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Introducao (continuacao)

OGM (Organismo Geneticamente Modificado)

Insercdo de genes especificos com auxilio de enzimas de restricdo (transformacéo por
eliminacdo ou substituicdo, mas mais regularmente por insercdo de um gene)

!

Um OGM e definido por um dnico processo de transformacao

1

Alimentos que possuem OGMs ou derivados

1

PCR utilizado como técnica de deteccdo e quantificacdo de OGMs em
alimentos que 0s possuem




Introducao (continuacao)

Problemas na deteccdo de DNA por PCR:

- Acesso a informacéo sobre primers que podem ser utilizados;

- Acesso a DNA propicio a analise.

Actualmente ndo ha pares de primers para identificacéo e
quantificacdo seguras para a maior parte dos OGMs.

Informacao disponivel apenas para as empresas de biotecnologia

Em 2003 apenas se conheciam CRMs (Certified
Reference Materials) para 4 OGMs.



Introducao (continuacao)

Testes a OGMSs podem-se restringir a apenas um simples PCR de

rastreio para deteccdo do DNA modificado MAS... )
mcagéo do OGM do qual o DNA deriva ou;

- Quantificacdo do DNA derivado de OGM.

\

Grande aumento dos custos dos testes, ainda mais se for um maior
numero de OGMs.

Desenvolvimento de técnicas de custos menores e eficazes.




Introducao (continuacao)

‘Gene construct’:

Promotor Gene de interesse Terminador \ector

Estrutura basica de um “‘gene construct’.

A escolha da sequéncia alvo do PCR ¢ o factor mais importante
para controlar a especificidade do metodo PCR!



Introducao (continuacao)

l. Sereeming largets
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Figura 1 — Esquema dum gene e 0s 4 tipos de ensaios baseados em
PCR com o aumento de especificidade.

Pelo menos 4 cateqorias:

Cada categoria corresponde a composicdo do fragmento de DNA que é
amplificado no PCR.



Categorias das sequéncias alvo do PCR

Categoria Alvo do PCR

1. Alvos de rastreio Promotor e terminador

\ 4

2. Alvos especificos do gene Gene

A 4

A 4

3. Alvos especificos do “‘construct’ Elementos adjacentes do gene

construct (p.e. Promotor e
0 gene de interesse)

A 4

Locais de insercdo do DNA
no vector

4. Alvos ‘event specific’

O MAIS ESPECIFICO!




‘Gene stacking’

Mas até os mais especificos tém limitagGes.

Um descendente hibrido de outros 2 OGMs (T25 e Mon810) pode ter as 2

assinaturas... \

...Num teste PCR as suas assinaturas ndo podem ser distinguidas

\

‘Gene Stacking’

- Nos EUA, se 0s OGMs parentais sdo autorizados, o hibrido também é.

- Na Europa o hibrido é tratado como um novo OGM e precisa de autorizacao
separada.

PROBLEMA NA QUANTIFICACAO |




Alvos de referéncia: o principio da quantificacdo do conteiddo GM

Principio da quantificacdo é comparar a abundancia de
copias do genoma ao numero de copias do alvo PCR GM.,

A quantificacdo tem de ser relativa a alguma coisa

Na UE —ao ingrediente (sob a forma de peso normalmente, mas também pode ser
por exemplo numero de unidades)

Considera-se que o numero de moléculas de DNA obtidas por unidade
de peso é igual, mesmo que seja de origem GM ou néo.

A incerteza dos métodos (0s mais eficazes) é estimada em 25%o!



Tipos de PCR para quantificacao

1. PCR Competitiva;
2. RT-PCR (PCR em Tempo Real);

3. Outros em desenvolvimento.

1. PCR Competitiva

O 1° método inventado para quantificar OGMs.

Quantificacéo feita por comparacdo da quantidade de produto no final.

2 sequéncias alvo com caracteristicas e amplificabilidade semelhantes sédo co-amplificadas
num Unico tubo —> Competem pelos nucleodtidos livres, pelos primers e DNA
polimerases.



PCR Competitiva

Logo assume-se que a quantidade final de produto corresponde a
do inicio da reaccéo.

- Este método requer o desenvolvimento de moléculas competidoras
e € muito sensivel as concentragdes iniciais e diluicdo do DNA,;

- Necessita de pipetacdes massivas do DNA amplificado e
visualizacdo por gel de agarose;

- Alto risco de contaminacao.
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Figura 2 — Resultados de PCR competitiva (dupla neste caso).



‘Real-Time’ PCR

2. PCR em Tempo Real

Alternativa mais sofisticada ———> O mais usado hoje em dia. Sy

E feita uma monitorizacdo da reaccio de amplificacdo (em tempo real)
num ambiente fechado — a reac¢do nao ¢é interferida.

E medido um sinal fluorescente que corresponde a
quantidade amplificada que vai aumentando e pode
ser visto num monitor.




‘Real-Time’ PCR (continuacao)

- O software especifico converte o sinal em estimativas quantitativas;

- Baixo risco de contaminacao;

- Método mais rapido (cerca de 30 minutos, em contraste com as 3

horas ou mais da PCR competitiva).
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Figura 3 — Real-time PCR.

Quantificacao feita por comparacao
de curvas de referéncia ou outros.

Number ol initial copies of target DNA

Equipamentos muito caros por isso
procuram-se desenvolver novas
técnicas para o efeito.




‘Real-Time’ PCR (continuacéao)




Limites de deteccao e quantificacao (LOD e LOQ)

que podem ser detectadas (quantificadas) com

Limite de deteccédo (LOD) } Definidos como as quantidades mais baixas
fiabilidade.

Limite de quantificacdo (LOQ)

Os laboratorios indicam o LOD e o0 LOQ.

Concentracdo minima a que a presenca do analito sera detectada com
mais de 95% de probabilidade.

Pode ser determinado fazendo analises sucessivas usando varias
concentracdes do analito.




Projecto ‘Qpcrgmofood’

Deteccéo de alimentos geneticamente modificados, fiavel, standardizada,
especifica e quantitativa.

Objectivos do projecto:

1.

Prover novos métodos validados ao CEN (Comité Europeu de
Normalizacéo);

Trabalhos em:
- Extraccdo de DNA,;

- Genes de referéncia;

- Caracterizacdo de sequéncias especificas de evento;
- Desenvolvimento de métodos de deteccdo e quantificacao;
- Validacdo de métodos;

- Estudos sécio-econdémicos em relacdo aos metodos para a deteccéo de
OGM:s.




Validacdo dos métodos PCR

Validacdo dos métodos de deteccdo e quantificacdo nao é directa,
devido a problemas relacionados com:

- A disponibilidade de materiais de referéncia;

- Principios de quantificacéo;

- Expressédo do LOD e LOQ);

- Aplicabilidade do LOD e do LOQ em diferentes tipos de amostras.

3 componentes num estudo de validacao:

-O método:;
-O material usado no teste:

-A performance dos participantes.




Conclusoes

Desafios dos métodos de deteccao:

- Acessibilidade a material derivado de OGMs;
- Métodos de extraccdo de DNA;

- Reducéo de custos;

- Implementacdo de LOD e LOQ especificos para cada amostra.

NN N

| Validacdo de métodos depende bastante destes factores.




Conclusoes (continuacao)

Principais realizacoes no projecto ‘Opcrgmofood’:

- Identificacédo de genes de referéncia especificos de espécies para plantas de cultivo
Importantes;

- Caracterizacéo de eventos de transformacao;

- Desenvolvimento de métodos quantitativos de evento especifico para varios
OGMs, bem como métodos multiplex;

- Melhor compreenséo e expressao do LOD e LOQ em testes PCR para OGMs;

- Estratégias melhores para validacdo de métodos de deteccdo de OGMs.
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