anticorpo-
antigénio e aparece uma banda corada na linha de teste assim como na linha de controlo. Caso a
amostra for negativa para apresenca do analito alvo, apenas abanda dalinha de controlo aparece
corada (8). E um tipo de teste adequado como rastreio inicial na cadeia alimentar, isto porque, a
detecao de OGM é realizada de formarapida e barata. Contudo, a comercializagao de dispositivos

com tiras de fluxo lateral estd limitada para apenas alguns produtos GM (8).

1.6. Alvos a analisar

A cada ano que passa o nimero de diferentes plantas GM que sao cultivadas a escala comercial
tem aumentado e é acompanhada por um aumento da variedade de modificaces genéticas. Para
o cumprimento dos requisitos da legislacao, a detecao e identificacdao sao cada vez mais
complexas, sendo necessdrios métodos mais sensiveis (33). Os testes “screening” baseiam-se
naidentificacao de sequéncias muitas vezes utilizadas no desenvolvimento de OMG. Na maioria
das vezes, como rastreio inicial, o promotor 35S e o terminador NOS sao os primeiros elementos
regulatdrios a serem detetados, uma vez que a maioria dos produtos vegetais GM contém um ou
ambos. Para além destes, o promotor FMV-35S também é analisado neste relatdrio.

0 CaMv é um virus da familia caulimovirus de ADN de cadeia dupla circular com capacidade de
provocar dano nas plantas, tratando-se assim de um agente patogénico. Uma das suas
sequéncias reguladores, o promotor 35S, é amplamente usado no desenvolvimento de novas
variedades de culturas vegetais com caracteristicas vantajosas. 0 CaMV 35S é o promotor
transcricional mais utilizado como vetor de insercao de genes em plantas, pela sua capacidade de
controlar a transcricao de genes em plantas sem ajuda de qualquer coadjuvante (34).

O terminador de transcricdo do gene da nopalina sintase (NOS) da bactéria Agrobacterium
tumefaciens encontra-se em muitas das culturas vegetais geneticamente modificadas. E uma
sequéncia de ADN com cerca de 127 pb.

De acordo com o ISAAA, cercade 66% dos produtos GM comercializados contém o promotor 35S

e cerca de 54% contém o terminador NOS. Caso estejam presentes as duas sequéncias
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reguladores o valor é igual a 81,4%. Isto comprova a importancia destas sequéncias regulatdrias
na biologia vegetal (35).
O promotor FMV 35S pertencente a familia dos virus Figwort mosaic é muito parecido com a

familia do caulimovirus (36). E um virus de ADN de cadeia dupla.

2. Objetivos

Validar e implementar a metodologia de PCR em Tempo real na detecao e quantificacao de
Organismos Geneticamente Modificados em alimentos, nomeadamente dos marcadores P-35s,

T-nos e P-fmv.

3. Material e Métodos

3.1. Materiais de Referéncia Certificados

Na detecdo e quantificacdo de OGM, os materiais de referéncia certificados (MRC) usados sao
extremamente importantes na validacao e implementacao dos métodos analiticos. Podem ser
tanto usados como controlos positivos para aferir se a corrida de PCR esta a funcionar
corretamente ou para a calibracdo e controlo da qualidade da quantificacao de OGMs (37,38) A
escolhado MRC mais adequado estd absolutamente relacionada com as amostras provenientes do
teste de Controlo de Qualidade Externo. Como referido anteriormente, as amostras do CQ sao milho
e soja. Posto isto, 0 MRC referente a soja foi 0 GTS 40-3-2, ERM-BF410bp, em relacao ao milho foi
0 BT11 com a referéncia ERM-BF412bk, ambos foram adquiridos no Joint Research Centre ( JCR).
Relativamente ao marcador P-fmv, adquiriu-se 0 0GM GT73,n2 5211501701, 100 cdpias/ pl num

volume de 150 pl de ADN gendmico, proveniente da Eurofins GeneScan.
3.2. Amostras de Controlo de Qualidade Externo (CQE)
Para a realizacao da parte experimental deste estdgio, foram analisadas amostras de soja e milho

em diferentes estados fisicos. Numa primeira fase, tinhamos como amostras farinha de milho e

farinha de soja. Na segunda fase, farinha de milho e soja em grao eram as amostras.
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3.3. Extracao de ADN

A extracao de ADN gendmico das amostras de CQ utilizadas neste estudo foi efetuado com

recurso ao Kit DNeasy® mericon® Food, da marca QIAGEN, nomeadamente o Protocolo

Standard de 2 g. De acordo com as indicacoes do fabricante:

1.

v A WN

10.

M.

2.

A tubo de Falcon que continha 2 g da amostra homogeneizada, adicionou-se 10 ml de
Food Lysis Buffer e 25 pl de Proteinase k;

Incuba-se a amostra a 60°C durante 30 minutos em constante agitacao;
Centrifuga-se a 2500xg durante 5 minutos;

Pipeta-se 500 pl de Cloroférmio para um eppendorf:

Cuidadosamente, transfere-se 700 pl do sobrenadante da amostra, proveniente do
passo 3, para o eppendorf que contém o Clorofdérmio;

Coloca-se a amostra a vortexar durante 15 segundos e centrifuga-se a 14000xg
durante 15 minutos;

Pipeta-se 350 pl de Buffer PB e 350 pl do sobrenadante para um novo eppendorf;
Pipeta-se todo o volume de cada amostra para uma coluna rotativa. Centrifuga-se a
17900xg durante 1 minuto e descarta-se o fluxo que se encontra no reservatdrio;
Adiciona-se 500 plde Buffer AWZ2 a colunarotativa, centrifuga-se a17900xg durante
1 minuto e volta-se a descartar o conteudo que se encontra no reservatdrio.
Centrifuga-se novamente a 17900xg durante 1 minuto para garantir que a membrana
estd seca;

Transfere-se a coluna para um novo eppendorf e pipeta-se 150 pl de Buffer EB.
Incuba durante 1 minuto a temperatura ambiente e centrifuga-se a17900xg durante 1
minuto;

Descarta-se a coluna rotativa;

Armazenam-se as amostras extraidas a -20°C.
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3.4. Medicao da Concentracao de ADN e avaliacdo do Grau de Pureza

A medicao da concentracao de ADN extraido e do grau de pureza de cada amostra foram realizadas
com o recurso ao NanoDrop One. Obteve-se uma concentracao em ng/pl e o grau de pureza a
A260/280.

0 grau de pureza é o factor decisivo para a avaliacdo da qualidade do ADN extraido (39). E através
da espectroscopia UV que permite medir a absorvancia a dois comprimentos de onda diferentes. A
260 e 280 nm por se tratar da absorvancia mdxima de solucdées como o ADN e proteinas,
respetivamente. O racio Abs260/Abs280 tém de estar situado entre os valores 1,8 e 2,0 para ser

considerado puro, livre de contaminantes (37).

3.5. PCR em Tempo Real

Para amplificacdo e detecao dos acidos nucleicos das diversas amostras foram realizadas através
da técnica de PCR em tempo real com recurso a sondas TagMan® (Applied Biosystems). Foram
utilizados os primers e as sondas especificas para os alvos, P-35s,T-nos e P-fmv (40,41)Na placa
de PCR, como controlo negativo foi utilizado um branco, com recurso a agua, para garantir que a
mix usada nao tinha nenhuma contaminacao. As reacoes de amplificacao, que perfizeram um
volume igual a 20 pl /poco, continham 10 pl de Tagman Universal Master Mix, 5 pl de ADN, os
respetivos sondas e primers dos marcadores P-35s e T-nos e do controlo interno 18 estao
apresentados na tabela 1. Relativamente ao marcador P-fmv, as reacées de amplificacao, que
perfizeram um volume igual a 25 pl /poco, continham 12,5 pil de Tagman Universal Master Mix, 1l
de ADN, os respetivos sondas e primers dos marcador P-FMV.

As condicoes de tempo e temperatura da reacao de amplificacao foram de acordo com o sequinte
protocolo: desnaturacao inicial a 95 °C durante 15 minutos; ciclo de desnaturacao a 95 °C durante
15 segundos; um ciclo a 60 °C durante 1 minuto para promover o emparelhamento dos primers
extensao; 45 ciclos. A amplificacao foi efetuada num termociclador QuantStudio™5-96-wellO,1-
mIiBlock Applied Biosystems da Thermo Fisher e analisada com recurso ao software QuantStudio™

Design e Analysis V1.5.1.
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Tabela 1- Sequéncias de Primers e Sondas utilizadas, bem como os volumes pipetados para cada poco

Concentracao VEIMETDEE Volume por
Primer/Sonda . ¢ Sequéncia5™-3" amplificacao P
Final (pM) (pb) poco (pl)
P-35S-F 10 GCCTCT GCCGACAGT GGT 83 04
P-355-R 10 AAGACGTGGTTGGAACGTCTTC 04
FAM-CAA AGA TGG ACCCCCACCCAC
P-355- FAM 10 G-TAMRA 0,2
T-nos-F 10 ACATGCTTAACGTAATTCAACAG 95 0,6
T-nos-R 10 TCAAACATTTGG CAATAAAGTTTC 0,6
ROX-AAT CCT GTT GCCGGT CTT GCG
T-nos-ROX 10 AT-BHO2 02
18s-F 10 TGGTGCCAGCAGCCGC 0,5
18s-R 10 TCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCA 1,5
185-HEX 10 HEX-CGC TAT TGG AGC TGG AAT TAC
C 0,33
P-fmv-F 10 CAA AAT AACGTGGAAAAGAGCT 78 0,85
P-fmv-R 10 TCTTTTGTGGTCGTCACT GC 0,85
ROX-CTGACAGCCCACTCACTAATG
P-fmv-ROX 10 C- BHO 03

3.6 Limite de Detecao e de Quantificacao

Paraimplementacao de um novo método no laboratdrio é necessario, precedentemente verificar
se este pode ser utilizado para finalidade pretendida. Na verificacao do método validado para a
detecao quantitativa e qualitativa de Organismos Geneticamente Modificados, ha parametros a
serem analisados e o0s respetivos critérios de aceitacao. A estimativa do limite de quantificacao
(LOQ) e do limite de detecao (LOD) sao dois dos parametros que foram analisados.

0 limite de detecao é a concentracao mais baixa do analito que pode ser detetada (42). Para a
estimativa do limite de detecao, utiliza-se um MRC com baixa concentracao de OGM que pode
ser medido e a partir dessa concentracao realizam-se 10 replicados de PCR e caso o sinal for
positivo para cada uma dos replicados, considera-se como LOD relativo inferior ou igual a essa
concentracao. De acordo com o critério de aceitacao, o LODrel deve ser inferior a 0,045% m/m

com um nivel de confianca de 95% (43).
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Relativamente ao procedimento do LOQ, sao efetuadas uma série de diluicdes do MRC com
guantidades conhecidas de cdpias/reacao e sao realizadas 10 replicados de PCR (43). Calcula-
se 0 Desvio-padrao relativo (RSDr) e caso este seja inferior a 25% pode-se afirmar que o LOQ é

igual ao LOD.
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4. Resultados

Os resultados irao ser divididos em 2 subcapitulos, onde um se refere a implementacao do
método e o outro refere-se a validacao do mesmo. Serao apresentados os resultados da detecao

e quantificacao dos marcadores P-35s,T-nos e P-fmv.

4.1 Implementacao da técnica

A implementacao de um novo método exige fases iniciais de desenvolvimento e otimizacao da
técnica de forma a garantir que o método é o adequado para o objetivo pretendido.

De modo a otimizar a amplificacao por PCR, foram efetuados replicados PCR com diferentes
amostras e em diferentes condi¢c6es. Para a implementacdao do método foram adquiridos os
materiais de referéncia certificados, nomeadamente a soja GTS 40-3-2 e o milho BT11, sendo que
ambos contém os marcadores P-35s e T-nos. Além disso, foi adquirido também o material de
referéncia certificado a colza GT73 que continha o P-fmv. Iniciou-se o processo pela extracao de
ADN de cada um e procedeu-se a quantificacao de ADN e verificacao do grau de pureza a
A260/A280. No caso da colza GT73, o material adquirido foi o ADN ja extraido a uma

concentracao de 100 cdpias/ pl.

Tabela 2- Concentracao de ADN e grau de purezados MRCs BT11e GTS

Concentracdo de ADN (ng/pl) | Grau de pureza (A260/A280)
Milho BT11 39,6 1,79
Soja GTS 40-3-2 60,8 1,82

Na figura 2 sao apresentadas exemplos das curvas de amplificacdao para diferentes

concentracoes de material de referéncia com P-35s e T-nos.
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Amplification

1400 _:_ .......................... ........................... R ERRRERRRPE ............................ i ]
1 : E : : 1| Marcador Tnos- ROX
1200 ___ .......................... ........................... ........................... .................. __
1000 _:_ .......................... e e N A A A T s .
5 800 L. OUURE RPN U OTRT A AT SRUURRRUR 1
L 1 : : : :
o 1
600
] Marcador P-35s- FAM
400 +
1 Marcador 18s- HEX
200
01 NC-Controlo negativo

Cycles

Figura 2- Curva de amplificacao obtida com as amostras O0GMs Farinha de Milho e Farinha de

Soja e o respetivo controlo negativo

Na figura 3 sao apresentados exemplos das curvas de amplificacao para diferentes

concentracoes de material de referéncia com o evento GT73, nas condi¢oes de amplificacao

consideradas mais adequadas.

Multicomponent Plot

Marcador P-fmv - ROX

NC-Controlo negativo

500k
400% {:;
8 7
= ‘Tl:":._:_ -r_u':r "f" ra
Eg = i/ ! S
o vy / I
e Y y
(=] A r
= 200k - L
L e Iy A
— :_:____;-F"" H-_‘_f'
100k
I I
10 15 20 25 30 35 40
Cycle
® Rrox

Figura 3- Curva de amplificacao especifica para o marcador P-fmv detetada no evento GT73 e

o respetivo controlo negativo
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Na figura 4 esta apresentado as curvas de calibracao de cada marcador, no qual se obteve os

valores para o cdlculo da eficiénciae o R

40
y =-4,0824x + 39,842
35 R*=0,9816
30
!
25
20
15
0,5 0,7 0,9 1,1 1,3 1,5 1,7 1,9 2,1

Log da concentragao

P-35s T-nos P-fmv

Linear (P-35s) Linear (T-nos) Linear (P-fmv)

Figura 4- Curvas de calibracao para os marcadores P-35s, T-nos e P-fmv

Na Tabela 2 estao apresentados os declives, as eficiéncias e o R® de cada marcador obtidas nos

diversos ensaios de PCR em tempo Real.

Tabela 3-Ensaios de PCR em tempo real: declive, eficiéncial e R® de cada marcador

Marcador Declives Eficiéncia (%) R?
P-35s -347 102,214 0,99
T-nos -341 96,451 0,98
P-fmv -4,08 75,832 0,98

'Eficiéncia (E) foi calculada de acordo com a férmula E=(10""cve_1)x100 (44)

4.2. Validagao do Método

Iniciou-se pela estimativa do LOD /LOQ para cada um dos marcadores ( P-35s, T-nos e P-fmv).
Para os marcadores P-35s e T-nos, efetuaram-se varias diluicoes em série de cada MRC. Foram
efetuados 3 replicados de cada curva de calibracao de acordo com o recomendado pelo European

Network of GMO Laboratories (43).
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Tabela 4-Valores de Ct para as diluicoes do MRC GTS 40-3-2

Quantidade
de ADN por
reacao de
PCR (ng)

60,8
15,2
6,08
3,04
0,304
0,0304

0,0152

0,00304

% Log P-35s T-nos
Branco 0 44 44

100 2 23312 24,202

5 0,69897 27,865 28,761

2 0,30103 29,337 30,220

1 0 29,999 30,923

0.1 -1 32,214 32,249

0,01 -2 35,527 36,414

0,005 -2,30103 37,772 36,723
0,001 -3 44 44

Como foi referido no ponto 3.6 do capitulo Material e Métodos, apds conhecer a concentracao

mais baixa para a qual havia amplificacao para os dois marcadores, efetuaram-se 10 replicados

com essa concentracdo de acordo com o recomendado pelo European Network of GMO

Laboratories (43).

Tabela 5- Valores de Ct paraa % de 0,005

Quantidade de
ADN por reacao
de PCR (ng)

0,0152
0,0152
0,0152
0,0152
0,0152
0,0152
0,0152
0,0152
0,0152
0,0152

%
Branco
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005

P-35s
44
37.720
38216
38513
36,939
38302
37.772
36,462
38450
36,811
37,225

T-nos
44
38,685
39,343
37,492
35,678
36,141
36,723
37,631
37,727
34347
35,495
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Tabela 6- Valores da média, desvio padrao e do desvio padrao relativo (RSDr) para os dois

marcadores
P-35s T-nos
Média 37,641 36,926
Desvio-padrao 0,704 1,460
RSD, 1,870 3,953

Considerando que todos os replicados da amplificagao com 15,2 pg de ADN amplificaram a 100 %,

entao o LOD serd inferior a 15,2 pg para os marcadores P-35s e T-nos. Visto que o RSD; de cada

marcador deu um valor inferior a 25 %, e de acordo European Network of GMO Laboratories

considera-se o LOQ igual a LOD, sendo assim LOQ é igual a15,2 pg.

Para além dos MRCs milho Bt11 e Soja GTS, foi ainda adquirido o MRC colza GT73. Este evento

tinha como alvo genético o P-fmv 35s. Nao foirealizada a extracao de ADN pois este foi adquirido

num volume de ADN gendémico de 150 pl, com concentracao de 100 cdpias/ pl. Foram realizados

varios replicados PCR para determinar o LOD e LOQ do marcador P-fmv. O material de referéncia

certificado foi diluido em série e obteve-se os seguintes valores.

Tabela 7-Valores de Ct para as diluicoes do MRC GT73

Amostra Log z
t
(copias/reacao) Concentracao

Branco 0 44
100 2 31,970
50 1,69897 32,765
20 1,30103 34,099
10 1 35,828
5 0,69897 37,201

1 0 44

De acordo com a norma estabelecida para o cdlculo do LOD/LOQ (43), efetuaram-se 10
replicados PCR para a menor concentracao no qual o marcador amplificava (5 c6pias/reacao) e

obteve-se os seguintes resultados.



Tabela 8- Repetibilidade do método de PCR na concentracao de 5 cdpias/reacao do GT73

N2 de Repeticoes

Ensaio 1
Ensaio 2
Ensaio 3
Ensaio 4
Ensaio 5
Ensaio 6
Ensaio 7
Ensaio 8
Ensaio 9
Ensaio 10

Ct

34,081
36,081
35,244
34,400
35,405
35134
35,743
35,453
35,786
35,180

média + desvio- Desvio-padrao
padrao Relativo
35251+0583 1,652

0 LOD do marcador P-fmv serd igual a 5 cdpias/reacao. Considera-se novamente o0 LOQ igual ao

LOD, visto que o valor do RSD, deu inferior a 25 %.

Para a validacdao do método, foram analisadas as amostras do controlo de qualidade externo

(BIPEA). As amostras do CQE tem apenas disponiveis os marcadores P-35s e o0 T-nos.

Numa 12 circulacao de amostras de Controlo Qualidade Externo, a farinha de milho e farinha de soja

eram as amostras a serem analisadas. O DNA foi extraido e obtiveram-se o0s seqguintes valores de

concentracao e grau de pureza apresentados na tabela S.

Tabela 9- Concentracao de ADN e grau de pureza das amostras Farinha

Farinha de milho CQ

Farinha de soja CQ

446

Concentragao de ADN (ng/ pl) = Grau de pureza (A260/A280)
384

1,82

177

Apds a extracao, efetuou-se a reacao de gPCR, que permite-nos averiguar se o marcador estava

presente ou ausente na amostra. Apenas o marcador T-nos na amostra de Farinha de Milho, nao

estava presente, pois nao houve amplificacao.

Tabela 10- Valores de Ct dos marcadores P-35s e T-nos

Farinha de milho CQ
Farinha de soja CQ

Ct(P-35s) Ct(T-nos)
30,73 -
26,08 26,90
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Apds verificar a detecao dos alvos a analisar nas duas amostras e com os resultados obtidos

seguiu-se com a quantificacao de cada marcador. Para isso, foram feitas curvas de calibracao com

0s MRCs, tendo-se obtido os valores da tabela 12. (No Anexo A estd apresentada a curva de

calibracao para o marcador 18s)

Tabela 11- Valores de Ct para os marcadores P-35s, T-nos e 18S na Farinha de Soja e Farinha de Milho

Farinha de Milho

Farinha de Soja

ng/pl Log(ng/pl) CtP-35s Ct18s
3,04 0,4829 27,78 14,46
6,08 0,7839 26,66 13,06
12,16 1,0849 25,63 12,06
30,4 1,4829 2433 10,40
60,8 1,7839 23,55 9,85
29
27
25
23
S
21
19
17
15
05 07 09

ng/ml Log(ng/pl) CtP-35s CtT-nos Ct18s
1,98 0,2967 26,93 26,85 1499
3,96 05977 25,74 25,50 13,54
7,92 0,8987 24,75 24,34 12,70
19,8 1,2967 23,32 23,08 10,89
39,6 15977 22,41 22,41 10,77
P-35s
y=-3,4709x + 29,28
R?=0,9985
y=-3,2658%x+29,966
R?=0,9966
11 13 15 19 21

Log Concentragao

Farinha de Milho CQ
Linear (Farinha de Milho CQ)

Farinha de Soja CQ
Linear (Farinha de Soja CQ)

Figura 5- Curva de calibragao para o marcador P-35s em funcao do logaritmo da quantidade de ADN nas

amostras Farinha de Soja e Farinha de Milho
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T-nos

29
27
25
23
21
19
17

15
05 0,7 09 11 13 15 17 19 21

Log Concentragao

Ct

Farinha de Soja CQ Linear (Farinha de Soja CQ)

Figura 6- Curva de calibracao para o marcador T-nos em funcao do logaritmo da quantidade de ADN nas
amostras Farinha de Soja

A quantificacao de cada marcador foi realizada recorrendo as curvas de calibracao obtidas. Na
impossibilidade de utilizar primers/sondas especificas para a Soja e para o Milho, utilizou-se o gene
18s que serve de indicador, nao apenas da abundancia do produto, mas também da eficiéncia

amplificacao.

Tabela 12- Equac0es da reta de cada marcador; Valores de Ct para cada marcador e a sua concentracao

finalem %
marcador Equacao dareta Ct Concent[;(;ao LUIEL
(1]
y=-3,2658x +
P-35s 29,966 26,08 84
w r’=0,9966
©
23 y=-3,4136x + 29,01
: —_ - I I
E n T-nos 2-0,986 26,90 4.2
y=-3,31349x +
18s 16,919 10,65 100
r’=0,9825
w ~ y=-3,4709x + 29,28
E o P-35s 2209985 30,73 0,77
£ £
: —
== =-3,6001x + 16,789
T y=-5, )
L 18s 2-0,9863 10,02 76
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Por analise dos resultados obtidos da 12 circulacao, foram enviados trés resultados. Em relagao a
matriz Farinha de Soja, o resultado para o marcador P-35s foi considerado como insatisfatério. O
valor deu superior ao valor esperado pelo CQE. No que diz respeito ao marcador T-nos, nao se
obteve nenhuma avaliacao por falta de resultados estatisticamente representativos na circulacao.
Relativamente, a matriz Farinha de Milho apenas o marcador p-35s foi amplificado e o resultado
obtido foi tido como satisfatdrio, o T-nos foi confirmado como negativo. Os coeficientes de
correlacdo (r?) das curvas padrao dos marcadores bem como do controlo interno foram préximos

de 1, ao que tudo indica, de um modo geral, os resultados obtidos sao adequados.

Numa 22 circulagao, as amostras analisadas eram a Farinha de Milho e Soja em Grao. Foi realizado
0 mesmo procedimento que na 12 circulacao. Iniciou-se pela extracao de DNA e a sua quantificacao,

assim como a medicao do grau de pureza.

Tabela 13-Concentracao de ADN e grau de pureza das amostras Farinha de Milho e Soja em Grao

Concentracao de ADN (ng/pl) = Graude pureza (A260/A280)
Farinha de Milho CQ 27,5 18
Soja em Grao CQ 22,7 1,79

De sequida, procedeu-se com realizacao de varios replicados de PCR de modo a verificar quais dos

marcadores amplificavam nas amostras. Obteve-se os sequintes valores.

Tabela 14- Valores de Ct de P-35s e T-nos

Ct(P-35s) Ct(T-nos)
Farinha de milho CQ 30,953 -
Sojaem Grao CQ - -

Verificou-se que apenas o marcador P-35s amplificou na amostra Farinha de Milho CQ. Realizou-

se 0 mesmo procedimento que na 12circulacao para aferir a quantidade de P-35s na amostra

Farinha de Milho.
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Tabela 15- Valores de Ct para os marcadores P-35s e 18S na matriz Farinha de Milho

3,04
6,08
1216
304

Farinha de Milho
ng/ pl Log(ng/pl) CtP-35s Ct18s
0,4829 27,733 14,821
0,7839 26,441 12558
1,0849 25,623 | 12,000
1,4829 24,413 1,671
1,7839 22915 |10,433

60,8

Com os valores acima apresentados, foram feitas curvas de calibracao para os marcadores P-

355e18S, no qual se obteve as equacdes dareta de calibracdo apresentadas nos graficos (Anexo

A) onde obteve-se os seguintes valores.

Tabela 16- Equacoes da reta de cada marcador; Valores de Ct para cada marcador e a sua concentracao
finalem %

marcador Equacao dareta

P-35s

Farinha de Milho

18s

y=-3,5624x +
30,15
r’=0,99
y=-3,098x +
28,296
r’=0,99

y=-2,88341x +

16,16
r?=0,8749

Ct Concentracao
final %
30,953
04
30,127
10,403 100

O resultado obtido nesta 22 circulagao é considerado como satisfatdrio, visto que o valor obtido

esta em concordancia com o valor recebido pelo teste do CQE.

Na tabela 17 é apresentado um resumo das 2 circulacoes do Controlo de Qualidade Externo. A

concentracao experimental diz respeito a concentracao obtida a partir dos ensaios efetuados em

laboratdrio. A concentracao do CQE corresponde ao valor da concentracao valido por parte do

teste do CQE. A parcela denominada de Resultado esta relacionada com a conformidade dos

resultados obtidos em relacdo ao valor do teste do CQE.
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Tabela 17- Valores da concentracao experimental de cada marcador; concentracao de cada marcador do

1°FASE

Farinha de

Milho

Farinha de Soja

n

10
N
>
wn
m

Farinha
de Milho

Marcador

P-35s

P-35s

T-nos

P-35s

CQE

Concentracao
experimental

<1

84

4.2

04

Concentracao
do CQE

0501

22+05

34+02

0,401

Resultado

Satisfatorio

Insatisfatdrio

Nao Avaliado

Satisfatorio
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5. Discussao

Na UE, a introducao no mercado de novos OGMs como géneros alimenticios requer a avaliacao
dos riscos adjacentes a estes bem como a sua seguranca. A validacao do método alusivo a
detecao e quantificacao de OGM representa uma parte fundamental de todo o processo que
envolve a comercializacao de OGM (45). Precedentemente a validacao da técnica usado neste
estagio laboratorial, iniciou-se pela sua implementacao em laboratdrio e como ja foi referido
antes, o PCR em tempo real é a técnica eleita para a detecao e quantificacao de OGM.
Naimplementacao de um novo método, o laboratdrio tem de assegurar que este é adequado para
a finalidade a que se destina. Na verificacdo do método, o laboratdrio tem de avaliar os
parametros e analisar se os resultados obtidos estao em conformidade com os critérios de
aceitacao apresentados na norma.

De um modo geral, os parametros relativos a amplificacao dos marcadores ( P-35s, T-nos e P-
fmv) foram bastante satisfatérios. Relativamente a linearidade, podemos observar que os
coeficientes de correlacao (R?) estao préximos de 1 e segundo o European Network of GMO
Laboratories, estes deverao ser iguais ou superiores a 0,98 (45), sendo assim estao de acordo
com o critério de aceitacao apresentado na norma. Em relacao a eficiéncia de PCR dos
marcadores P-35s e T-nos, com uma eficiéncia igual a 102,2% e 96,5%, respetivamente,
verifica-se que os valores sao adequados, visto que estao incluidos no limite (entre 90 e 110 %)
imposto pela norma(45). Acerca do marcador P-fmv, a sua eficiéncia é reduzida, com um valor
igual a 75,8 %, pelo que devera ser testada com outras amostras de OGMs com eventos que
contenham este promotor, em todo o caso tendo em conta a sensibilidade obtida nada aponta
para que se coloque em causa a sua utilizacao.

Durante a fase da implementacao, para além da avaliacao dos parametros acima referidos,
procedeu-se a verificacao da especificidade de cada conjunto de oligonucleétidos usados
durante a fase de desenvolvimento do método. A especificidade permite demonstrar que o
conjunto de primers e/ou sondas apenas reage com a sequéncia alvo (46). Posto isto, os
marcadores ( P-35s, T-nos e P-fmv ) foram avaliados, testando-o0s contra amostras vegetais
que nao continham estes eventos e verificou-se que nao houve amplificacao, o que prova a

especificidade do método.
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Na validacao do método, a estimativa do limite de detecao e do limite de quantificacao sao dois
dos parametros que foram analisados. O procedimento para determinar o LOD e LOQ de cada um
dos marcadores foi realizado de acordo com a informacao que estava descrita no documento
“Verification of analytical methods for GMO testing when implementing interlaboratory validated
methods” (45).

O limite de detecao dos marcadores P-35s e T-nos, com um nivel de confianca de 95%, foi de
uma quantidade de ADN inferior a 15,2 pg/reacao. Relativamente ao LOD Relativo, o critério de
aceitacao especificado na norma é para valores <0,045 % m/m (45), sendo assim a quantidade
de ADN igual 15,2 pg/reacao corresponde a um LOD Relativo de 0,005 %, o que é indicador que
o0 valor esta de acordo com a norma. Em relacdao ao marcador P-fmv, verificou-se que a
concentracao menor para a qual havia amplificacdo correspondia 5 cdpias/reacao, e emboranao
seja possivel comprovar o cumprimento da recomendacao (em %m/m), esta eficiéncia devera
ser adequada para a detecao, tendo, no entanto, que ser comprovada testando amostras reais.
A estimativa do limite de quantificacao foi realizada com base no desvio-padrao relativo (RSD)).
Os valores de RSD, dos marcadores P-35s e T-nos sao, 1,87 e 3,95, respetivamente. Sequndo a
norma, caso o RSD, das medicoes efetuadas seja inferior a 25% entao podemos afirmar que o
LOQ é igual ao LOD (45). Visto que os valores obtidos sao bastante inferiores a 25 %, o valor de
LOQ serd igual 15,2 pg/reacao. No que diz respeito ao marcador P-fmyv, a estimativa do LOQ
segue amesmaldgica que os demais, umavez que o valor de RSD; éigual 1,65 e por consequéncia
inferior a 25%, sendo assim o LOQ igual a 5 cdpias/reacao.

O controlo de Qualidade externo foi divido em 2 circulacdes. A detecao e a quantificacao dos
marcadores P-35s e T-nos foram os parametros analisados. No que corresponde a detecao dos
marcadores nas diversas amostras, nao ocorreu nenhum tipo de erro de detecao. Na tabela 18 é
apresentada para cada fase do CQE, as amostras analisadas e os marcadores, assim como 0s
valores da quantificacao obtidos e os valores do CQE.

Na 12 circulacao, no que diz respeito a amostra de Farinha de Milho, apenas o marcador P-35s foi
detetado. Com um valor obtido inferior a 1, o resultado foi considerado como satisfatdrio. Como
referido anteriormente foi na analise do marcador P-35s na matriz Farinha de Milho no qual se
obteve o melhor coeficiente de correlagao e a melhor eficiéncia.

Para a amostra Farinha de Soja foram detetados os dois marcadores. Embora as retas de
calibracao de todos os ensaios da matriz Farinha de Soja sejam satisfatdrios, o resultado da tnica

participacao do CQE, onde existia um evento com o P-35s na matriz Farinha de Soja foi
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insatisfatdrio. Sao necessdrias mais circulagdes com estes eventos na matriz Soja para verificar
se trata de um problema associado a matriz em, pois foi quantificado outras duas vezes de forma
satisfatdria. Relativamente ao marcador T-nos, o valor obtido durante a analise da amostra foi
igual a 5,3, porém o valor enviado nao foi avaliado por falta de resultados estatisticamente
representativos nos participantes.

Na 22 e tltima circulacao, a Farinha de Milho foi a tinica amostra no qual apenas foi detetada o
marcador P-35s. Apds varios replicados de PCR, obteve-se um valor igual a 0,4 com um

resultado satisfatdrio.
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6. Conclusao

A producao e comercializagcao de produtos GM tem vindo a aumentar ao longo dos anos. Os riscos
provenientes do uso destes sao analisados com bastante rigor pelas autoridades competentes.
Como consequéncia do aumento de produtos GM e os seus derivados, o consumidor tem uma
vasta gama de produtos a sua escolha e muitos destes podem originar efeitos nocivos ao
Homem, Ambiente e ao Animal. Dessa forma, foi importante a criacao de uma legislacao que
promovesse a seguranca destes e garantisse ao consumidor uma escolha consciente.

Os objetivos de estudo, propostos inicialmente, foram cumpridos, o que permitiu a
implementacao da técnica de PCR em tempo real na detecao e quantificacao de OGMs em
alimentos.

O teste do Controlo de Qualidade Externo era a dete¢ao e quantificacao dos marcadores P-35s e
0 T-nos em diferentes matrizes de Milho e de Soja. Pelo facto de existirem uma grande
diversidade de elementos GM, existem produtos OGM onde elementos regulatérios como o P-
35s e o T-nos nao estao presentes, implicando também a analise do P-fmv com o intuito de
ampliar a gama de detecao. Os resultados do CQE sugerem que € possivel a correta detecao e
quantificacao dos marcadores genéticos.

O trabalho aqui apresentado é essencial para a Saude Publica, visto que muitos dos produtos que
consumimos, atualmente, contém ou sao derivados de OGMs e é expectdvel que estes nao
apresentem efeitos negativos e é a partir deste tipo de andlise descrita neste trabalho
experimental que é garantido a seqguranca de todos. Como perspetivas futuras pretende-se
aumentar o nimero de marcadores genéticos em estudo que sao utilizados na transformacao
genética de plantas. Além disso, 0 método de extracao poderad ser aperfeicoado com o propdsito

de se obter amostras mais puras.
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Anexo A- Representacao das curvas de calibracao referenciadas no texto como figuras
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Figura 7- Curva de calibracao para o gene 185 em funcao do logaritmo da quantidade de ADN nas

amostras Farinha de Soja e Farinha de Milho
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Figura 8- Curva de calibracao para o marcador P-35s em funcao do logaritmo da quantidade de

ADN na amostra Farinha de Milho
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Figura 9- Curva de calibracao para o marcador 18S em funcao do logaritmo da quantidade de

ADN na amostra Farinha de Milho
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