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RESUMO

Diante da expansdo da soja geneticamente modificada e tendo como principio o
direito basico do consumidor de acesso a informacédo sobre as caracteristicas dos
produtos ofertados, a legislacéo brasileira e de outros paises estabelece um limite de
organismos geneticamente modificados para indicacéo de transgenia na rotulagem
de alimentos. Provas laboratoriais qualitativas, baseadas na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), tém sido recomendadas - como a Nested PCR. Contudo, a
validacdo dos métodos qualitativos, fundamental para a comprovacdo da
confiabilidade de resultados analiticos, representa ainda um importante ponto critico
na gestdo da qualidade de laboratérios de analises de alimentos. O objetivo do
presente projeto foi a validacdo intralaboratorial de um método qualitativo para
deteccdo de soja Roundup Ready® (RR®) em grdos de soja por Nested PCR.
Amostras de soja contendo de 0,001 a 1 % de RR® mais o branco, foram
analisadas. Técnicas de quantificacdo de acido desoxirribonucleico (DNA),
eletroforese em gel de agarose e fluorimetria, foram comparadas. A taxa de falso-
positivos foi nula, com 100,0 % de taxas de seletividade e confiabilidade, para as
duas formas de quantificacdo, demonstrando seletividade do método. Taxas de
sensibilidade e confiabilidade variaram entre 23,3 e 100,0 % (gel de agarose) e entre
30,0 e 100,0 % (fluorimetria). Foram obtidos 100,0 % de resultados positivos para
todos os niveis acima de 0,030 %, indicando sensibilidade. Os limites de detec¢éo
estimados para as técnicas de eletroforese em gel de agarose e fluorimetria foram
de 0,007 e 0,005 %, respectivamente. O método foi seletivo em relacdo aos eventos
de milho Btll e GA21 e robusto para diferentes concentracbes de DNA alvo e
marcas de Tag DNA polimerase. A analise de amostras comerciais coletadas pela
Vigilancia Sanitaria do Estado de Minas Gerais permitiu demonstrar a aplicabilidade
do método. O método foi adequado para o propdsito de uso, considerando-se 0s
limites maximos preconizados para organismos geneticamente modificados na

legislacdo nacional e internacional.

Palavras-chave: validacdo intralaboratorial, ensaio qualitativo, soja Roundup

Ready®, grdos de soja, organismos geneticamente modificados, Nested PCR.



ABSTRACT

Considering the expansion of genetically modified soybean and the basic principle of
consumers’ right to access information about the products, the Brazilian and other
countries legislation establishes a limit of genetically modified organisms to label
transgenic food. Qualitative tests based on polymerase chain reaction (PCR) have
been recommended — such as Nested PCR. However, validation of qualitative
methods, important to confirm the reliability of analytical results, is still a critical point
in the quality management of food analysis laboratories. The objective of this project
was to validate an in-house method for qualitative detection of Roundup Ready (RR®)
soy in soybeans by Nested PCR. Samples of soy containing from 0.001 to 1 % of
RR® and blank samples were analyzed. Techniques for quantification of the
deoxyribonucleic acid (DNA), agarose gel electrophoresis and fluorimetry, were
compared. The false-positive rate was zero, with selectivity and reliability rates of
100.0% for both techniques, demonstrating selectivity of the method. Sensitivity and
reliability rates ranged between 23.3 and 100.0% (agarose gel) and between 30.0
and 100.0% (fluorimetry). 100.0% positive results were obtained for all levels above
0.030%, indicating sensitivity. Estimated detection limits for the techniques of
agarose gel electrophoresis and fluorimetry were 0.007 and 0.005 %, respectively.
The method was considered selective for maize events Btll and GA21 and robust
for different concentrations of target DNA and brands of Taq DNA polymerase.
Analysis of commercial samples collected by the Health Surveillance of Minas Gerais
State demonstrated the applicability of the method. The method was fithess for
purpose, considering the maximum limit recommended for genetically modified

organisms in national and international legislation.

Key-words: in-house validation, qualitative assay, Roundup Ready soy, soybeans,

genetically modified organisms, Nested PCR.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max, (L.) Merril) € um dos produtos agricolas mais importantes
nacional e mundialmente. A safra 2012/2013 de soja no mundo esta estimada em
260,46 milhdes de toneladas, tendo o Brasil se tornado o maior produtor mundial
desta oleaginosa nesta safra (CONAB, 2012). No Pais, a producéo é liderada por
Mato Grosso, Parana, Rio Grande do Sul e Goias (MAPA 2010).

O principal destino da soja em gréo é o setor industrial, visando a producao
de farelo de soja, para a alimentagcdo animal (EMBRAPA, 2010). Na alimentagdo
humana, a soja tem recebido destaque pela sua composicdo nutricional e
propriedades funcionais (CARRAO-PANIZZI & MANDARINO, 1998; PENHA et al.,
2007).

Nas Ultimas décadas, os avancos nas técnicas de manipulacao de sequéncias
gendmicas, de transformacéo de células vegetais com novas constru¢des genéticas,
de regeneracao de plantas transformadas, assim como no conhecimento em funcéo
de genes tiveram como resultado a producéo de novas matérias-primas alimentares,

com caracteristicas alteradas pela transgenia (CONTRI, 2006).

A transgenia é uma técnica que pode contribuir de forma significativa para o
melhoramento genético de plantas e animais, transformando uma planta
convencional em outra que seja mais tolerante a herbicidas ou mais adaptada as
condicbes ambientais, ou ainda, produzir variedades enriquecidas nutricionalmente
ou que ajudem os seres humanos no combate a determinadas doencas. Os
transgénicos sao produtos ou organismos que receberam, artificialmente, um gene
desejavel de outro organismo, 0 que nao seria possivel apenas com o melhoramento
genético classico (NODARI & GUERRA, 2000; NASCIMENTO et al., 2004).

Em 1994, os Estados Unidos introduziram nos seus supermercados O
primeiro alimento geneticamente modificado (GM), o tomate Flavr Savr®.
Atualmente, varios paises (Estados Unidos, Canada, Japao, Brasil, Argentina,

Comunidade Europeia, entre outros) ja aprovaram a producdo e/ou a
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comercializacao de alimentos GM. As principais culturas sdo soja, algodao, canola e
milho e os principais objetivos da transformacdo genética sdo a melhoria da
qualidade, da produtividade e das caracteristicas da planta e o desenvolvimento de
resisténcia as pragas (CONTRI, 2006; JAMES, 2011). No Brasil, estdo aprovados
para comercializacdo, até o momento, 36 produtos agricolas transgénicos, sendo 18
de milho, 5 de soja, 12 de algodéao e 1 de feijdo (BRASIL, 2013).

O numero de culturas GM vem aumentando expressivamente, assim como o
namero de paises produtores. Dados do Servico Internacional para a Aquisicdo de
Aplicacbes em Agrobiotecnologia (ISAAA) indicam que a area global de cultivo de
plantas transgénicas no mundo avancou dos 1,7 milhdes de hectares registrados em
1996 para cerca de 160 milhdes de hectares em 2011 (JAMES, 2011).

Além dos estudos criteriosos sobre a seguranca alimentar e ambiental, aos
qguais os alimentos GM sdo submetidos, e do processo de regulamentacdo até a
aprovacao do evento derivado de biotecnologia, a rotulagem de produtos contendo
organismos geneticamente modificados (OGM) € requerida em varios paises
(CONTRI, 2006).

Segundo CONCEICAO, MOREIRA & BINSFELD (2006), a simples deteccéo
destes organismos ndo garante a seguranca de alimentos transgénicos, contudo, a
capacidade de identificacdo e quantificacdo desses organismos e seus derivados em
grdos, matérias-primas e produtos acabados é de fundamental importancia. No
Brasil, uma primeira razdo para a deteccédo € o direito a informacao adequada sobre
produtos e servicos pelo consumidor, assegurado pelo Cédigo de Defesa do
Consumidor (BRASIL, 1990); a segunda esta pautada na imposicao legal, de acordo
com Decreto n° 4.680, de 24 de abril de 2003, de que o consumidor devera ser
informado da natureza transgénica dos alimentos ou ingredientes alimentares que
estiverem sendo comercializados e que contenham ou sejam produzidos a partir de
OGM, com presenca acima do limite de 1% do produto (BRASIL, 2003 a); e a
terceira razao € a geracao de confianca nos alimentos que contém OGM.

Desta forma, é imperativo que 0s governos, laboratérios de andlise e todo o
setor produtor de alimentos estejam interessados em desenvolver, padronizar e

validar métodos para uma eficaz deteccdo e quantificacdo de OGM em alimentos e
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ingredientes  alimentares, visando garantir conformidade com requisitos
regulamentares (AHMED, 2002; PAN, 2002; CONCEICAO, MOREIRA & BINSFELD,
2006).

Métodos baseados na determinacdo do &cido desoxirribonucleico (DNA),
especialmente a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém sido recomendados
por 6rgaos internacionais de regulamentacado, pesquisa, comércio e certificacdo para
realizacdo de andlises de deteccédo e quantificacdo de OGM em matérias-primas e
alimentos, devido a maior estabilidade destas moléculas quando comparadas as
proteinas (CRESPO et al., 2001; PAN, 2002; ABRAHAO, 2008; JRC, 2011).

Embora exista um guia do Codex Alimentarius sobre validacdo de métodos
qualitativos aplicados a deteccdo de OGM por PCR, neste sdo tratados somente 0s
estudos da taxa de falso-positivos (TFP), taxa de falso-negativos (TFN), limite de
deteccdo (LD) e robustez (CODEX ALIMENTARIUS, 2010), ndo sendo abordados
outros parametros de desempenho pertinentes, como taxas de sensibilidade (TSB),
seletividade (TST) e confiabilidade (TCF), regido de perda de confiabilidade (RPC),
acordancia (ACO) e concordancia (CON), os quais sao de extrema importancia para
a avaliacdo da adequacdo de métodos qualitativos aos seus respectivos propositos
de uso (GONDIM, JUNQUEIRA & SOUZA, 2011).

Assim, a importancia da soja para a economia brasileira, a posicdo de
destaque deste alimento na nutricdo, e a regulamentacdo, em diversos paises, que
estabelece a obrigatoriedade de rotulagem de alimentos contendo OGM acima de
um determinado limite, associadas a inexisténcia de trabalhos que contemplem
todos o0s parametros necessarios a uma adequada validacdo de métodos

qualitativos, justificam o desenvolvimento do presente trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Validar um meétodo qualitativo, baseado na construcdo especifica, para

detecc¢do de soja RR® em grdos de soja por Nested PCR.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Validar um método qualitativo para deteccdo de soja RR® em grdos de soja,
incluindo etapas de extracdo do DNA, quantificacdo do DNA, por eletroforese em gel
de agarose e fluorimetria, e deteccdo do evento por Nested PCR (construcéo
especifica), incluindo os parametros de desempenho: TSB, TST, TFN, TFP, TCF,
rastreabilidade, RPC, LD, ACO, CON e robustez.

- Comparar o método em funcdo das técnicas de quantificacdo do DNA por
eletroforese em gel de agarose e por fluorimetria.

- Aplicar o método validado na analise de amostras de gréos de soja coletadas no
comércio pela Vigilancia Sanitaria do estado de Minas Gerais, avaliando a

conformidade das informacdes declaradas nos rétulos com a legislagéo brasileira.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. SOJA

3.1.1 HISTORIA DA SOJA

A mais antiga referéncia sobre a soja seria atribuida ao lendario imperador
chinés Shennong ou Shen-nung, também conhecido como o Imperador Yan ou,
ainda, o Imperador dos Cinco Graos, heroi cultural da mitologia chinesa, que se
acredita ter vivido ha cerca de 5.000 anos atras. O arroz, o trigo, a cevada, o milheto
e a soja eram considerados “os cinco graos sagrados”, por serem essenciais a
estabilidade da civilizagao chinesa (BONATO & BONATO, 1987).

A soja hoje cultivada é muito diferente dos seus ancestrais, que eram plantas
rasteiras que se desenvolviam na costa leste da Asia, principalmente ao longo do rio
Yangtse, na China. Sua evolugdo comec¢ou com o aparecimento de plantas oriundas
de cruzamentos naturais entre duas espécies de soja selvagem, que foram
domesticadas e melhoradas por cientistas da antiga China (FEDERIZZI, 2005;
EMBRAPA, 2011).

Até aproximadamente 1894, término da guerra entre a China e o Japéo, a
producdo de soja ficou restrita a China. Apesar de ser conhecida e consumida pela
civilizacao oriental por milhares de anos, a soja so foi introduzida no ocidente no final
do século XV e inicio do século XVI, com a chegada dos navios europeus a Asia,
permanecendo como curiosidade nos jardins botanicos da Inglaterra, Franca e
Alemanha. Somente no século XVIII que pesquisadores europeus iniciaram estudos
com a soja como fonte de oleo e nutriente animal e, no inicio do século XX, a soja
passou a ser cultivada comercialmente nos Estados Unidos (REIS et al.,, 2007,
EMBRAPA, 2011). Na segunda década do século XX, os teores de lipideos e
proteinas do grdo comecaram a despertar o interesse das industrias mundiais.
Entretanto, as tentativas de introducdo comercial do cultivo do grdo na RuUssia,

Inglaterra e Alemanha fracassaram, provavelmente, devido as condi¢des climaticas
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desfavoraveis, além da auséncia de conhecimento sobre a cultura e suas exigéncias
(EMBRAPA, 2011).

A soja foi introduzida no Brasil em 1882, a partir de sementes provenientes
dos Estados Unidos. Estas sementes foram produzidas pelo professor da Escola de
Agronomia da Bahia, Gustavo Dutra, que realizou testes de adaptacdo do material
genético introduzido. Contudo, ndo foram obtidos resultados positivos, pois a cultivar
ndo era adaptada as condi¢des de baixas latitudes. Em 1892, novos estudos foram
realizados no Instituto Agronémico de Campinas, pelo pesquisador Daffert, o qual
obteve os primeiros resultados positivos. Em 1901, o Instituto Agrondémico de
Campinas distribuiu as primeiras sementes de soja para os produtores paulistas. A
exemplo do que ocorreu nos Estados Unidos, a soja foi inicialmente utilizada no
Brasil como cultura forrageira, com excecao de alguns produtores, que utilizavam o

grao para alimento dos animais de suas propriedades (COSTA, 1996).

A soja, sem duvida, foi a grande responsavel pela profissionalizacdo e
especializacdo da agricultura, por volta dos anos de 1960, em algumas regides do
Brasil. Ela foi também a principal responsavel pela introducdo do conceito de
agronegocio no pais, devido a quantidade de investimentos, empresas e pessoas
envolvidas em sua producdo e processamento, bem como, pela necessidade da
visdo empresarial de administracdo da atividade por parte de todos os envolvidos
neste complexo agroindustrial (BRUM, 2002).

3.1.2 PRODUTOS DA SOJA

Os subprodutos da soja sao utilizados pela industria de alimentos na
fabricacéo de produtos de padaria, substitutos do leite, embutidos, racdo animal, etc.
Apesar do amplo espectro de produtos que podem ser obtidos a partir da soja, o
principal destino da soja em gréo é o setor industrial, visando a producéo de farelo
de soja, utilizado, sobretudo, na elaboracdo de racdes para atividades de pecuaria
(EMBRAPA, 2010).
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A partir da soja sdo obtidos quatro grupos de produtos: produtos nao-
desengordurados, produtos do 6leo bruto, produtos do farelo desengordurado cru e
produtos de tradicdo oriental (CABRAL & MODESTA, 1981), conforme ilustrado na
Figura 1.

Produtos da Soja

(Frodutos nio desengordurados
= Farinhaintegral de soja
sBebids desoja

* Sojatostada
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Figura 1. Quatro principais grupos de produtos da soja e exemplos de respectivos

representantes.
Adaptado de BERK (1992).

3.1.3 ASPECTOS NUTRICIONAIS

A relacdo entre o consumo de soja e a saude humana tem sido amplamente

investigada pelas caracteristicas nutricionais desse alimento, tanto devido ao
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elevado teor de proteina de qualidade nutricional adequada e ao conteudo
significativo de minerais e fibras, quanto pela quantidade reduzida de gordura
saturada e auséncia de colesterol (MORAIS & SILVA, 2000; GRIESHOP & FAHEY,
2001; SILVA et al., 2006).

A soja fornece nutrientes ao organismo e beneficios para a satde. E rica em
proteinas, contém isoflavonas, fitatos, fitosterdis, oligossacarideos e acidos graxos
poliinsaturados. Também constitui boa fonte de minerais como ferro, potassio,
magnésio, zinco, cobre, fésforo, manganés e vitaminas do complexo B (CARRAO-
PANIZZI & MANDARINO, 1998; PENHA et al., 2007). As isoflavonas constituem
uma classe de fitoquimicos bioativos que tem sido estudada para determinar seu
papel potencial na prevencdo de varias doencas crbnicas, como doencas
cardiovasculares, doencas neurodegenerativas, diabetes mellitus, osteoporose e
cancer. A soja e seus produtos processados sdo importantes fontes de quantidades
significativas de isoflavonas na dieta humana (ESTEVES & MONTEIRO, 2001;
STEINER et al., 2008).

A composicao nutricional de alguns produtos de soja encontra-se apresentada

na Tabela 1.

A funcionalidade da proteina de soja foi reconhecida em 1994 pelo Food and
Drug Administration (FDA), 6rgdo de controle de alimentos dos Estados Unidos,
qguando foi admitido informar, para finalidade de rotulagem nutricional, que “dietas
com baixo contetdo de gorduras saturadas e colesterol e que incluam o consumo
diario de 25 g de proteina de soja podem reduzir os riscos de doencgas do coragao”
(FDA, 2009). A American Heart Association (AHA) recomenda o consumo de
alimentos com soja para pacientes com elevados niveis de colesterol total e da
fracdo low density lipoprotein (LDL) e indica tais produtos como substitutos de
alimentos ricos em proteina animal para auxiliar na diminuicdo da ingestdo de
gordura saturada (AHA, 2006).



Tabela 1. Composicao nutricional de produtos da soja conforme tabelas nacionais e internacionais
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Maionese . Farinha de
. . Soja Soja Soja . . . de soja Farelo de soja soja Concentra- Isolado . .
Bebida de soja ; : Oleo de soja Lecitina desengordurado L - Queijo de soja
tostada frita cozida sem desengor- do protéico protéico
Componeqte por colesterol cru durada
100 g de alimento R p—r
eferéncia
TACO USDA USDA USDA USDA TACO USDA USDA USDA BRASIL USDA USDA USDA USDA TACO USDA
(2006)  (2011) (2011) (2011) (2011) (2006)  (2011) (2011) (2011) (1993) (2011) (2011) (2011) (2011) (2006) (2011)
Umidade (%) 91,3 90,98 1,95 67,20 79,45 NA 0 0 34,60 12,5 6,94 7,25 5,80 4,98 86,6 70,90
Proteina (g) 2,4 2,94 35,22 13,10 8,47 NA 0 0 0,10 48 44,95 47,01 63,63 80,69 6,6 12,50
Lipidios (g) 1,6 1,99 25,40 7,1 4,45 100,0 100,0 100 47,70 2,5 2,39 1,22 0,46 3,39 4,0 8,10
Colesterol (mg) NA 0 0 0 0 NA 0 0 0 NI 0 0 0 0 NA 0
Carboidratos (g) 4,3 3,45 33,55 9,40 6,53 NA 0 0 15,80 NI 40,14 38,37 25,41 7,36 2,1 6,90
Fibra alimentar (g) 0,4 0,4 17,7 0,8 0,8 NA 0 0 0 50 NI 17,5 55 5,6 0,8 0
Cinzas (g) 0,5 0,64 3,88 3,20 1,1 NI 0 0 1,80 6,0 5,58 6,15 4,7 3,58 0,7 1,60
Célcio (mg) 17 140 138 82 59 NI 0 0 0 NI 244 241 363 178 81 188
Magnésio (mg) NI NI 145 96 60 NI 0 0 0 NI 306 290 140 39 NI 228
Manganés (mg) NI NI 2,158 1,133 0,71 NI 0 0 NI NI 38 3,018 4,19 1,493 NI 0,889
Fosforo (mg) NI NI 363 216 135 NI 0 0 0 NI 701 674 839 776 NI 222
Ferro (mg) NI 0,49 3,90 0,40 1,31 NI 0,05 0 0,01 NI 13,7 9,24 10,78 14,50 NI 5,60
Sadio (mg) NI 50 4 14 10 NI 0 0 353 NI 3 20 900 1005 NI 20
Potassio (mg) NI 141 1470 567 355 NI 0 0 10 NI 2490 2384 450 81 NI 199
Cobre (mg) NI 0,123 0,828 0,527 0,33 NI 0 0 0,001 NI 2,0 4,065 0,976 1,599 NI 0,38
Zinco (mg) NI 0,24 3,14 2,10 1,04 NI 0,01 0 0,11 NI 5,06 2,46 4,40 4,03 NI 1,72
Retinol (Vit. A) (Ul) NI 393 0 0 40 NI 0 0 0 NI 40 40 0 0 NI 42
Tiamina (B1) (mg) NI 0,062 0,1 0,42 0,205 NI 0 0 0 NI 0,691 0,698 0,316 0,176 NI 0
R'bOﬂ?;g)a (B2) NI 0199 0,145 0,19 0,053 NI 0 0 0 NI 0,251 0,253 0,142 01 NI 0,14
Piridoxina (B6) (mg) NI 0,233 0,208 0,168 0,105 NI 0 0 0 NI 0,569 0,574 0,134 0,1 NI 0,07
Niacina (B3) (mg) NI 3,292 1,41 1,100 1,092 NI 0 0 0 NI 2,587 2,612 0,716 1,438 NI 0,5
Vitamina C (mg) NI 7,2 2,2 12 8,3 NI 0 0 0 NI 0 0 0 0 NI 0
Vitamina E (mg) NI 2,52 NI NI 0,21 NI 8,18 8,18 5,00 NI 0 0,12 0 0 NI 0,60
Acido graxo 02 0206 3674 0,985 0,617 152 1565 15,005 7,50 NI 0,268 0,136 0,052 0,422 0,4 1,172
saturado (g)
Acido graxo 03 0412 561 1,609 1,000 233 22783 10977 10,50 NI 0,409 0,208 0,079 0,645 0,5 1,789
monoinsaturado (g)
Acido graxo
0,6 1,19 14,34 14,339 2,513 60,0 57,74 45,318 27,60 NI 1,045 0,533 0,201 1,648 1,7 4,572

poliinsaturado (g)

NA: N&o Aplicavel, NI: Nao Informado, TACO: Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos, Ul: Unidade Internacional, USDA: United States Department of Agriculture.
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No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) inclui a
proteina de soja na lista de alimentos com alegacfes de propriedades funcionais e
ou de saude, podendo constar a seguinte frase de alegagéo: “o consumo diario de
no minimo 259 pode ajudar a reduzir o colesterol. Seu consumo deve estar

associado com dieta equilibrada e habitos de vida saudaveis” (ANVISA, 2011).

No entanto, o principal destino da soja ainda é a alimentacéo animal, visando
a producdo de carnes e ovos. Apesar do interesse consideravel nos produtos de
soja como alimento, a propor¢cado de proteina de soja consumida diretamente na
alimentacdo humana ainda é pequena (BERK, 1992; EMBRAPA, 2010).

A soja apresenta algumas caracteristicas que limitam seu uso na alimentacao
humana. A mais importante delas € seu sabor tipico, denominado “beany-flavor’, ou
ainda, sabor de feijao cru, que para muitos € considerado desagradavel. Esse sabor
estd diretamente ligado a presenca de substancias, como aldeidos, que séo
formadas durante o processamento do grdo. Esses produtos sdo derivados da
oxidacao do 6leo, um processo que € iniciado pela acdo de enzimas que estdo
normalmente presentes no grao, denominadas lipoxigenases. Além de alterar o
sabor do grao de soja, esses produtos provocam a rancificagdo do 6leo e diminuem
a vida de prateleira de alimentos produzidos a base de soja (AXELROD,
CHEESBROUGH & LAAKSO, 1981; MORAES et al., 2006). Além disto, na soja crua,
assim como na maioria das leguminosas, existem fatores antinutricionais como
inibidores de tripsina, hemaglutininas e saponinas, 0os quais podem ser destruidos ou
inativados total ou parcialmente por tratamento térmico (CABRAL & MODESTA,
1981; SILVA & SILVA, 2000).

3.1.4 ASPECTOS ECONOMICOS

A soja é uma importante cultura da agricultura mundial. A produ¢do mundial
de soja para a safra de 2012/2013 esta estimada em 260,46 milhdes de toneladas
na safra, um aumento de aproximadamente 10,3 % em comparacdo a safra
2011/2012 (CONAB, 2012).
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De acordo com o 4° Levantamento de Graos, a producdo de soja do Brasil,
maior produtor mundial, deve atingir 82,7 milhdes de toneladas na safra de
2012/2013, com uma éarea plantada de 27,3 milh6es de hectares e produtividade de
3.023 kg/ha (CONAB, 2013). A safra de 2012/2013 americana estava estimada em
87,22 milhdes de toneladas mas, devido a problemas climaticos, como a forte seca e
altas temperaturas, esta sofreu uma drastica queda, sendo novamente estimada em
73,27 milhdes de toneladas, com uma éarea plantada de 31 milhdes de hectares e
produtividade de 2.400 kg/ha (CONAB, 2012; FIPE, 2012).

Desta forma, a producdo mundial de soja esta concentrada em trés paises,
Brasil, Estados Unidos e Argentina, os quais respondem por 71,5 % e 81,5 % da
area plantada e da producdo mundial da oleaginosa, respectivamente (EMBRAPA,
2011). O Brasil apresenta a maior capacidade de crescimento da atual producéo,
tanto pelo aumento da produtividade, quanto pelo potencial de expansédo da area
cultivada (VENCATO et al., 2010).

No Brasil, a producdo de soja é liderada pelos estados de Mato Grosso,
Parana, Rio Grande do Sul e Goias, que produzem 82,0 % da soja nacional. No
entanto, a producdo de soja tem evoluido também para novas areas no Maranhao,
Tocantins, Piaui, Bahia e Santa Catarina que respondem por 13,0 % da producéo
brasileira (MAPA, 2010).

Para safra de 2012/2013 estima-se que o estado do Mato Grosso, maior
produtor nacional, produza 20,8 milhdes de toneladas, numa é&rea plantada de
6,45 milhdes de hectares, com produtividade de 3.223 kg/ha. Enquanto para o
Parana, segundo maior produtor brasileiro de soja, a producdo prevista é de
15,5 milhdes de toneladas, em uma area de 4,6 milhdes de hectares, com
produtividade de 3.393 kg/ha (IBGE, 2012).

Com relagéo as exportacdes globais em 2013, a previsdo é de 94,0 milhdes
de toneladas, sendo o Brasil o maior exportador mundial. O Pais devera exportar
37,6 milhdes de toneladas em 2012/2013. A previsédo para os Estados Unidos € de
30,2 milhdes de toneladas, menor volume desde 2005/2006. Em terceiro lugar vem a
Argentina com previsao de exportar 13,5 milhdes de toneladas. Os trés paises juntos

sao responsaveis por 86 % das exportacées mundiais (FIPE, 2012).



28

As importacdes mundiais de soja para a safra 2012/13 devem ficar proximas
de 91,87 milhdes de toneladas, sendo a China o maior importador. Ela devera
importar cerca de 59,5 milhdes de toneladas e a Unido Europeia, segundo maior
importador, 10,7 milhdes de toneladas (CONAB, 2012).

O principal destino da soja em gréo é o setor industrial, visando a producao
de farelo de soja, utilizado, sobretudo, na elaboracdo de racfes para atividades de
pecuaria. As empresas esmagadoras sdo o destino de 87,6 % da soja consumida,
enquanto o destino para a alimentacdo humana representa apenas 6,2 %. China,
Estados Unidos, Brasil e Unido Europeia sédo responsaveis por mais de 80 % do
consumo mundial do grdo (EMBRAPA, 2010).

As exportacdes do Brasil relativas ao complexo soja, em 2012, totalizaram
US$ 24,65 bilhdes, sendo graos US$ 17,19 bilhdes (32,52 milhdes de toneladas),
farelo US$ 5,55 bilhdes (12,5 milhdes de toneladas) e 6leo US$ 1,91 bilhbes
(1,63 milhdes de toneladas) (MDIC, 2012).

3.1.5 SOJA TRANSGENICA

OGM sédo organismos que tiveram o seu material genético alterado por
qualquer técnica de engenharia genética (NODARI & GUERRA, 2000). Esse
processo € capaz de conferir as plantas, por exemplo, novas caracteristicas, tais
como resisténcia a agrotoxicos, melhor toleréncia ao estresse ambiental, além da
modificacdo da sua qualidade nutricional. A transgenia pode contribuir
significativamente para o melhoramento genético de vegetais, visando otimizar a
producado de alimentos, farmacos, bem como outros produtos industriais (NODARI &
GUERRA, 2003).

Os principais objetivos da transformacéo genética de sementes sdo: melhorar
a qualidade, a produtividade e as caracteristicas da planta e desenvolver resisténcia
as pragas. Pelo menos 50 % das plantas GM possuem como nova caracteristica
tolerancia a algum herbicida e aproximadamente 85 % delas possuem ou tolerancia

a herbicida ou resisténcia a alguma praga (JAMES, 2011).
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Informacdes sobre a estrutura basica de um OGM sdo de fundamental
relevancia para o entendimento dos principios dos métodos de deteccdo destes
organismos em alimentos. Os principais elementos que compdem a construcéo
génica caracteristica de um OGM, ou seja, 0 evento, incluem: o promotor, que regula
a leitura do gene (transcricdo); o gene de interesse, que determina a caracteristica
desejavel; e 0 elemento terminador, responsavel pelo término da transcricdo. Além
destas, outras sequéncias exdgenas de DNA, responsaveis pela regulacdo e
estabilizacdo do gene inserido, podem estar presentes (CONCEICAO, MOREIRA &
BINSFELD, 2006).

LAJOLO & NUTTI (2003) descrevem as etapas envolvidas no processo de
transformacdo, que compreendem a localizacdo do gene correspondente a uma
caracteristica desejada, a obtencdo e clonagem ou multiplicacdo desse gene, a
‘engenharia” do gene, a transformacdo da célula do organismo receptor e,

finalmente, a selecéo da planta e fixacdo da caracteristica desejada.

A etapa inicial é a identificacdo e obtencdo do gene (fragmento de DNA) de
interesse a ser transferido de um organismo (planta ou bactéria) a outro. O gene é
isolado do organismo “doador”, duplicado e introduzido em um vetor de clonagem.
Essas modificacdes envolvem a adigcdo de um promotor, do gene de interesse e de
uma sequéncia terminadora. O vetor de clonagem € normalmente um plasmideo
destinado a multiplicacdo do gene. O plasmideo contendo o gene de interesse é
inserido em uma bactéria, a qual é multiplicada em cultura; multiplicando-se a
bactéria, também se multiplica o plasmideo (LAJOLO & NUTTI, 2003).

O DNA, obtido numa quantidade maior, é isolado e inserido na célula a ser
transformada, por processos fisicos ou biologicos. Entre os processos fisicos, a
biobalistica € um dos mais empregados. Microparticulas metalicas sédo recobertas
pela molécula de DNA a ser transferida e “atiradas” para dentro do nucleo da célula
a ser transformada. Uma pequena fracdo se incorporara a seu DNA. No processo
bioldgico, utiliza-se o Agrobacterium tumefaciens, uma bactéria do solo capaz de
infectar células de plantas e transferir parte do seu material genético para um tecido
vegetal. Esta bactéria contém, além do seu cromossomo, um plasmideo conhecido

como plasmideo indutor de tumor (Ti), em cujo DNA ha uma regido — o DNA
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transferivel (T-DNA), que pode ser transferida para os cromossomos de plantas
(Figura 2). A estratégia € incluir no T-DNA a construcdo genética a ser transferida
para a planta e usar os mecanismos naturais de transformacéo, colocando-se ambos
em contato - o Agrobacterium tumefaciens ja com o plasmideo modificado e a célula
vegetal que sera transformada e, depois de selecionada, podera gerar uma nova
planta (LAJOLO & NUTTI, 2003).

@ clonagem transformagao
Isolamento do gene . @ @
que codifica para a

toxina

Bacillus E’ %
thuringlensis

Vetor de clonagem A. tumefasciens

regeneragao
Célula vegetal Transformagéo de célu-
¢ modificada la vegetal (Infecgéo por
Planta “Bf" (Novos genes A. tumefasciens GM)
(por ex. milho) integrados ao genoma)

Figura 2. Etapas da producdo de um organismo geneticamente modificado

resistente as larvas de insetos.
Fonte: LAJOLO & NUTTI (2003).

Como os processos de transformacdo séo pouco eficientes, associam-se ao
gene de interesse, outros, conhecidos como genes marcadores, para facilitar a
selecdo das células que realmente foram transformadas, ou seja, as que
transportam o gene desejado. Os marcadores s&o genes que produzem coloracéo

ou sdo genes de resisténcia a antibidticos ou herbicidas. Junto com o0 gene de
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interesse e 0s marcadores, séo introduzidos também o promotor e o terminador, que
sinalizam o comeco e o fim do gene a ser expresso (MARKOULATOS et al., 2004).

O promotor é uma sequéncia de nucleotideos reconhecida pelo sistema de
leitura - acido ribonucleico (RNA) polimerase - como o comeco da transcricdo do
gene e define quando o gene ira expressar-se, em que 0rgao ou tecido e quanto de
proteina ira produzir. Assim, com a escolha adequada do promotor, € possivel fazer
com que o gene de interesse se expresse em determinado 6rgdo, por exemplo, num
fruto, para manter sua firmeza; numa folha, para protegé-la do ataque de insetos.
Em muitas variedades de plantas transgénicas aprovadas, o promotor do gene
isolado do virus do mosaico da couve-flor (CaMV 35S) € o mais usado. O
terminador, na soja RR®, é derivado do gene da nopalina sintetase do Agrobacterium
tumefaciens (T-NOS) (LAJOLO & NUTTI, 2003; MARKOULATOS et al., 2004). Além
disso, varios outros elementos podem estar presentes em uma construcao geneética.
Normalmente, sua finalidade € controlar e estabilizar a funcdo do gene, demonstrar a
presenca da construcdo no OGM ou facilitar a combinacdo dos elementos na
construcdo (MARKOULATOS et al., 2004).

Nas modificacdes genéticas que ocorrem em melhoramentos convencionais
também ha transferéncia de genes, mas comumente entre plantas de uma mesma
espécie e por processos de reproducdo normal da planta. A transferéncia, porém, é
menos seletiva, envolvendo centenas de genes. Na transferéncia seletiva, o gene
transferido ird incorporar-se ao DNA nuclear da célula transformada, a qual,
regenerando-se, dard origem a uma planta com um ou alguns genes que ela antes
ndo possuia. Essa planta ter4 entdo novas propriedades originadas pela expressao
dos novos genes (LAJOLO & NUTTI, 2003).

Normalmente, as caracteristicas desejadas, como resisténcia a insetos e
tolerdncia a herbicidas sdo obtidas pela introdugdo de um novo gene. Em certos
casos, porém, genes preexistentes podem ser removidos ou bloqueados
(PADGETTE et al., 1996).

A soja transgénica RR®, evento GTS 40-3-2, foi desenvolvida pela companhia
Monsanto nos anos 80 com o intuito de disponibilizar um material tolerante a acao

de herbicidas a base de glifosato, que sdo comumente usados para dessecacao de
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vegetacgdo invasora em culturas perenes. O glifosato, ingrediente ativo do Roundup®,
€ um herbicida ndo seletivo, com amplo espectro de acédo, utilizado mundialmente
para controle de ervas daninhas. Age como um inibidor competitivo da enzima 5-
enol-piruvil-chiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), uma enzima essencial na sintese
de aminoacidos aromaticos como fenilalanina, tirosina e triptofano. A inibicdo da
EPSPS resulta no atraso do crescimento, desbalanco de aminoacidos e
consequente morte da planta (QUERCI & MAZZARA, 2006; ABRAHAO, 2008).

A soja convencional ndo é resistente ao herbicida glifosato porque tem a
enzima EPSPS, que € inibida por ele. O que se fez, foi obter o gene dessa enzima
de outro organismo, uma bactéria, e provocar uma alteracdo molecular
correspondente a um aminoacido, tornando-a mais resistente ao herbicida. O gene
modificado que codifica a enzima CP4 EPSPS presente em bactérias do solo
Agrobacterium sp. cepa CP4 (CP4 EPSPS) € o que foi introduzido no DNA da soja,
gerando resisténcia ao glifosato (PADGETTE et al., 1996).

O evento GTS 40-3-2 da Monsanto recebeu o gene CP4 EPSPS, utilizando a
biobalistica. O gene CTP4 (peptideo de transito para o cloroplasto) foi isolado da
planta Petunia hybrida e € responsavel por conduzir a nova proteina EPSPS para o
interior do cloroplasto onde se localiza o sitio de acdo do glifosato e a via do
chiquimato. O gene CP4 EPSPS esta ligado a sequéncia CTP e ambos estao sob a
regulacéo do promotor constitutivo CaMV 35S, ativo em todos os tecidos da planta, e
uma porgcao da regidao 3’ terminal ndao codificadora T-NOS, derivada do gene da
nopalina sintetase do Agrobacterium tumefaciens, como demonstrado na Figura 3
(PADGETTE et al., 1995; CONCEI(;AO, MOREIRA & BINSFELD, 2006;
BRANQUINHO, 2010).

CaMV 35S CTP CP4 EPSPS T-NOS

Figura 3. Representacdo esquematica da construcdo genética presente na soja
Roundup Ready®.

CaMV 35S: promotor do gene 35S do virus do mosaico da couve-flor, CTP: peptideo de transito para
o cloroplasto da enzima 5-enol-piruvil-chiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), CP4 EPSPS: gene da
EPSPS, T-NOS: terminador do gene da nopalina sintetase.

Adaptado de PADGETTE et al. (1995).
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A érea cultivada com plantas transgénicas no mundo avangou dos 1,7
milhdes de hectares registrados em 1996 para cerca de 160 milhdes de hectares em
2011. Atualmente, 36 paises tém autorizacdo para plantio e comercializacdo de
plantas GM. As culturas transgénicas autorizadas para comercializacdo sao
inUmeras, sendo as principais: soja, milho, algoddo e canola (JAMES, 2011,
BRASIL, 2013).

A soja transgénica foi introduzida pela primeira vez nos Estados Unidos nos
anos 90 quando as variedades resistentes ao glifosato tornaram-se disponiveis. Em
2008, as variedades transgénicas (exclusivamente tolerantes a herbicidas)
ocuparam 92 % dos 31,3 milhdes de area de soja plantada nos Estados Unidos
(HEATHERLY, 2009).

No Brasil, para a safra de 2011/2012 houve um crescimento da area semeada
com variedades de soja transgénica em 13,4 % em relacdo ao plantio transgénico da
safra anterior, passando de 18,4 milhdes de hectares para 20,8 milhdes de hectares,
ou seja, 82,7 % da area total prevista. Na Figura 4 encontra-se ilustrada a nitida
tendéncia de substituicdo da soja convencional pela transgénica no Brasil. Para
milho e algodéo, a porcentagem de area plantada com transgénicos corresponde a
65 % e 39 %, respectivamente (CELERES, 2011).

G mm Convenclonal e fraa total
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Figura 4. Perfil da area plantada no Brasil, em milh6es de hectares, com soja

convencional e geneticamente modificada nas safras 2000/2001 a 2011/2012.
Fonte: CELERES (2011).
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Quanto as tecnologias, no Brasil, 0 ano de 2011 foi o primeiro com plantio de
variedades de soja com a tecnologia de genes combinados, com resisténcia a
insetos e tolerancia a herbicidas. Porém, é importante frisar que esses hectares
iniciais destinam-se essencialmente a producdo de sementes, devendo o seu plantio
em escala comercial ser iniciado no ano agricola 2012/2013 (CELERES, 2011). Os

eventos de soja liberados no Brasil encontram-se relacionados na Tabela 2.



Tabela 2. Eventos liberados no Brasil para soja
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Designacéo

Requerente  Espécie Caracteristica Método de introducgéo da Uso bronosto Data de
do OGM q P Inserida caracteristica prop aprovacao
O gene CP4 EPSPS, que ati\I/_iI(;/artzgsr?jtleCiudlﬁvo
. codifica a enzima EPSPS foi - o
Soja isolado da bactéri registro, uso, ensaios,
Roundup Glycine Tolerancia ao Isolado da bacteria testes, transporte
Readv® - Monsanto do max (L) herbicida Agrobacterium tumefaciens armaz,enamento ' Setembro
EventoyGTS Brasil Ltda. Merr. glifosato cepa CP4 e inserido no genoma comercializa@éo, de 1998
40-3-2 da:géf;?g?’;;gogﬁéﬂ?:sde consumo, importacédo
(b(i;obalistipca) e descarte da referida
) soja.
Transf_orma(;ao por b!oballstlc_a Livre registro, uso,
da variedade comercial da soja ensaios. testes
Conquista, utilizando um semeédura '
Tolerancia a fragmento de DNA do transporte '
Soja CV127 BASFS.A.e  Glycine herbicida do plasmideo pAC321,~contendo 0 armazename;wto
Evento BPS- Embrapa max (L.)  grupo quimico cassete de EXpressdo do gene comercializa(;éo, Dezembro
CVv127-9 Soja Merr. das csrl-2 de Arabidopsis thaliana consumo, libera éc') e de 2009
J imidazolinonas (tolerancia a herbicida do grupo descarte ,e uaig uer
guimico das imidazolinonas) e a quaisq
sequéncia completa da outras atividades
subunidade gama da proteina relamogag':\;\/ls aeste
AtSEC61y. ]
Livre registro, uso,
ensaios, testes,
Aceleragdo de particulas em semeadura,
Soja Liberty meristemas apicais de soja, transporte,
{_ink® i Glycine Tolerancia ao conforme metodologia descrita armazenamento, Fevereiro
Evento Bayer S.A. max (L.)  glufosinato de por Christou et al. (1988) e comercializagéo, de 2010
A2704-12 Merr amdnio utilizando o plasmideo consumo, liberagéo,
pB2/35SAck previamente descarte e quaisquer
fragmentado. outras atividades
relacionadas a este
OGM.
Soja Liberty Toleranci Cultivo, producéo de
o . olerancia ao < x = .
Link® - Glycine ) Método de aceleracao de gréos, consumo Fevereiro
Bayer S.A glufosinato de : ;
Evento o Max amonio particulas. humano e animal dos de 2010
A5547-127 produtos e derivados.
Livre registro, uso,
Cruzamento dos parentais de ensaios, testes,
soja geneticamente modificadas semeadura,
resistente a insetos, MON transporte,
Soia MON Glvcine Tolerancia a 87701 e tolerante a glifosato armazenamento,
817701 » Monsanto do ma{< L) herbicida e MON 89788. O evento MON comercializagao, Agosto de
MON 89788 Brasil Ltda. Merr ) resisténcia a 87701 possui 0 gene CrylAc, consumo, liberagédo e 2010.
) insetos oriundo de Bacillus thuringiensis

e o0 evento MON 89788 possui o
gene CP4 EPSPS, oriundo de
Agrobacterium sp.

descarte e quaisquer
outras atividades
relacionadas a essa
soja e suas
progénies.

Fonte: BRASIL (2013).
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3.1.6 LEGISLACAO PARA OGM NO BRASIL E NO MUNDO

A regulamentacdo para OGM se baseia em dois principios fundamentais: o
principio de equivaléncia substancial, adotado pelos Estados Unidos e o principio da
precaucdo, adotado pelos paises da Unido Europeia (UE). Os Estados Unidos
adotaram uma politica de desregulamentacdo dos produtos transgénicos, enquanto
gue a UE criou mecanismos reguladores que restringiram a sua adoc¢ao entre 1999 e
2004. O principio de equivaléncia substancial se baseia na avaliagdo da seguranca
alimentar, considerando que os OGM quimicamente equivalentes aos organismos
obtidos através de técnicas convencionais de melhoramento genético ndo requerem
estudos toxicoldgicos adicionais. Ao contrario do principio da precaucdo, que é
baseado no gerenciamento do risco e considera que a ado¢do de uma nova
tecnologia ou produto deve ser adiada enquanto ndo houver evidéncias suficientes
de sua inocuidade. Dessa forma, a aprovacdo de plantio e/ou comercializacado de
OGM em paises que adotam o principio da precaucdo dependem da avaliacdo
cuidadosa, por parte de agéncias regulatorias, de estudos sobre a caracterizacéo
molecular do evento, estudos de equivaléncia nutricional, toxicidade, nutricao
animal, expressdo de proteina heteréloga e avaliacdes agro-ecoldgicas realizadas
ao longo de mais de uma safra da cultura (BRASIL, 2005 a; UNIAO EUROPEIA,
2013).

No Brasil, a semelhanca do modelo europeu e também baseado no principio
da precaucdo, em janeiro de 1995 foi criada a Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBIo), pela Lei n°® 8.974, de 5 de janeiro de 1995, que representa
0 oOrgao oficial brasileiro que regulamenta todos os processos envolvendo OGM
(BRASIL, 1995). Esta Lei foi revogada pela Lei de Biosseguranga n°® 11.105, de 24
marco de 2005, que define a CTNBio como o 6rgdo responsavel por coordenar as
atividades que envolvem OGM no pais, como o estabelecimento de normas de
seguranca e mecanismos de fiscalizacdo. A aprovacao para a comercializacado do
plantio de soja RR® com fins comerciais é regulamentada por esta mesma Lei. No
artigo 40, é reafirmado que os alimentos e ingredientes alimentares destinados ao

consumo humano ou animal que contenham ou que sejam produzidos a partir de
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OGM ou derivados deverdo conter informacdo nesse sentido em seus roétulos
(BRASIL, 2005 a).

Em 1997, a CTNBIio autorizou, pela primeira vez no Brasil, a realizacado de
testes de campo para fins de pesquisa com a soja transgénica (EMBRAPA, 2003).

Em janeiro de 1998, a CTNBIo emitiu, por meio do Comunicado n° 54, parecer
técnico conclusivo favoravel a solicitacdo encaminhada pela Monsanto, de liberacéo
da comercializacdo de soja RR® (BRASIL, 1998 a). Esta acdo gerou a reagdo do
Instituto de Defesa do Consumidor e outras organizagcdes ndo governamentais, que
tiveram o apoio do IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente), justificada pela
necessidade da apresentacdo dos Estudos de Impacto Ambiental/Relatério de
Impacto no Meio Ambiente (EIA/RIMA) (EMBRAPA, 2003). Entdo, a Instrugéo
Normativa n° 18, de 15 de dezembro de 1998, emitida pela CTNBIo, estabeleceu
que as atividades de cultivo, registro e outros usos de cultivares de soja RR®
ficariam isentas de avaliacdo prévia da CTNBIio e exigiu que fosse feito, por um
periodo de cinco anos, o monitoramento cientifico dos plantios comerciais da soja
RR® (BRASIL, 1998 b).

Em outubro de 1998, ocorreu a primeira apreensdo de soja transgénica
plantada em solos brasileiros, na regido central do Rio Grande do Sul. Os
agricultores responsaveis foram indiciados pela Policia Federal, mas o processo foi
suspenso em 1999, apds um acordo entre o Ministério Publico Federal e a defesa
dos produtores. Na safra 2000/2001 foram descobertos novos plantios clandestinos
de soja RR®. As sementes contrabandeadas eram da Argentina e ficaram
conhecidas como "soja maradona”, sendo as plantacfes incineradas e as lavouras
interditadas por 180 dias. Os produtores tiveram prejuizos, também devido as

sementes nao serem adaptadas ao solo brasileiro (EMBRAPA, 2003).

Na safra 2002/2003 os produtores gauchos assumiram novamente o risco de
cultivar um produto ilegal. A partir disto, o plantio e comercializacdo da soja RR®
foram autorizados por Medidas Provisorias (MP) presidenciais convertidas em Lei
pelo Congresso Nacional, como a MP n° 11, posterior Lei n°® 10.688/2003 (BRASIL,
2003 b), MP n° 131, posterior Lei n° 10.814/2003 (BRASIL, 2003 c) e MP n°® 233,
posterior Lei n°® 11.092/2005 (BRASIL, 2005 b).
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Assim, em 24 de abril de 2003 foi publicado o Decreto n° 4.680, que
estabeleceu um limite de 1 % para a presenca néao intencional de OGM, acima do
qual a sua presenca deveria ser informada no rétulo, exigindo a informacdo da

espécie doadora do gene inserido (BRASIL, 2003 a).

O Protocolo de Cartagena sobre Biosseguranca foi o primeiro acordo
internacional que regeu a transferéncia, manejo e uso de organismos Vivos
modificados por meio da biotecnologia moderna. Adotado em 2000 pelos membros
da Convencao sobre Diversidade Bioldgica, o protocolo buscava um comércio
internacional de transgénicos mais transparente, através de medidas de seguranca
de acordo com as necessidades de consumidores, indastrias e, principalmente, do
meio ambiente. Foi aprovado em 29 de janeiro de 2000, entrando em vigor em
setembro de 2003. Atualmente, 161 paises fazem parte do Protocolo. O Brasil e
Japao sao signatarios desde 2004, enquanto Estados Unidos, Argentina, Australia e
Canada nédo sdo (BIOSAFETY CLEARING-HOUSE, 2011). O objetivo do Protocolo é
contribuir para assegurar um nivel adequado de protecdo no campo da
transferéncia, da manipulacéo e do uso seguros dos organismos vivos modificados
resultantes da biotecnologia moderna que possam ter efeitos adversos na
conservagao e no uso sustentavel da diversidade biolégica, levando em conta os
riscos para a saude humana, e enfocando especificamente 0s movimentos
transfronteiricos (BRASIL, 2006).

Na UE, a determinacéo prevista no Regulamento (CE) n°® 1.829/2003, de 22
de setembro de 2003 — relativo a géneros alimenticios e alimentos para animais GM
- e no Regulamento (CE) n°® 1.830/2003, de 22 de setembro de 2003 - relativo a
rastreabilidade e rotulagem de OGM e a rastreabilidade dos géneros alimenticios e
alimentos para animais produzidos a partir de OGM, prevé rotulagem obrigatéria em
produtos que apresentam 0,9 % ou mais de OGM nos ingredientes individuais que
entraram no seu preparo (UNIAO EUROPEIA, 2003). Na Suica o limite é de 0,1 % e
na Russia e Japdo 5%. Nos EUA, embora a recente legislacdo nao exija a
rotulagem, o governo recomenda fazé-la voluntariamente, exigindo apenas que as
empresas produtoras de alimentos contendo OGM notifiquem 6rgaos reguladores,

como Food and Drug Administration (FDA), United States Department of Agriculture
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(USDA) e Environmental Protection Agency (EPA), antes de o novo produto ser
comercializado (THOMSON, 2003).

A Portaria n° 2.658 de 22 de dezembro de 2003 (BRASIL, 2003 d) define o
simbolo que deve compor a rotulagem tanto dos alimentos e ingredientes
alimentares destinados ao consumo humano ou animal embalados como nos
vendidos a granel ou in natura, que contenham ou sejam produzidos a partir de
OGM (Figura 5).

Figura 5. Simbolo definido na Portaria n°® 2.658 de 22 de dezembro de 2003 que
deve ser apresentado no rotulo de alimentos que contenham organismos

geneticamente modificados em sua composic¢ao (BRASIL, 2003 d).

O Cddigo de Defesa do Consumidor, que surgiu em 1990 (Lei n°® 8.078),
busca a protecdo da saude contra os riscos do consumo de produtos considerados
perigosos ou nocivos. O Codigo externa o entendimento social de serem a qualidade
e 0 risco responsabilidades do fabricante e/ou fornecedor. No artigo 6° inciso Ill e no
artigo 31 do Cddigo de Defesa do Consumidor é definido como direito basico do
consumidor o acesso a informacdo sobre as caracteristicas dos produtos ofertados
em relacdo a sua qualidade, composicdo, origem e riscos que apresentem a saude e

seguranca, veiculada de forma clara, precisa e ostensiva (BRASIL, 1990).

Desta forma, a questdo da seguranca alimentar estd embasada no direito dos
consumidores de saberem o que esta presente nos produtos que compram. Sem um
fluxo de informacgéo transparente sobre os produtos GM, a escolha informada nao
pode ser sustentada (PAN, 2002).
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3.1.7 METODOS PARA ANALISE DE OGM EM ALIMENTOS

Até recentemente, o controle de alimentos centrava-se na contaminacao
microbiolégica, quimica e bioldgica, assim como nas fraudes e, em menor extensao,
a adequacdao nutricional. Hoje, o controle alimentar abrange todas as areas como a
composicdo quimica, aspectos higiénicos, adequacdo nutricional e autenticidade,
concentrando-se em compostos quimicos presentes em concentracfées minimas ou
tracos. Varios métodos para deteccdo de OGM ja foram desenvolvidos, sendo a
grande maioria baseada na deteccao de proteinas e DNA (AHMED, 2002).

Os OGM geralmente sao caracterizados pela presenca de um ou mais
segmentos de DNA exdgenos, que podem ou nao proporcionar a expressado de
novas proteinas. Sendo assim, a deteccdo destes organismos é baseada na
sequéncia de DNA exdgena ou na proteina transgénica. Na Figura 6, encontra-se
retratada uma sequéncia genérica das etapas analiticas envolvidas na determinacao
de OGM em alimentos, a qual compreende trés etapas: i) deteccdo (triagem) de
OGM, a fim de obter uma primeira percep¢ao sobre a presenca de OGM no produto;
i) identificacdo do OGM, para revelar quais eventos estdo presentes; e iii)
guantificacdo do OGM, para checar a necessidade de declaracdo na rotulagem ou

nao, conforme a legislacao (PETIT et al., 2003).
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Figura 6. Etapas de deteccdo, identificacdo e quantificacdo de organismos
geneticamente modificados, considerando o limite de 1 % estabelecido na legislacao

brasileira.
Adaptado de ANKLAM et al. (2002).

3.1.7.1 Deteccao baseada na presenca de proteinas

7

A tecnologia de imunoensaios utilizando anticorpos € ideal para deteccgao
guantitativa e qualitativa de proteinas em matrizes complexas quando o analito é
conhecido (AHMED, 2002). Os imunoensaios s&o utilizados para detecgdo e
quantificacdo das “novas” proteinas introduzidas através da manipulagdo genética

de plantas. O componente principal de um imunoensaio € um anticorpo com alta
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especificidade e afinidade pela molécula alvo, isto €, a proteina recombinante
(MARKOULATOS et al., 2004).

Imunoensaios com anticorpos ligados a uma fase sélida tém sido usados em
dois formatos: i) ensaio de duplo anticorpo ou “sanduiche”; e ii) ensaio competitivo.
No ensaio “sanduiche” sédo utilizados dois anticorpos especificos para a proteina
transgénica (antigeno ou Ag), sendo que um sensibiliza a microplaca, visando a
captura do Ag presente na amostra, e 0 outro geralmente esta conjugado a uma
enzima (peroxidase ou fosfatase alcalina), que revela a reagéo (producdo de cor).
No ensaio competitivo, 0 Ag presente na amostra e um padrdo (Ag conjugado com
uma enzima) competem pela ligacdo do anticorpo de captura. Neste ensaio, a

concentracdo de Ag é inversamente proporcional a intensidade colorimétrica
produzida (AHMED, 2002; CONCEICAO, MOREIRA & BINSFELD, 2006).

Contudo, a deteccdo de OGM por técnicas que empregam imunoensaios nem
sempre € possivel. Isto ocorre quando o nivel de expressdo da proteina transgénica
nas partes das plantas que séo utilizadas na producdo de alimentos é muito baixo
(AHMED, 2002). A concentracao de proteina transgénica nos tecidos de plantas
varia em funcao da idade, variedade e condi¢cdes ambientais. O processamento do
alimento pode promover a remocao das proteinas em determinados produtos, como
em xaropes e 0Oleos altamente refinados, ou a desnaturagdo das mesmas, alterando
a sua conformacdo e impedindo o seu reconhecimento pelo anticorpo (STAVE,
2002). Os imunoensaios nao detectam alimentos contendo OGM cuja modificacédo
genética resulta no aumento da expressao de uma proteina nativa (MIRAGLIA et al.,
2004) e também sao incapazes de distinguir as variedades GM que apresentam
diferentes eventos mas expressam a mesma proteina transgénica (KOK et al.,
2002).

Técnicas imunoenzimaticas como Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), o imunoensaio de fluxo lateral (IFL) e o western blot sdo os principais
imunoensaios utilizados na deteccdo e quantificacdo de alimentos contendo OGM,
principalmente o evento da soja RR® (MAGIN et al., 2000; AHMED, 2002).

O ELISA é uma técnica sensivel, especifica, segura, robusta, rapida e que

geralmente n&do requer muito treinamento. Além disso, € ideal para a analise
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simultanea de um grande numero de amostras e para testes de rotina de alimentos
crus e ingredientes basicos (YATES, 1999). Seu principio se baseia tanto no ensaio
“sanduiche” como no ensaio competitivo, sendo o primeiro mais recomendado
devido a maior sensibilidade (STAVE, 1999). O LD varia de 0,01 a 1%. No entanto, a
técnica de ELISA exige que a proteina esteja intacta, assim como no IFL, nao
constituindo um método de deteccao apropriado para OGM se o gene inserido néo
expressar uma proteina ou se as proteinas estiverem degradadas. Portanto, 0s
imunoensaios ndo estdo disponiveis para todos os OGM comercializados
(GMOTESTING, 2013).

O IFL é uma variacdo do ELISA. Trata-se de um teste qualitativo, pratico, ndo
dispendioso e répido, cujos resultados sdo obtidos entre 5 e 15 minutos, sendo
indicado para triagens. Além disso, ndo necessita de pessoal treinado e
equipamentos especiais. As fitas de IFL foram desenvolvidas comercialmente para
detectar a endotoxina CrylAb (que confere a planta a caracteristica de resisténcia a
algumas espécies de insetos da Ordem Lepidoptera) ou a proteina CP4 EPSPS
presente em plantas de soja, milho, canola e beterraba GM (LIPTON et al., 2000).
Existem no mercado diversos kits para diferentes eventos (AHMED, 2002) e,
atualmente, fitas de IFL que podem detectar simultaneamente mais de uma proteina
em uma mesma fita (SCST, 2006).

No IFL sao utlizados dois anticorpos especificos contra a proteina
transgénica: um anticorpo de captura e um anticorpo de deteccdo conjugado a um
reagente de cor. O anticorpo de deteccao esta na extremidade da fita que € inserida
na amostra em solucdo. A seguir, este anticorpo, a proteina alvo e o complexo
“anticorpo de deteccdo — proteina alvo” migram por capilaridade até a outra
extremidade da fita, que contém duas zonas de captura, uma especifica para a
proteina alvo e a outra especifica para o anticorpo de deteccdo. A presenca de duas
bandas coloridas indica que o teste € positivo para a proteina alvo enquanto que a
presenca de uma banda colorida indica que o teste foi realizado corretamente, mas
foi negativo (AHMED, 2002; CONCEICAO, MOREIRA & BINSFELD, 2006).

Apesar da rapidez e conveniéncia dos testes de IFL, estes apresentam

limitacdo para emprego na deteccdo de OGM, visto que nem toda sequéncia de
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DNA pode ser analisada. Cumpre considerar também a baixa sensibilidade dos
testes de IFL em relacédo a PCR, com limites variando de 0,1 a 1 % (GMOTESTING,
2013).

O western blot € uma técnica qualitativa altamente seletiva, que proporciona
resultados adequados para determinar se uma amostra contém a proteina-alvo
abaixo ou acima de um limite pré-determinado, sendo particularmente indicada para

andlise de proteinas insollveis (BRETT et al., 1999).

As proteinas sao submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida,
desnaturadas e carregadas negativamente pela exposicdo a um detergente, como
dodecil sulfato de sodio (SDS). Em seguida, sdo transferidas, geralmente, para uma
folha de nitrocelulose, embora outros tipos de membranas possam ser usados. As
proteinas mantem o mesmo padrdo de separacdo que apresentaram no gel. A
membrana € blogueada com uma solucdo de albumina bovina ou leite em pé
desnatado a fim de reduzir as interacfes nao-especificas da proteina entre a
membrana e o anticorpo. O anticorpo € adicionado a solucdo, sendo capaz de se
ligar & sua proteina especifica. O anticorpo tem uma enzima (fosfatase alcalina ou
peroxidase) ou corante ligado a ele que ndo pode ser visualizado neste momento. A
localizacédo do anticorpo é revelada através da incubagcdo com um substrato incolor
gque a enzima converte a um produto colorido que pode ser visto e fotografado
(AHMED, 2002; DAVIDSON COLLEGE, 2011). Por ser um método laborioso, tem
sido adotado preferencialmente nos laboratérios de pesquisa do que nos de rotina
(AHMED, 2002). Em graos de soja, estudos indicam LD elevados, quando
comparados aos obtidos por PCR, e dificuldades para deteccdo de OGM em
amostras processadas (VAN DUIJN et al., 1999;. YATES, 1999).

3.1.7.2 Deteccédo baseada na presenca de DNA

Como o DNA é uma molécula estavel, alimentos processados sao geralmente
analisados por métodos baseados na pesquisa desta molécula (GREINER, 2005).
Assim, a deteccdo de DNA recombinante em alimentos é possivel por PCR, uma
técnica que consiste na amplificacéo seletiva de sequéncias especificas da molécula

de DNA, e é sensivel, seletiva, segura, capaz de detectar uma ampla variedade de
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eventos (BERTHEAU et al., 2002) e de distinguir variedades GM que apresentam
diferentes construcfes génicas, mas expressam a mesma proteina (YAMAGUCHI et
al., 2003). As principais limitacdes da PCR s&o a dificuldade na construcdo dos
iniciadores, uma vez que a informacdo sobre a sequéncia da modificacdo genética
geralmente € confidencial, até que o evento seja liberado (HOLST-JENSEN et al.,
2003), a necessidade de pessoal treinado e equipamentos especiais, 0 elevado
custo, pois cada teste é especifico para uma Unica modificacdo genética, e a
necessidade de material de referéncia certificado, cuja disponibilidade geralmente é
limitada (MIRAGLIA et al., 2004).

Independentemente da variedade de métodos utilizados para analise de DNA,
a PCR, nos seus diferentes formatos, tem sido a técnica de escolha, amplamente
aplicada na determinacdo de OGM e aceita para fins de avaliagdo da conformidade
com propositos regulamentares (PAN, 2002; PETIT et al., 2003; ABRAHAOQ, 2008).

O gene transgénico € apenas um entre os milhares de genes do genoma.
Além disso, na pratica diaria, é necessario detectar uma Unica semente
geneticamente modificada entre 1.000 a 10.000 sementes convencionais e a PCR
tem demonstrado ter sensibilidade suficiente para tal. O LD da PCR esta entre 20 pg
e 10 ng de DNA alvo, correspondendo a niveis de OGM entre 0,0001 e 1 %.
(LUTHY, 1999).

Para a execucdo da PCR, adiciona-se ao DNA extraido da amostra em
analise uma mistura contendo: os desoxirribonucleotideos trifosfatos (dNTPs), que
sdo as unidades componentes das novas moléculas, os iniciadores (primers), a
enzima Taq DNA polimerase, uma solucdo tampé&o e cloreto de magnésio. Esta
mistura é colocada no aparato de PCR, o termociclador, que alterna ciclos de

temperatura preestabelecidos com tempos determinados (CONTRI, 2006).

Na primeira etapa do ciclo, a temperatura é elevada para 95 °C por pouco
tempo para que haja a separacao da dupla fita de DNA (desnaturacédo). Na segunda
etapa, a temperatura é abaixada para que ocorra o anelamento dos iniciadores com
o DNA-molde. Na ultima etapa do ciclo, a temperatura é novamente elevada para
72 °C para que possa ocorrer a extensédo da nova fita de DNA. Em seguida, um novo

ciclo é iniciado. O fragmento produzido na reacdo anterior serve também como
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molde para a reacao seguinte. A PCR envolve, portanto, cerca de 30 ciclos repetidos
de desnaturacdo do DNA, anelamento dos iniciadores com suas sequéncias
complementares e polimerizagao da fita complementar ao molde. Os segmentos de
DNA sédo sintetizados em uma progressao geométrica, pois a cada ciclo origina-se
um novo segmento a partir do inicial e de cada um dos segmentos ja produzidos no
ciclo anterior (CONTRI, 2006).

A qualidade, pureza e o rendimento do DNA a ser utilizado na PCR séao
fatores criticos na analise de OGM por esta técnica. A etapa de extracdo de acidos
nucléicos € o primeiro passo na maioria dos estudos de biologia molecular e em
todas as técnicas de DNA recombinante. O objetivo desta importante etapa é a

obteng&o de um acido nucléico puro e integro (ANKLAM et al., 2002).

A qualidade do DNA varia de acordo com o material em analise, o grau de
processamento ao qual a amostra foi submetida e o método de extracéo aplicado. A
pureza do DNA pode ser afetada por varios contaminantes presentes nas matrizes
alimentares. Estes contaminantes podem ser substancias originarias da amostra ou
quimicos utilizados durante o procedimento de extracdo do DNA (ANKLAM et al.,
2002). Lipideos, polissacarideos, polifendis e outros componentes secundarios sao
conhecidos por causarem problemas na andalise de PCR, uma vez que podem
interagir irreversivelmente com as proteinas e acidos nucléicos e agir como
inibidores da PCR (GREINER, 2005).

Devido a estes efeitos, a sensibilidade de detec¢édo e quantificacdo de OGM,
estabelecidas durante a validacao, deve ser especifica para a matriz a ser analisada,
nao podendo ser extrapolada para outras. A menor quantidade de DNA extraido da
matriz alvo ou o comprometimento da integridade das moléculas de DNA causam o
aumento dos limites de deteccdo e quantificacdo, expressos em termos de DNA
transgénico em relagcdo ao DNA total da matriz. Em casos em que a eficiéncia da
extracdo é extremamente baixa, a reprodutibilidade do método € baixa e os valores
de limite de deteccdo e quantificacdo desconhecidos, 0 que pode gerar resultados
falso-negativos (MARCELINO, 2006).

Quantidades significativas de DNA amplificavel sdo, geralmente, dificeis de

serem obtidas de alimentos processados uma vez que o DNA pode ser degradado
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durante o processamento do alimento. Segundo GREINER (2005), os alimentos séo
submetidos a varios tipos de processamento, incluindo tratamentos fisicos, quimicos
e enziméticos, os quais influenciam na quantidade e qualidade do DNA: processos
mecéanicos promovem a fragmentacdo do DNA, tratamentos térmicos resultam na
sua degradacdo e tratamentos enzimaticos acarretam em hidrélise enzimatica e
modificacdes no DNA. O DNA é sensivel a agentes acidos e alcalinos devido a
degradacdo hidrolitica. Em condi¢6es acidas, as purinas sdo removidas do esqueleto
de acidos nucléicos devido a clivagem das ligagdes N-glicosidicas entre os residuos
de desoxirriboses e das bases. Consequentemente, as ligacOes fosfodiéster
adjacentes séo hidrolisadas, acarretando o encurtamento das fitas de DNA (PEANO
et al., 2004).

Quanto menor for a quantidade do ingrediente alvo, da qual se pretende
extrair DNA ou proteina para analise, em relacdo aos outros ingredientes presentes
no produto, mais dificil sera a deteccdo de residuos transgénicos (MARCELINO,
2006).

Segundo CONTRI (2006), o protocolo para analise de OGM em alimentos
segue as seguintes linhas gerais: i) extracdo e purificacdo do DNA da amostra por
um meétodo apropriado; ii) determinacdo da concentracdo de DNA extraido por
espectrofotometria ou eletroforese em gel de agarose e verificacdo de sua
qualidade, ou seja, do seu grau de fragmentacao; iii) determinagcédo da presenca de
DNA amplificavel, pela amplificacdo de fragmentos de genes especificos presentes
na amostra a ser analisada. No caso da soja, amplifica-se um fragmento do gene da
lectina. Para milho, pode-se utilizar a amplificacdo de fragmentos dos genes de uma
zeina ou da invertase; e, iv) amplificacdo do DNA com iniciadores especificos para

sequéncias presentes no transgene.

Extracdo e quantificacdo de DNA

Diferentes protocolos de isolamento de DNA, com inUmeras variagfes, sao

utilizados para a extracdo deste acido nucléico a partir de matrizes complexas: 0
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método CTAB (cetiltrimetilambnio brometo) e colunas de silica ligantes de DNA
(GREINER, 2005).

Em geral, a extragdo de DNA deve seguir as seguintes etapas: i) lise da
parede celular, com gelo seco ou nitrogénio liquido; ii) rompimento da membrana
celular, utilizando um detergente (CTAB ou SDS), um componente necessario em
qualquer tampéo de extracdo de DNA; iii) inativacdo de nucleases enddgenas pela
adicdo de detergentes e acido etilenodiamino tetraacético (EDTA), quelante de
cations bivalentes como Mg*? e Ca*?, co-fatores obrigatérios de muitas enzimas; iv)
proteinase K, que pode ser adicionada para inativacdo e degradacéo das proteinas,
particularmente em protocolos que utilizam colunas de silica ligantes de DNA; v)
separacdo de polissacarideos inibidores devido a sua diferente solubilidade na
presenca de CTAB em relacdo ao DNA; vi) separacdo de lipidios e polifendis
realizada pela extracdo com solventes organicos como o cloroférmio; vii) separacéo
do DNA do detergente aumentando a concentracdo de sal e precipitacdo com
isopropanol ou etanol. Alternativamente aos passos Vv a vii, a separacdo do DNA dos
outros componentes celulares pode ser realizada pela purificacdo em uma coluna de
silica ligante de DNA (ANKLAM et al., 2002, SOMMA, 2006).

Devido a boa separacdo dos polissacarideos do DNA, o método CTAB
mostra-se eficiente para uma ampla variedade de vegetais e alimentos derivados.
Kits baseados em colunas de silica ligantes de DNA provaram ser adequados para
extracdo de DNA de boa qualidade a partir de alimentos processados (GREINER,
2005).

Métodos de purificagdo do DNA gendmico por ligagdo a coluna de silica,
disponivel na forma de kits comerciais, tais como o DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen),
sdo também utilizados pela sua conveniéncia e pela eficacia no isolamento de DNA
gendmico de tecidos vegetais. Outra vantagem é que ndo requerem uso de
solventes como fenol ou cloroférmio durante a extracdo e envolvem poucas etapas
de manipulacdo das amostras. Além disso, esses métodos tém se mostrado
eficientes na extragcdo de DNA de algumas matrizes menos complexas como farinha
de soja (CORBISIER et al., 2005).
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Uma conveniéncia do método de coluna de silica € a sua rapidez quando
comparado ao método CTAB. O método de coluna de silica € capaz de permitir a
purificacdo de DNA em até uma hora, enquanto que o CTAB pode demorar até seis
horas. O método CTAB, por sua vez, tem a seu favor o baixo custo e a
independéncia de kits comerciais, usualmente de custo elevado. O método de
coluna de silica pode custar até cinco vezes o valor do método CTAB por amostra e

ndo é produzido no Brasil, sendo necessaria a sua importacdo (CONTRI, 2006).

O Qubit® 2.0 Fluorometer é um fluorimetro que possibilita a quantificacéo de
DNA, RNA e proteinas utilizando corantes fluorescentes. Estes corantes sao
especificos para cada tipo de biomolécula, mesmo em concentracfes baixas,
conferindo a esta metodologia uma alta seletividade e sensibilidade, além de permitir
quantificar apenas RNA ou DNA. O Qubit® utiliza a tecnologia PicoGreen, que
fluoresce apenas quando se liga ao DNA de cadeia dupla, tornando-se um método
de quantificacdo mais preciso do que os espectrofotométricos (como Transmitted
Light Drop Analyser e NanoDrop) (O'NEILL et al., 2011).

Um método alternativo é a quantificagdo por gel de agarose. Este é (util
guando apenas pequenas quantidades de &cido nucléico estdo disponiveis. A
guantidade de &cido nucléico pode ser estimada, quando comparada a uma série de
padroes de concentracdo, a partir da inspecdo visual da intensidade da
fluorescéncia emitida pelo brometo de etidio quando irradiado com a luz ultravioleta
(SOMMA, 2006).

Deteccdo de OGM em alimentos por PCR

Segundo MEYER (1999), métodos analiticos baseados na pesquisa do DNA
tornaram-se mais importantes na qualidade e seguranca de alimentos devido a sua
simplicidade, seletividade e sensitividade no monitoramento de microrganismos,
deteccdo de constituintes alimentares como trigo e soja (MEYER et al., 1996) e na
identificacdo de espécies de carnes (MEYER, CANDRIAN & LUTHY, 1994) e peixes
(HUBNER, BURGENER & LUTHY, 1997). A detecgdo do tomate Flavr Savr® foi o

primeiro método desenvolvido especificamente para a identificacdo de um OGM
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(MEYER et al., 1995). Em 1999, alguns métodos qualitativos de deteccdo de DNA,
gue forneciam respostas binarias (presenca/auséncia, sim/nao), estavam disponiveis
para uma ampla gama de alimentos e ja haviam sido submetidos a estudos
interlaboratoriais (SCHREIBER, 1999).

Nas amostras em que existe DNA GM, todo DNA exégeno introduzido, em
principio, € capaz de ser detectado: sequéncias de promotores, genes de interesse

introduzidos, sinais de terminacéo e genes marcadores (CRESPO et al., 2001).

Segundo HOLST-JENSEN et al. (2003), testes de deteccdo de OGM em
alimentos podem ser agrupados em quatro categorias, com diferentes niveis de

seletividade.

Categoria 1 — Métodos para triagem: a maioria dos OGM apresentam Varios
elementos genéticos como o promotor CaMV P-35S, o terminador do CaMV T-35S,
ambos do virus do mosaico da couve-flor, ou o terminador T-NOS. Os vetores de
clonagem mais comumente utilizados sdo plasmideo pBR322 e seus derivados que
contém genes codificadores de resisténcia a ampicilina (bla) ou
neomicina/kanamicina (nptll). Assim, métodos baseados nesta categoria possuem
amplas aplicacfes para triagens de OGM. Porém, métodos para triagem ndo podem
ser utilizados para a identificacdo de um OGM especifico, visto que a maioria dos
OGM disponiveis possuem um ou mais destes elementos. Além disso, estes
ocorrem naturalmente em algumas plantas e microrganismos do solo (PAN, 2002),
sendo que a sua presenca nhao implica necessariamente na presenca de DNA
derivado de um OGM.

Categoria 2 — Métodos gene-especificos: genes de interesse também podem
ocorrer naturalmente, mas sao frequentemente alterados, por exemplo, por
truncamento. Métodos baseados na pesquisa do gene de interesse sdo mais
seletivos que os métodos de triagem, pois um resultado positivo obtido com um
meétodo de categoria 2 normalmente implica na presenca de DNA derivado de OGM
e, em muitos casos, € possivel identificar o OGM do qual este DNA é derivado.

Categoria 3 — Métodos baseados na construcdo especifica: estes métodos

visam juncdes entre elementos adjacentes do transgene inserido, por exemplo, a
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juncao entre o promotor e o gene de interesse. Com estes métodos um resultado
positivo aparecera apenas na presenca de material GM e sera possivel identificar a
fonte do DNA de forma mais segura do que com a utilizacdo de métodos de

categoria 2.

Categoria 4 — Métodos evento-especificos: 0 alvo deste método € a juncao
entre o genoma receptor e o DNA inserido no Iécus de integracdo. No entanto, estes
métodos apresentam limitacées. Quando dois OGM séo cruzados (dois diferentes
milhos GM como T25 e Mon810), o hibrido descendente pode conter modificacbes
genéticas incluindo os alvos dos dois eventos e serdo indistinguiveis dos organismos
genitores em uma andlise de PCR. Este fendmeno é conhecido como gene stacking
ou “empilhamento de genes”. Nos Estados Unidos, este tipo de OGM hibrido néo
necessita regulamentacdo se os dois organismos genitores ja forem autorizados. Na
Europa e no Brasil, o hibrido é tratado como um novo OGM, havendo exigéncia de

nova autorizagao.

PCR qualitativa

Na deteccdo de OGM em lotes de sementes convencionais € aconselhado
comecar com um método de triagem, onde diferentes OGM podem ser rastreados
em apenas um ensaio. Sao pesquisados 0s genes especificos das regibes do
promotor e do terminador. Se houver resultado positivo para um ou mais elementos
genéticos de uma construcdo genética, métodos especificos devem ser realizados.
Se OGM diferentes, contendo a mesma construgéo genética, estiverem no mercado
€ obrigatorio o desenvolvimento de um método evento especifico (MARKOULATOS
et al., 2004).

Entre as principais técnicas de deteccdo qualitativa estdo a PCR

convencional, PCR Multiplex e a Nested PCR
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PCR convencional

Em uma PCR convencional, a presenca de bandas especificas de tamanho
esperado nos perfis de eletroforese da amostra e do controle positivo significa a
provavel presenca de OGM, enquanto a auséncia desta banda no controle negativo
€ esperada. Vale ressaltar que os controles devem ser materiais de referéncia
certificados (MRC) ou amostras sabidamente positivas ou negativas. Assim, quando
o produto da PCR proveniente da amplificacdo do DNA recombinante apresentar o
fragmento esperado no perfil de eletroforese da amostra, o resultado positivo indica
a presenca de uma modificacdo genética, porém nao € possivel identificar o tipo de
modificacdo ou organismo que foi modificado (CONCEICAO, MOREIRA &
BINSFELD, 2006).

Se o resultado da PCR convencional for positivo, uma PCR qualitativa mais
seletiva deve ser realizada. Este método auxiliar emprega iniciadores que
flanqueiam dois elementos genéticos adjacentes que estdo presentes apenas em
OGM, como o promotor e 0 gene de interesse ou 0 gene de interesse e o terminador
(HOLST-JENSEN et al., 2003; MIRAGLIA et al., 2004).

PCR multiplex

A PCR multiplex é uma técnica robusta, rapida e confidvel que permite a
deteccdo de vérias linhagens transgénicas simultaneamente. Por meio da
combinacéo de diversos pares de iniciadores no mesmo tubo de reacdo € possivel
obter um grande numero de informacbes em pouco tempo e com economia de

reagentes em relagdo a PCR convencional (DINON, 2007).

E uma técnica mais trabalhosa para padronizacdo pois a combinagdo de
diferentes iniciadores pode resultar na amplificacdo de sequéncias néo-alvo e
gquando ha mais de um fragmento alvo sendo amplificado em uma reacédo, estes
competirdo pelos reagentes. Assim, é necessario muito cuidado ao se realizar a
validacdo de métodos por PCR multiplex (CONCEICAO, MOREIRA & BINSFELD,
2006).
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Nested PCR

Na PCR sdo amplificadas sequéncias especificas de DNA a partir de uma
mistura complexa de DNA. E possivel construir iniciadores para amplificar um Gnico
locus de um genoma inteiro. De uma Unica molécula, é possivel produzir mais de um
bilhdo de copias muito rapidamente. No entanto, a possibilidade de amplificar a
sequéncia de DNA nédo desejavel também é aumentada mais de um bilh&o de vezes.
A seletividade da PCR é determinada pela seletividade dos iniciadores da PCR.
Assim, na Nested PCR dois pares de iniciadores sdo usados para um unico locus. O
primeiro par amplifica o locus como na PCR convencional. O segundo par de
iniciadores liga-se a uma regido mais interna do produto da primeira amplificacéo,
produzindo um fragmento mais curto do que o primeiro. A vantagem da Nested PCR
€ que se o fragmento amplificado ndo for o esperado, a probabilidade dessa regiao
ser amplificada pela segunda vez pelo segundo conjunto de iniciadores é reduzida.
A Nested PCR, como método para deteccdo do evento RR® em soja, é a
metodologia de escolha dos laboratérios que analisam OGM, devido a sua alta
seletividade e sensibilidade (FERREIRA, 2006; BROD et al., 2007; BRANQUINHO,
2010).

Os pares de iniciadores GMO5/GMO9 e GMO7/GMO8 foram desenhados
para a deteccdo especifica da construcédo da soja RR® por Nested PCR, produzindo
um fragmento interno de 169 pares de bases (pb) (Figura 7). Os iniciadores GMO5 e
GMO7 sédo complementares ao promotor CaMV 35S, o GMOS9 hibridiza com o gene
CP4 EPSPS e 0 GMO8 com o gene CTP (QUERCI, JERMINI & VAN DEN EEDE,
2006).
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DNA da planta DNA da planta
—_— T-NOS CP4 EPSPS CTP CaMv3ss ——m

GMO9 | . GMOs
447 pb —

GMO8 GMO7

169 pb

Figura 7. Representacdo esquematica da regido de amplificacdo da soja Roundup
Ready® pela Nested PCR.

Adaptado de MEYER & JACCAUD (1997).

O gene da soja RR® possui a seguinte sequéncia (GMDD, 2013):

CCCAAGTTCCTAAATCTTCAAGTTTTCTTGTTTTTGGATCTAAAAAACTGAAAAAT
TCAGAACCTTGTGCAAATTATTCAAACCCTTCAATTTAACCGATGCTAATGAGTTA
TTTTTGCATGCTTTAATTTGTTTCTATCAAATGTTTATTTTTTTTTACTAGAAATAAC
TTATTGCATTTCATTCAAAATAAGATCATACATACAGGTTAAAATAAACATAGGGA
ACCCAAATGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGA
AAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCC
ACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCA
AGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTA
TCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACA
CGCTGACAAGCTGACTCTAGCAGATCTTTCAAGAATGGCACAAATTAACAACAT
GGCTCAAGGGATACAAACCCTTAATCCCAATTCCAATTTCCATAAACCCCAAGTT
CCTAAATCTTCAAGTTTTCTTGTTTTTGGATCTAAAAAACTGAAAAATTCAGCAAA
TTCTATGTTGGTTTTGAAAAAAGATTCAATTTTTATGCAAAAGTTTTGTTCCTTTAG
GATTTCAGCATCAGTGGCTACAGCCTGCATGCTTCACGGTGCAAGCAGCCGGC
CCGCAACCGCCCGCAAATCCTCTGGCCTTTCCGGAACCGTCCGCATTCCCGGC
GACAAGTCGATCTCCCACCGGTCCTTCATGTTCGGCGGTCTCGCGAGCGGTGA
AACGCGCATCACCGGCCTTCTGGAAGGCGAGGACGTCATCAATACGGGCAAGG
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CCATGCAGGCCATGGGCGCCAGGATCCGTAAGGAAGGCGACACCTGGATCATC
GATGGCGTCGGCAATGGCGGCCTCCTGGCGCCTGAGGCGCCGCTCGATTTCG
GCAATGCCGCCACGGGCTGCCGCCTGACCATGGGCCTCGTCGGGGTCTACGA
TTTCGACAGCACCTTCATCGGCGACGCCTCGCTCACAAAGCGCCCGATGGGCC
GCGTGTTGAACCCGCTGCGCGAAATGGGCGTGCAGGTGAAATCGGAAGACGGT
GACCGTCTTCCCGTTACCTTGCGCGGGCCGAAGACGCCGACGCCGATCACCTA
CCGCGTGCCGATGGCCTCCGCACAGGTGAAGTCCGCCGTGCTGCTCGLCCGGC
CTCAACACGCCCGGCATCACGACGGTCATCGAGCCGATCATGACGCGCGATCA
TACGGAAAAGATGCTGCAGGGCTTTGGCGCCAACCTTACCGTCGAGACGGATG
CGGACGGCGTGCGCACCATCCGCCTGGAAGGCCGCGGCAAGCTCACCGGCCA
AGTCATCGACGTGCCGGGCGACCCGTCCTCGACGGCCTTCCCGCTGGTTGCG
GCCCTGCTTGTTCCGGGCTCCGACGTCACCATCCTCAACGTGCTGATGAACCC
CACCCGCACCGGCCTCATCCTGACGCTGCAGGAAATGGGCGCCGACATCGAAG
TCATCAACCCGCGCCTTGCCGGCGGCGAAGACGTGGCGGACCTGCGLCGTTCG
CTCCTCCACGCTGAAGGGCGTCACGGTGCCGGAAGACCGCGCGCCTCCGATG
ATCGACGAATATCCGATTCTCGCTGTCGCCGCCGCCTTCGCGGAAGGGGCGAC
CGTGATGAACGGTCTGGAAGAACTCCGCGTCAAGGAAAGCGACCGCCTCTCGG
CCGTCGCCAATGGCCTCAAGCTCAATGGCGTGGATTGCGATGAGGGCGAGACG
TCGCTCGTCGTGCGTGGCCGCCCTGACGGCAAGGGGCTCGGCAACGCCTCGG
GCGCCGCCGTCGCCACCCATCTCGATCACCGCATCGCCATGAGCTTCCTCGTC
ATGGGCCTCGTGTCGGAAAACCCTGTCACGGTGGACGATGCCACGATGATCGC
CACGAGCTTCCCGGAGTTCATGGACCTGATGGCCGGGCTGGGCGCGAAGATC
GAACTCTCCGATACGAAGGCTGCCTGATGAGCTCGAATTCGAGCTCGGTACCG
GATCCAATCCCCGATCGTTCACAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAAT
CCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGC
ATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATT
AGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAA
ACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGGATCGA
TCCCCCACCGGTCCTTCATGTTCGGCGGTCTCGCGAGCGGTGAAACGCGCATC
ACCGGCCTTCTGGAAGGCGAGGACGTCATCAATACGGGCAAGGCCATGCAGGC
CATGGGCGCCAGGATCCGTAAGGAAGGCGACACCTGGATCATCGATGGCGTCG
GCAATGGCGGCCTCCTGGCGCCTGAGGCGCCGCTCGATTTCGGCAATGCCGC
CACGGGCTGCCGCCTGACCATGGGCCTCGTCGGGGTCTACGATTTCAAGCGCA
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TCATGCTGGGAAATTTTAGCGAGATTATAAGTATCTTCCTGGGGATCTCTGCTGT
TACTGGTGAATAGTGAGACAGAGTCTTCTGAGCTCATAGGATAAAATAAATTATA
ATTAGTAAATTTTTTAATTAAATAAATCAATTACTTCATAAATAATTTTTTTTATAGA
ATATGTTGACATTCTAGCCGGATATAGAACTAATGTAAAGAAACCTTAAAAATTTT
GTTTGGAAGAATATGTTATTGAAAGACAAATCTAATTAAGTTTATCAGGGTCATTT
GTTGAAGATAGGAAACCTTCAGCAATTTGAATATTAAGTAACTGCTTCTCCCAGA
ATGATCGGAGTTTCTCCTCCTGCTATTACATGAGCAAAAATAAAAAATAAATAAAA
GATAAGATTAAGCTTCAACATGTGAAGGAGTAGTACACTCACCAGTGACCCTAAT
AGGCAACAGCATGAAAAAAAATAAAAAAGAATAAAAATAGCATCTACATATAGCT
TCTCGTTGTTAGAAAAACAAAACTATTTGGGATCGGAGAAGAACTGTTTGAGGC
GAATGGCCTGGTCGTCGCGGCCATCGTCGAGAAGTTCGTGAAGAAGCTCGAAT
GCGGTGAGAAGGTAGTTCTCTTCCAACAGAAAGTTCACCACGCAATTGCACAGC
GAAGATCTCTCCACGTCCATTTTCTCTCTCTGTCTCTGATCTTAAGCCATTCATTC
AAGACAAGACAAGAGAAGAGAAGAGA

PCR quantitativa

No Brasil, a quantificacdo é muito importante na analise de OGM em
alimentos, uma vez que, dependendo da sua concentracdo, o alimento serd ou nao
rotulado como contendo produto GM (MIRAGLIA et al., 2004; CONCEICAO,
MOREIRA & BINSFELD, 2006). Para isso, foram desenvolvidas técnicas de

guantificacdo como a PCR competitiva e a PCR em Tempo Real.

PCR competitiva

A PCR competitiva se baseia na co-amplificacdo do DNA alvo e de um DNA
competidor, que apresenta 0s mesmos sitios de anelamento para os iniciadores do
fragmento alvo. A concentracdo de OGM presente na amostra € dada pela razéo
entre 0 niumero de copias do DNA alvo e o nimero de cépias do gene caracteristico
da espécie, multiplicada por 100 %. A PCR competitiva tem sido empregada na
quantificacdo da soja RR®, milho Bt176 e Btl1, promotor CaMV 35S e terminador T-
NOS (RUDI et al.,, 2003). A principal vantagem deste método € que qualquer
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variacdo na eficiéncia da amplificacdo dos dois alvos ou a presenca de substancias
inibidoras afetara a amplificacdo dos dois alvos da mesma forma. Apesar de ser um
método robusto, rapido, sensivel e adequado para analise de rotina, é dispendioso,
oneroso, requer experiéncia e padrdes competidores adequados, sendo bastante
comum a contaminacao da amostra devido a excessiva manipulacéo. Além disso, a
confiabilidade da quantificacdo por este método depende muito da técnica usada
para detectar os produtos da amplificacdo. O procedimento usual consiste em
separar os produtos da PCR por eletroforese em gel de agarose e quantificar os
fragmentos de DNA. Esse procedimento é pouco reproduzivel e consome muito
tempo (GARCIA-CANAS, CIFUENTES & GONZALEZ, 2004).

PCR em Tempo Real

A PCR em Tempo Real, utilizada e indicada pelo Joint Research Center
(JRC), é uma técnica extremamente precisa e menos trabalhosa que a PCR
competitiva. Ao contrario dessa, que quantifica nos ciclos finais da PCR, a PCR em
Tempo Real monitora a reacéo ciclo a ciclo, associando a amplificacdo do alvo em
cada ciclo com a emissdo de uma determinada quantidade de fluorescéncia. A
fluorescéncia é originada durante a hibridizagdo do DNA alvo com sondas ou
iniciadores marcados com fluoroforos especificos. A intensidade de sinal emitida é
proporcional a quantidade de DNA alvo amplificado e aumenta exponencialmente
em cada ciclo de amplificacdo. Pelo registro de sinal fluorescente em cada ciclo, é
possivel monitorar a reacdo de PCR durante a fase exponencial e o primeiro
aumento significativo de fluorescéncia corresponde a quantidade inicial de copias de
DNA alvo. Nesta fase, € possivel determinar um valor de intensidade de
fluorescéncia em que todas as amostras podem ser comparadas. Este valor é
denominado threshold e € calculado em fungéo da fluorescéncia basal (background).
A quantidade de ciclos de PCR requerida para que cada amostra emita fluorescéncia
suficiente para alcancar este ponto € definido como cycle threshold (Ct). O Ct &
especifico para cada amostra e é inversamente proporcional a quantidade inicial de
DNA alvo (CONCEIQAO, MOREIRA & BINSFELD, 2006; MARCELINO, 2006;
BRANQUINHO, 2010).
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3.2. VALIDACAO DE METODOS QUALITATIVOS

3.2.1 PRINCIPAIS DOCUMENTOS ORIENTATIVOS

Antes de qualquer método analitico ser aplicado para testar amostras de
rotina, este deve ser validado, portanto suas caracteristicas de desempenho devem
ser definidas e devidamente avaliadas. A ISO/IEC 17025 descreve a importancia da
validacdo de método e sua aplicacdo em laboratorios de analise. Esta é a norma
internacional que contém requisitos técnicos e de direcdo que devem ser atendidos
pelos laboratérios de ensaio e calibracdo para implementacdo e manutencdo de
sistemas de gestdo da qualidade. Nela é estabelecido que métodos normalizados
utilizados fora dos escopos para os quais foram concebidos, ampliados ou
modificados, métodos ndo normalizados e métodos criados ou desenvolvidos pelos
laboratérios devem ser validados. Apesar de ndo tratar a necessidade de validagcédo
para métodos normalizados, na referida norma € definido que os laboratérios devem
confirmar que tém condi¢cdes de operar adequadamente os métodos normalizados

antes da implantacédo dos ensaios (ABNT, 2005 a).

A validacdo pode ser definida como a confirmacdo da adequacdo de
determinado método para o propdésito de uso (fithess for purpose). Conforme a NBR
ISO 9000:2005 (ABNT, 2005 b), validacdo é a comprovacdo, por fornecimento de
evidéncia objetiva, de que os requisitos para uma aplicacdo ou uso especificos
pretendidos foram atendidos (SOUZA, 2007).

A validacéo se aplica a um protocolo definido, para a determinacdo de um
analito especifico e num intervalo de concentragbes em um tipo particular de
material, usado para um propésito especifico. Em geral, a validacdo deve verificar
que o método é adequado para a finalidade proposta, englobando as concentracdes
de analito testadas e as matrizes para o qual ele € aplicado. Estas caracteristicas,
juntamente com uma declaracdo de critério de adequacdo ao uso, devem ser
completamente especificados antes da validacao ocorrer (THOMPSON, ELLISON &
WOOQOD, 2002).
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Estudos de validacdo podem ser estruturados em processos intra ou
interlaboratoriais. Os estudos interlaboratoriais envolvem a anéalise de uma mesma
amostra (ou amostras idénticas), pelo mesmo método de ensaio, em diferentes
laboratérios, para determinar os parametros de desempenho de um método. Estes
estudos incluem medidas em condicbes de repetitividade e reprodutibilidade
(HORWITZ, 1995; EC, 2002). Validacfes intralaboratoriais correspondem a estudos
analiticos que envolvem um anico laboratério, utilizando um mesmo método, para
analisar a mesma ou diferentes amostras, sob diferentes condi¢des, em um intervalo
de tempo justificado (EC, 2002). Estes estudos permitem a avaliacdo do
desempenho de métodos com um nuamero consideravel de experimentos, utilizando
diferentes combinagOes de analitos, concentracdes e matrizes, em um curto intervalo
de tempo. As validacdes intralaboratoriais atendem um importante nicho de
processos de validacdo de métodos devido a sua flexibilidade e habilidade em
fornecer resultados rapidos para novos métodos (VAN DER VOET et al.,, 1999).
Procedimentos de validag&o intralaboratoriais tém sido internacionalmente aceitos,
uma vez que diferentes organismos oficiais tém proposto protocolos para este tipo
de validacdo (SOUZA, 2007).

Segundo o trabalho de revisdo publicado por GONDIM, JUNQUEIRA &
SOUZA (2011), acdes devem ser tomadas no sentido de desenvolver, implementar e
harmonizar estratégias para garantia da qualidade de provas binarias, frente as
tendéncias atuais em validacdo de métodos qualitativos. Existem varios documentos
gue podem ser utilizados como referéncia na elaboracdo de procedimentos de
validacdo intralaboratorial de métodos analiticos, contudo, ainda ndo ha
uniformidade sobre quais caracteristicas devam ser determinadas no processo de
validacdo. O documento orientativo DOQ-CGCRE-008 do Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) (INMETRO, 2010) é a
principal referéncia nacional. Importantes referéncias internacionais incluem o guia
publicado pelo EURACHEM (EURACHEM, 1998) e o guia harmonizado pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC International), International
Standards Organization (ISO) e International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002). Ainda n&o existe um guia

genérico harmonizado para a validacdo de métodos qualitativos, apesar de haver
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uma iniciativa da IUPAC no desenvolvimento de um modelo para estudos
interlaboratoriais (IUPAC, 2012).

Em relacdo a validagdo de métodos de anélise de OGM em alimentos existem

dois guias especificos publicados.

O documento Definition of minimum performance requirements for analytical
methods of GMO, criado pelo European Network of Genetically Modified Organism
Laboratories (ENGL, 2008) e acolhido pelo JRC, inclui recomendacbes para
validacdo de métodos para andlise de OGM pelo European Union Reference
Laboratory for GM Food and Feed (EURL-GMFF), que fornece o embasamento

cientifico necessario para implementar a legislacdo de OGM no mercado europeu.

O guia do Codex Alimentarius (2010) Guidelines on criteria for methods for the
detection and identification of foods derived from biotechnology trata sobre os
procedimentos necessarios a validacdo métodos de deteccdo, identificacdo e
guantificacdo de sequéncias especificas de DNA e de proteinas em alimentos
obtidos por técnicas de biotecnologia, com distincdo entre os quantitativos e
qualitativos por PCR ou ELISA.

Na Tabela 3 estdo elencados os parametros de desempenho descritos nos
principais guias, documentos orientativos e referéncias sobre validacdo de métodos

qualitativos.
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Tabela 3. Parametros de desempenho propostos na literatura para validacdo de

meétodos qualitativos

INMETRO
] (2010)
THOMPSON, TRULLOLS, CARDENAS  ELLISON CODEX
Parametro EURACHEM ELLISON& RUISANCHEZ & & ALIMENTARIUS
(1998) WOOD & RIUS VALCARCEL ~ FEARN .o ioqoq
priedades (2010)
(2002) (2004) (2005) (2005) fisicas
Acordancia e _ _ ) ) Ssim _ )
concordancia
Adequacao ao uso
(fitness for - Sim - - - - -
purpose)

Confiabilidade® - - - Sim Sim - -
Limite de detecgdo Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Rastreabilidade - - - Sim - - -

Regido de perda . . .
de confiabilidade Sim Sim Sim
Representatividade - - - Sim - - -
Robustez - Sim Sim Sim - Sim Sim
VabEal el Jelies Sim - Sim Sim® Sim - Sim
negativo
Taxa de falso- Sim - Sim Sims Sim - Sim
positivo
Taxa de
seletividade Sim? Sim? Sim# Sim® Sim®é Sim?® -
(especificidade)
Taxa de - - Sim Sim® Simé - -

sensibilidade

1 Taxa de confiabilidade, eficiéncia, indice de Youden e taxa de verossimilhanca em CARDENAS &
VALCARCEL (2005) e ELLISON & FEARN (2005).

2 Confirmacéao de identidade e seletividade/especificidade no guia do EURACHEM (1998).

3 Seletividade no documento do INMETRO (2010) e AOAC/ISO/IUPAC (THOMPSON, ELLISON & WOOD,
2002).

4 Taxa de especificidade em TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS (2004).

5 Falso-negativo, falso positivo, especificidade e sensibilidade em CARDENAS & VALCARCEL (2005).

6 Especificidade e sensibilidade em ELLISON & FEARN (2005).
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Pode-se observar que em nenhum caso todos o0s parametros séao
considerados em uma unica referéncia. Além disto, em muitos casos a terminologia
adotada para designacédo dos parametros nao apresenta-se de forma harmonizada,
destacando-se o0 parametro seletividade, tratado na maioria das vezes como
especificidade, apesar de haver uma recomendacdo da IUPAC para promoc¢ao do
uso do primeiro em detrimento do segundo na area de quimica analitica (VESSMAN
et al., 2001). Tal recomendacéo é para que o termo seletividade seja promovido para
expressar a extensdo na qual um método em particular pode ser utilizado para
determinar analitos, sob determinadas condi¢cdes, na presenca de outros
componentes de comportamento similar. Enquanto a seletividade pode ser
graduada, a especificidade ndo. Segundo a IUPAC, um método é ou ndo especifico,
sendo que poucos se houver algum, o sdo (VESSMAN et al., 2001).

Segundo HUBNER et al. (2001) a especificidade é definida como a
capacidade de um método detectar uma substancia ou uma classe de substancias,
sem interferéncia de outros componentes presentes na amostra, e identificar o
analito de forma inequivoca. A seletividade € a capacidade de um método detectar
componentes diferentes, em paralelo, sem interferéncia reciproca e identificar o

analito inequivocadamente.

Considerando-se que os métodos para detec¢cdo de OGM em alimentos néo
sdo especificos para um determinado evento, mas sim determinam partes ou
juncdes deste, as quais também podem estar presentes em eventos distintos
daquele sob investigacdo, optou-se por seguir a recomendacdo da IUPAC no

presente trabalho.

Para meétodos qualitativos, nos documentos do INMETRO (2010) e
EURACHEM (2008) sdo considerados os parametros seletividade e LD. Estudos de
robustez séo tratados no documento do INMETRO (2010), mas n&o no guia
EURACHEM (1998). Nesse guia sdao mencionados estudos das taxas de falsos
resultados para validagdo de meétodos qualitativos (GONDIM, JUNQUEIRA &
SOUZA, 2011).

No guia harmonizado pela AOAC/ISO/IUPAC (THOMPSON, ELLISON &

WOOD, 2002) ndo é feita distincdo entre métodos qualitativos e quantitativos ao
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apresentar os parametros de desempenho da validacdo. Contudo, a seletividade &
tratada como um parametro essencialmente qualitativo e a aplicacdo dos parametros
LD e robustez estédo implicitos nas definicdes apresentadas (GONDIM, JUNQUEIRA
& SOUZA, 2011).

Para validacdo de métodos qualitativos, no guia do Codex Alimentarius sao
abordados os parametros LD, TFP, TFN e robustez. No entanto, as atuais
abordagens metrologicas para a validagcdo de métodos qualitativos sinalizam para
uma andlise mais aprofundada na validacdo desses ensaios, visando a verificacao
da qualidade e confiabilidade das respostas binarias obtidas. Assim, além dos
parametros previstos no guia, a literatura trata a necessidade de avaliagdo de outros
pardmetros como: TCF - relacionada a veracidade, TSB - referente a sensibilidade,
TST - correspondente a seletividade, RPC - associada a incerteza, ACO e CON -
correspondentes a precisdo, representatividade e rastreabilidade (GONDIM,
JUNQUEIRA & SOUZA, 2011).

O estudo da TCF, taxas de falsos resultados e representatividade é
importante, pois estes sdo atributos relacionados a qualidade dos resultados
analiticos e estdo também relacionados com a rastreabilidade e RPC. Ja
sensibilidade, seletividade, precisdo e robustez sdo associadas ao processo
analitico e considerados parametros base para os anteriores (CARDENAS &
VALCARCEL, 2005).

Especificamente para a PCR Multiplex, o estudo de efeitos competitivos é
citado como um parametro necessario, embora na maioria das vezes omitido nos
estudos de validacdo (BAHRDT et al., 2010).

Portanto, em relacdo aos métodos qualitativos existe a necessidade de
adequacao do guia especifico para validagdo de métodos para deteccdo de OGM
em alimentos, publicado pelo CODEX ALIMENTARIUS (2010), no sentido de
inclusdo de estudos de parametros especificos e fundamentais para uma avaliagao
segura da adequacdo ao uso de provas binarias (RIOS & TELLEZ, 2005;
VALCARCEL & CARDENAS, 2005, GONDIM, JUNQUEIRA & SOUZA, 2011). No
caso do documento do ENGL (2008) é necessaria a inclusdo de todas as figuras de
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mérito para validacdo de métodos qualitativos, visto que ndo sdo apresentadas

abordagens de validacéo para este tipo de método.

3.2.2 PARAMETROS DA VALIDACAO

Os métodos de ensaio podem ser classificados em métodos quantitativos e
gualitativos. Métodos quantitativos sdo definidos como aqueles que determinam a
guantidade de determinado analito numa amostra em valores numéricos de uma
unidade de medida apropriada (EC, 2002; CARDENAS & VALCARCEL, 2005).
Métodos qualitativos, de acordo com a Unido Europeia, avaliam a presenca ou
auséncia de um ou mais analitos em uma amostra devido as suas propriedades
fisicas, quimicas ou biologicas (EC, 2002). J&4 a AOAC o define como um método de
andlise cuja resposta seja a presenca ou auséncia do analito, detectado direta ou
indiretamente, na amostra (FELDSINE, ABEYTA & ANDREWS, 2002). Nas analises
qualitativas, a reposta binaria (sim/ndo) pode vir de um instrumento de medida, de
kits de testes, que envolvem mudancas sensoriais, ou outros (EC, 2002; PULIDO et
al., 2003).

Na rotina dos laboratérios, inicia-se a analise com a determinacdo da
presenca de um ou mais analitos (métodos de triagem) e em seguida, estima-se o
nivel de concentracdo dos mesmos (métodos de confirmacdo e quantificacao)
(TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004). Assim, os métodos qualitativos tém sido
empregados para triagens antes da confirmacgao e quantificacdo, devido a vantagens
como reducgdo do custo analitico, rapidez, simplicidade ou minimizacdo de erros
devido a atrasos entre a amostragem e a analise (VALCARCEL, CARDENAS &
GALLEGO, 1999).

Na Tabela 4 estdo relacionados os parametros aplicaveis a validacdo de
métodos quantitativos e respectivos parametros para a validacdo de métodos

gualitativos.
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Tabela 4. Parametros de desempenho estudados na validacdo de método

qualitativos e respectivos parametros correspondentes na validacdo quantitativa.

Método Qualitativo Método Quantitativo
Taxas de falso-positivos, de falso-negativos, de

confiabilidade, rastreabilidade metrolégica Veracidade
Taxa de sensibilidade Sensibilidade
Taxa de seletividade/Confirmacao de identidade Seletividade
Regido de perda de confiabilidade Incerteza
Limite de deteccao Limites
Robustez Robustez
Acordéancia e Concordancia Precisé@o

Fonte: GONDIM, JUNQUEIRA & SOUZA (2011).

Para avaliacdo das taxas, indica-se o uso de formulas baseadas nas tabelas
de contingéncia e no Teorema de Bayes. Na estimativa da RPC e do LD a
construcdo da curva de desempenho é a mais indicada (TRULLOLS, RUISANCHEZ
& RIUS, 2004; ELLISON & FEARN, 2005). No caso da precisdo, que nos métodos
qualitativos é representada pelos parametros ACO e CON, a estimativa é realizada
com calculos baseados nas teorias de probabilidade e analise combinatoria
(LANGTONN et al., 2002; ELLISON & FEARN, 2005).

Os estudos complementares de seletividade devem envolver ensaios com
padrbes ou amostras de referéncia, amostras com e sem o analito (EURACHEM,
1998; EC, 2002; INMETRO, 2010) uma vez que a presenca de interferentes pode
inibir ou acentuar a deteccdo do analito de interesse. A alteracdo nas taxas de falsos
resultados e na TCF indica o efeito do interferente na detecgdo do analito (ELLISON,
2000).

7

Para avaliar a robustez é indica-se a realizacdo de experimentos fatoriais
(AGUILERA et al., 2006), também com amostras adicionadas em nivel de 100 % de
confiabilidade. Assim como no estudo complementar de seletividade, a analise dos

dados do estudo de robustez é realizada pela avaliacdo da alteracdo na TCF.
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3.2.2.1 Taxas de falsos resultados, de sensibilidade, de seletividade e de

confiabilidade

Em métodos qualitativos as TFP e TFN sdo determinadas. A TFP é a
probabilidade de se obter um resultado positivo, uma vez que o analito ndo esta
presente na amostra (ou do método avaliado responder positivamente a um método
de referéncia). A TFN é a probabilidade de obtencdo de um resultado negativo
quando a substancia esta presente na amostra (ou do método avaliado responder
negativamente a um meétodo de referéncia) (FELDSINE, ABEYTA & ANDREWS,
2002; TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004).

Assim, TFP é definida como a razdo entre o niumero de resultados falso-
positivos (FP) e a soma desse com o nimero de resultados negativos corretos ou
namero total de negativos conhecidos (TN), multiplicada por 100 (Eq.1) e TFN é a
razao entre o numero de resultados falso-negativos (FN) e a soma desse com o
namero de resultados positivos corretos ou numero total de positivos conhecidos
(TP), multiplicada por 100 (Eq.2) (TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004;
ELLISON & FEARN, 2005; TRULLOLS et al., 2005).

Eq. 1
TFP =—"" %100 a
FP + TN
Eq. 2
TFN = — N %100 d
FN + TP

A confiabilidade da
informacao analitica é um dos principais objetivos da quimica analitica. Isto significa
assegurar a coeréncia entre as informacdes quimicas obtidas pelo laboratério com
as exigidas pelo cliente no contexto do problema analitico (RIOS & TELLEZ, 2005).
A TCF de um método qualitativo € definida pela proporcdo de resultados corretos
(positivos ou negativos) em uma bateria de testes independentes. Trata-se de um
parametro positivo, que engloba os erros nas medicdes qualitativas (TFP e TFN),

dado pela equacéo:

TCF =100 — TFP — TFN Eq. 3
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A confiabilidade é uma propriedade principal dos testes qualitativos, podendo
ser comparada a veracidade dos métodos quantitativos (CARDENAS &
VALCARCEL, 2005).

As TSB e TST sao parametros de desempenho de métodos qualitativos,
intimamente relacionados com as taxas de falsos resultados. Em métodos
guantitativos a sensibilidade, ou, poder do teste, corresponde a habilidade do
método em detectar amostras verdadeiramente positivas como positivas, enquanto
que em métodos qualitativos, a TSB corresponde a probabilidade de um método
classificar como positiva uma amostra sabidamente positiva (TRULLOLS,
RUISANCHEZ & RIUS, 2004; ELLISON & FEARN, 2005). O poder do teste é
também definido como 1-B, em que B representa a probabilidade de se obter
resultados falso-negativos (PULIDO et al., 2003).

Analogamente, a seletividade consiste na habilidade em detectar amostras
verdadeiramente negativas como negativas, e a TST é a probabilidade de classificar
como negativa uma amostra sabidamente negativa (TRULLOLS, RUISANCHEZ &
RIUS, 2004; ELLISON & FEARN, 2005). Em testes de hipéteses estatisticos (1-
seletividade) é relacionada ao nivel de significancia a, o qual representa a

probabilidade de se obter resultados falso-positivos (PULIDO et al., 2003).

Seletividade é a base essencial para a confiabilidade; quanto maior a
seletividade, melhor a certeza da identidade e qualificacdo da amostra (CARDENAS
& VALCARCEL, 2005).

Assim, a TSB € definida como a razdo entre a soma do TP com FN,
multiplicada por 100 (Eq. 4), enquanto a TST pode ser definida como a razdo entre a
soma do TN com FP, multiplicada por 100 (Eq. 5) (TRULLOLS, RUISANCHEZ &
RIUS, 2004; CARDENAS & VALCARCEL, 2005; ELLISON & FEARN, 2005):

Eq. 4
TSB = L x100 g
TP +FN
Eq.5
TST ™ x100 a

T IN+FP
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Tabelas de contingéncia

As tabelas de contingéncia se baseiam no calculo de probabilidades. A tabela
mais simples e mais comumente utilizada é a 2x2 que utiliza dois resultados
possiveis: positivo (igual ou maior que um valor especificado) ou negativo (menor
gue um valor especificado), como apresentado na Tabela 5 (PULIDO et al., 2003).
Estas tabelas sdo usadas na determinacao das taxas de falsos resultados, TST, TSB
e TCF para cada nivel de concentracdo estudado (TRULLOLS, RUISANCHEZ &

RIUS, 2004).

Tabela 5. Tabela de contingéncia 2 x 2 utilizada para calculo das taxas de falsos
resultados, de seletividade, de sensibilidade e de confiabilidade

Resultado do Analito Presente Analito Ausente Total
teste
Positivo TP FP TP+FP
Negativo FN TN FN+TN
Total TP+FN FP+TN N

FP = quantidade de resultados falso-positivos; FN = quantidade de resultados falso-negativos;
TP = quantidade de resultados positivos corretos; TN = quantidade de resultados negativos corretos;
N = TP+FP+FN+TN.

Fonte: GONDIM, JUNQUEIRA & SOUZA (2011).

As tabelas de contingéncia sdo muito utilizadas para avaliar a confiabilidade
dos testes de triagem e na comparacdo entre diferentes ensaios, e baseia-se na
sensibilidade e seletividade, quando aplicadas as mesmas amostras. As diferencas
na sensibilidade e seletividade dos testes pode ser resultado do acaso, ja que a
diferenca entre os resultados e situacdes reais estd sujeita a erros aleatorios,
especialmente quando se tem um numero de amostras pequeno. De acordo com o
objetivo da analise, € preferivel que o método seja mais sensivel que seletivo, ou
vice-versa. Em geral, um aumento na sensibilidade ocasiona um decréscimo na

seletividade. Assim, quanto maior o niumero de amostras, mais informacéo possuira
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a tabela de contingéncia e, consequentemente, maior sera a confiabilidade desses
parametros (PULIDO et al., 2003).

Uma vantagem muito importante das tabelas de contingéncia é que elas
podem ser facilmente aplicaveis em muitos tipos de bioensaios como imunologicos,
microbioldgicos, clinicos e bioquimicos. Neste contexto, alguns termos e definicbes
tém significados diferentes dos termos utilizados em quimica analitica (por exemplo,
sensibilidade e especificidade), podendo causar confusdo na sua terminologia.
Apesar das tabelas de contingéncia indicarem o desempenho geral do ensaio, elas
nao podem estimar a probabilidade de erro de uma amostra. Outra desvantagem é
gque seu desempenho depende do tamanho da amostra e do delineamento

experimental utilizado para construi-la (PULIDO et al., 2003).

3.2.2.2 Limite de deteccdo e regido de perda de confiabilidade

Na analise qualitativa, devido a obtencdo de respostas binarias, ndo ha um
namero associado ao resultado, como na analise quantitativa. Assim, a incerteza é
expressa ndo como um valor numérico, mas como a regiao de probabilidade de se
cometer erros ou a regido em que falsas respostas séo obtidas (ou falso-positivos ou
falso-negativos) (PULIDO et al., 2003; TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004;
RIOS & TELLEZ, 2005).

Por isso, alguns autores preferem chama-la de RPC ao invés de uma regiao
de incerteza (RIOS et al., 2003). Esta regido é definida por um limite superior e
inferior de concentracdo, entre os quais o método pode fornecer respostas falsas,
como representado na Figura 8. Como essas respostas podem ser positivas ou
negativas, os limites superior e inferior que definem essa regido dependem da
probabilidade de se obter estas respostas falsas, que € fixado pelo analista
(TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004).
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100% de confiabilidade Faixa de incerteza 100% de confiabilidade
Zona de resposta Zona de falso- Zona de resposta Zona de falso- Zona de resposta
negativa correta positivos inconclusiva negativos positiva correta  Concentragéo
L . do analito
Co Climite C1

Figura 8. Representacdo esquematica da regido de perda de confiabilidade de

meétodos qualitativos.
Adaptado de CARDENAS & VALCARCEL (2005).

O LD, conforme definido para analises quantitativas, pode ser calculado
quando a resposta é um valor numérico, sendo consideradas duas probabilidades de
erro a e B. A probabilidade de se cometer um erro do tipo | ou erro q, é rejeitar HO
(hipotese nula) quando HO é verdadeira (mede a taxa dos falso-positivos) e o erro 3
€ a probabilidade de se cometer um erro do tipo Il, de néo rejeitar HO quando HO é
falsa (mede a taxa de falso-negativos) (CURRIE, 1995). Porém, quando a resposta €
binaria, o desvio padrdo de amostras brancas ndo pode ser calculado e as
probabilidades de erro ndo podem ser consideradas ao mesmo tempo. O LD pode
ser definido como a menor concentracdo de um analito que pode ser detectada,
confiavelmente como positiva, numa dada matriz. Isto implica em considerar
somente o erro tipo Il, usualmente de 5 %. Esta definicdo € apresentada no contexto
de verificacdo de um nivel maximo de concentracdo permitido, mas se for
extrapolado a determinacdo de uma concentracdo minima permitida, a probabilidade
de erro tipo |, deve ser considerada também a 5 %. Como as duas probabilidades de
erro ndo podem ser consideradas simultaneamente, no primeiro caso o limite de
detecgdo coincidira com o limite superior da regido de perda de confiabilidade, na
qual a taxa de sensibilidade € de 95 % e, no segundo caso, ele coincidird com o
menor limite da regido de perda de confiabilidade (TRULLOLS, RUISANCHEZ &
RIUS, 2004).

Vérias referéncias quantitativas estdo envolvidas nos resultados de métodos
qualitativos: o LD, que € uma caracteristica intrinseca do método de ensaio, o limite

de tolerancia imposto pela legislacdo ou pelo cliente, e, o limite de corte (cut-off)
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imposto pelo laboratério para garantir a confiabilidade da resposta binaria com
relac&o ao limite de tolerancia (CARDENAS & VALCARCEL, 2005).

O limite de corte define as regides em que respostas verdadeiramente
positivas ou negativas sao obtidas. Além disso, os limites que definem a regido onde
os resultados das amostras inconclusivas sao obtidos dependem do erro associado
a este limite. Informacdes significativas sobre o desempenho do teste podem ser
inferidas a partir do limite de corte (TRULLOLS et al., 2005).

Curvas de desempenho

As curvas de desempenho sdo obtidas pela construcdo de um gréfico de
probabilidade em fungdo da concentracdo. Em uma situagcdo ideal, em que x
representa a concentracdo verdadeira, P(x) a taxa de resultados positivos e N(x) a
taxa de resultados negativos, para uma determinada concentracdo de referéncia C
(x = C), os possiveis resultados obtidos em um método binario sdo: i) néo
(resultados negativos), quando x < C, com P(xX) = 0 % e N(x) = 100 %; e ii) sim
(resultados positivos), quando x > C, com P(x) = 100 % e N(X) = 0 % (SIMONET,
RIOS & VALCARCEL, 2004).

No entanto, em situacfes reais, em concentracdes proximas a C (CO < C <
C1), P(x) e N(x) apresentam valores entre 0 % e 100 %. A faixa de concentragdo que
inclui esses valores intermediarios é a RPC. Assim, nesta regido, sao obtidas as
taxas de falso-positivos (CO < x < C) e as taxas de falso-negativos (C < x < C1). Para
amostras contendo x < CO e x > C1, sado obtidos resultados negativos e positivos,
respectivamente, com 100 % de confiabilidade (SIMONET, RIOS & VALCARCEL,
2004).

Na Figura 9, estao ilustradas curvas de desempenho para a situagao ideal e
para uma situacao real genérica, em que a = 3 = 0,05. Na curva de desempenho
real, o LD pode ser estabelecido em funcido de a ou de B no intervalo da RPC que,
por sua vez, é determinada pela regido de maior inclinacdo da curva, ou seja, pelo
intervalo entre os niveis nos quais a probabilidade de resultados positivos deixa de
ser 0 % e 100 % (EURACHEM, 1998; PULIDO et al., 2003; SIMONET, RIiOS &
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VALCARCEL, 2004; TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004). Assim, os limites CO
e C1, que definem a RPC, podem ser determinados pelo calculo das concentractes
do analito que produzem 5 % de probabilidade de obtencdo de falso-positivos e
95 % de resultados positivos corretos (0 que corresponde a 5 % de probabilidade de
obtenc&o de falso-negativos) (SIMONET, RIOS & VALCARCEL, 2004).

Regido de perda de
confiabilidade

A
~ )

100

80 Limite de detecgio ‘ i

(considerando emo tipo I)

60 1

40

Probabilidade %

Limite de deteccdo

|
: : , (considerando erro tipo 1)
] } o

G, c (o

Concentragido do analito

Figura 9. Curva de desempenho para determinacdo da regido de perda de

confiabilidade e limites relacionados.
Fonte: GONDIM, JUNQUEIRA & SOUZA (2011).

A principal desvantagem das curvas de desempenho é a necessidade de
realizar analises em replicatas, o que traz consequéncias negativas, como aumento
do tempo e custo do processo (PULIDO et al.,, 2003). Contudo, foi observado por
ELLISON & FEARN (2005) que o estudo de um grande numero de niveis com
poucas repeticdes por nivel, em vez de poucos niveis com muitas repeticoes,
fornece estimativas de probabilidades relativamente confiaveis, o que pode ser

considerada uma grande vantagem sob o ponto de vista pratico.
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Este procedimento é bastante usado quando ndo ha muito conhecimento
sobre a precisdo do método de triagem utilizado, por exemplo, no caso de um

método analitico recém-implantado em um laboratério (PULIDO et al., 2003).

Céalculo da RPC

Apés a construcdo da curva de desempenho (Fig. 8), a RPC pode ser
estimada assumindo a regido de maior inclinagcdo da curva como linear (SONG,
SCHLECHT & ASHLEY, 2001) conforme proposto por SOUZA & JUNQUEIRA
(2005) ou fazendo a regressao logistica ndo linear. Segundo GONDIM (2012),
equaclOes sigmoides devem ser testadas, como as descritas na Tabela 6. A
significancia do coeficiente de determinacéo (Equacgéo 9) e o perfil ndo tendencioso
do grafico de residuos (Equacédo 10), apOs tratamento de outliers (valores dispersos)
pelo teste de Jacknife, sdo os critérios sugeridos para escolha do modelo (SOUZA &
JUNQUEIRA, 2005).

Tabela 6. Tipos de funcdes sigmoides utilizadas na regressao logistica ndo linear
para construcdo da curva de desempenho e estimativa da regido de perda de

confiabilidade e do limite de deteccao

Nome Equacéao Parametros Referéncia
Logito a p = porcentagem FITZHUGH (1976)
p= Eq. 6
1+ b.exp(—cx) de resultados
positivos;
Probito exo(a + bx ELLISON & FEARN
p= 1 X( b) x100 Eqg. 7 x=concentragdo (2005)
+ + bx
exp(a ) do analito;
Gompertz p = a.exp(—exp(b — cx)) Eq. 8 abec= FITZHUGH (1976)

coeficientes da

funcéo
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N Eq. 9
>0 -yy
RZ — =1
Z(Yi -y)y
i=1
e =y —§ Eqg. 10

Sendo Via variavel dependente estimada pela regresséo, Yi a resposta medida e y
a média das respostas medidas. Em qualquer uma das opc¢des utilizadas, a RPC e o
LD do método qualitativo podem ser calculados, definindo-se as probabilidades de
erro a (tipo 1) e B (tipo 11) (TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004). Os parametros
RPC e LD serdo considerados adequados aos propositos de uso do método, se os

mesmos estiverem abaixo do nivel no qual se espera encontrar o analito.

3.2.2.3 Robustez

Robustez é uma propriedade basica analitica de um método qualitativo, que
descreve a resisténcia de alteracdo da resposta quando aplicado as aliquotas
individuais de uma mesma amostra sob condi¢cdes experimentais previamente
selecionadas e ligeiramente diferentes que acarretam alteracées na confiabilidade e
nas taxas de falsos resultados. Desse modo, a robustez deve ser determinada em
diferentes niveis de concentracdo do analito para cada um dos analitos
considerados (RIOS et al., 2003; CARDENAS & VALCARCEL, 2005).

3.2.2.4 Rastreabilidade metroldgica

A rastreabilidade metroldgica reflete uma propriedade do resultado de uma
medicdo ou do valor de um padrdao estando relacionada com referéncias

estabelecidas, geralmente padrdes nacionais ou internacionais, através de uma
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cadeia ininterrupta de calibracbes de um sistema de medicdo ou comparacoes,
todas com incertezas declaradas (VALCARCEL & RIOS, 1997).

Referéncias quimicas sédo os elementos-chave para garantir a rastreabilidade
de resultados qualitativos. Assim, padrdes quimicos puros sao usados como
referéncias servindo como base de comparagcdo para compostos desconhecidos da
amostra (RIOS & TELLEZ, 2005). A rastreabilidade também pode ser obtida
comparando os resultados obtidos pelo método em validacdo com aqueles obtidos
por um método de referéncia ou pelo uso de MRC (TRULLOLS, RUISANCHEZ &
RIUS, 2004).

3.2.2.5 Acordancia e concordancia

Dois outros parametros sdo muito importantes nas validacfes de métodos
qualitativos, quando estruturados em processos interlaboratoriais: a ACO e CON,
gue correspondem, respectivamente, aos conceitos de precisdo sob condi¢cdes de
repetitividade e de reprodutibilidade. A repetitividade fornece uma medida da
variabilidade entre as andlises realizadas em materiais de teste idénticos pelo
mesmo técnico do mesmo laboratorio, em condicbes tdo semelhantes quanto
possiveis, enquanto que a reprodutibilidade mede a variabilidade quando as analises
séo realizadas por técnicos diferentes em diferentes laboratorios (LANGTONN et al.,
2002).

ACO ¢ a probabilidade de obter, para duas amostras idénticas, testadas no
mesmo laboratério sob condi¢des de repetitividade, 0 mesmo resultado. A soma da
guantidade de combinacdes de pares obtida pelo nimero de resultados positivos
com a quantidade de combinacbes de pares obtida pelo numero de resultados
negativos dividida pela quantidade de combinacbes de pares, que podem ser
formados pelo total de analises realizadas, fornece a probabilidade de cada
laboratorio ou de cada bateria analitica, ou seja, a ACO. De uma maneira mais

simples, a ACO pode ser calculada pela Equacéo 11:

{k(k-D+((n-kK)(n-k -1} Eq. 11
nin-1)

ACO =
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Sendo n o total de resultados obtidos pelo laboratério ou bateria analitica e k

0 numero de resultados positivos obtidos pelo laboratdrio ou bateria analitica.

CON é a probabilidade de obter, para duas amostras idénticas, testadas em
laboratérios diferentes, sob condi¢des de reprodutibilidade, 0 mesmo resultado. Esse
parametro € estimado pelas proporcdes correspondentes de pares de resultados de
dados concordantes (ELLISON & FEARN, 2005). A CON pode ser calculada de
modo intuitivo enumerando-se as associagdes de resultados concordantes positivos
e negativos de cada laboratério ou bateria analitica com os demais resultados do
conjunto. A CON seréa entdo o resultado da divisdo entre a soma de associacdes de
resultados concordantes positivos e negativos de todos os laboratérios ou baterias e
a soma das associacdes de resultados dos laboratérios ou baterias. De modo
simplificado, a CON pode ser calculada pela Equacéao 12:

2[k(k —nb)] + nb(nb — 1) - ACO,,[nb(n —1)] Eq. 12

CON = >
n“b(b —1)

Sendo b o
numero de laboratérios ou baterias analiticas e ACOm a acordancia média dos
laboratorios (LANGTONN et al., 2002).

Na avaliacdo da ACO e CON, valores iguais a 1 sao considerados aceitaveis
nas faixas de concentracdo do analito em que o método apresenta 100 % de
confiabilidade. Além disso, a tendéncia do perfil dos resultados de ACO em funcao
da concentracdo do analito, numa mesma bateria analitica, é de declinio dos valores
de ACO até um valor intermediario da RPC e, a partir desse ponto, de aumento nos
valores de ACO até o valor maximo de 1,0. Outro aspecto a ser observado na
avaliacdo dos resultados desses parametros € que na RPC, os valores de ACO e
CON variam e tendem a ser menores na por¢do média da regido (ELLISON &
FEARN, 2005).

3.2.2.6 Representatividade

Em um delineamento experimental para a validacdo de métodos qualitativos é

de grande importancia a realizagdo de um numero significativo de andlises aleatérias
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para avaliar os parametros do método. Isso € necessario para obtencédo de valores
dos parametros de validagcdo com niveis de confianca semelhantes aos resultados
de métodos quantitativos (GOWIK, 2009), uma vez que um resultado qualitativo
fornece muito menos informacdes que um resultado quantitativo, independente do
método estatistico empregado (SIMONET, RIOS & VALCARCEL, 2004; GOWIK,
2009). Como para os meétodos guantitativos, a independéncia deve ser assegurada
pela andlise aleatoria das amostras (CARDENAS & VALCARCEL, 2005; ELLISON &
FEARN, 2005).

Na validacdo de métodos qualitativos, a representatividade torna-se um
componente fundamental para assegurar a qualidade das respostas binarias. Uma
resposta 100 % confidvel, mas ndo representativa das amostras teste, indica um
resultado inadequado em relacdo a qualidade do método. Estratégias adequadas de
amostragem e a correta aplicacdo do protocolo de amostragem sao as bases para a
representatividade (CARDENAS & VALCARCEL, 2005). A escolha das amostras
deve fornecer estimativas de sensibilidade e seletividade, numa dada faixa de
concentracéo, implicando em um delineamento que empregue amostras numa faixa
representativa de concentracdes e, pelo menos, um branco, além de alguns itens
com interferentes. As replicatas também séo essenciais na avaliacdo de métodos
qualitativos, para que seja possivel estimar as frequéncias (ELLISON & FEARN,
2005).

3.2.3 LEVANTAMENTO DE ESTUDOS DE VALIDACAO DE METODOS PARA
DETERMINACAO DE SOJA GM EM ALIMENTOS

Em 2011, o JRC publicou um compéndio de meétodos de referéncia
gualitativos e quantitativos validados para analise de OGM (JRC, 2011). Nesta
publicacdo foram definidos os principais parametros de desempenho de validacéo,
tendo como referéncias os documentos do ENGL (2008) e do Codex Alimentarius
(2010), além do documento da IUPAC (HORWITZ, 1995) para validacdes

interlaboratoriais.
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Na Tabela 7 estdo relacionadas publicacbes sobre validacdo de meétodos
qualitativos para a deteccdo de soja RR® em soja e produtos de soja, incluindo
aguelas relacionadas no compéndio do JRC. Dentre os estudos, predominaram
processos interlaboratoriais em detrimento dos intralaboratorias e a técnica de PCR

Convencional em relacdo a PCR em Tempo Real.
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Tabela 7. Estudos de validacdo de métodos qualitativos para deteccdo de soja

Roundup Ready® em soja e produtos de soja por reacdo em cadeia da polimerase.

Parametros de

Uso de

Matriz Sequéncia alvo Tipo de validagdo  Técnica analitica desempenho MRC Referéncia
avaliados
Promotor CaMV 35S,
) Especificidade, MEYER &
) ) gene CTP e gene CP4 ) PCR convencional o B .
Derivados de soja Intralaboratorial limite de detecgéo NAO JACCAUD,
EPSPS/gene da e Nested PCR o
) e sensibilidade 1997
lectina
Especificidade,
Promotor CaMV 35S e limite de deteccéo,
. ) ) ) ) o SIM LIPP etal.,
Gréaos de soja terminador T- Interlaboratorial PCR convencional sensibilidade e
. (IRMM) 1999
NOS/gene da lectina taxas de falsos
resultados
Misturas e
alimentos
processados
contendo Taxas de falso-
) ) Promotor CaMV 35S e ) ) - LIPP et al.,
ingredientes ) Interlaboratorial PCR convencional resultados e NAO
) ) terminador T-NOS o 2001
derivados de soja sensibilidade
(soja acidificada,
férmula infantil e
biscoito)
Soja, misturas de SIM
soja, trigo e (IRMM)
preparado para
biscoito com soja
RR® e produtos
processados
derivados de soja o
. Promotor CaMV 35S e Limite de
adquiridos do . . . TAVERNIERS
o terminador T- Intralaboratorial PCR convencional deteccéo e
comércio (tofu, . e etal., 2001
NOS/gene da lectina sensibilidade

6leo de soja,
bebidas de soja,
croquete de
camarao, pao,
biscoito com
chocolate e ragéo

para bovino)

continua
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Tabela 7. Estudos de validacdo de métodos qualitativos para deteccdo de soja

Roundup Ready® em soja e produtos de soja por reacdo em cadeia da polimerase

(continuacao).

Parametros de

) L Tipo de o " Uso de L
Matriz Sequéncia alvo ) . Técnica analitica desempenho Referéncia
validacéo ) MRC
avaliados
PCR em Tempo e
) Especificidade,
Real Multiplex L B
Promotor CaMV 35S limite de deteccéo,
) . acoplado a
Soja RR® e ndo e gene CP4 ) ) ) robustez, SIM LEIMANIS et al.,
Interlaboratorial microensaio de e
GM EPSPS/gene da o sensibilidade, (IRMM) 2008
) hibridizagao direta
lectina _ taxas de falso-
dos amplicons
) resultados
(DualChip® GMO)
Promotor CaMV
o MARCELINO,
) L 35S, gene CP4 Limite de -
Soja em po, graos . . . B SIM GUIMARAES&
. . EPSPS e terminador  Intralaboratorial  PCR convencional deteccéo e
de soja e salsicha o (Fluka) DE-BARROS,
T-NOS/gene da sensibilidade
i 2008
lectina
Aplicabilidade,
Promotor CaMV .
) especificidade,
) 35S, terminador T- o SIERADZKI,
Soja e farelo de ) ) limite de deteccéo,
) NOS e gene de Intralaboratorial  PCR convencional SIM MAZUR &
soja B » robustez,
contrucdo especifica o KWIATEK, 2008
) seletividade! e
RR®/gene da lectina o
sensibilidade
Efeitos
competitivos?,
especificidade,
. . PCR em Tempo » o
Alimentos, racdes, Promotor CaMV 35S ) estabilidade, limite SIM BAHRDT et al.,
. Intralaboratorial Real Hexaplex 5
sementes e DNA e terminador T-NOS de deteccéo, (IRMM) 2010
(TagMan®) -
confiabilidade,
robustez e
sensibilidade
Especificidade,
o ) ) ) sensibilidade e _
Biscoito de soja Promotor CaMV 35S Interlaboratorial ~ PCR convencional NAO JRC, 2011
taxas de falso-
resultados
Especificidade,
I SIM
. . Promotor CaMV . . sensibilidade e
Gréos de soja . Interlaboratorial  PCR convencional (IRMM JRC, 2011
35S/gene da lectina taxas de falso- 410)

resultados

continua
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Tabela 7. Estudos de validacdo de métodos qualitativos para deteccdo de soja

Roundup Ready® em soja e produtos de soja por reacdo em cadeia da polimerase

(continuacéo).
. Parametros de
) L Tipo de o " Uso de L
Matriz Sequéncia alvo ) Técnica analitica desempenho Referéncia
validacéo . MRC
avaliados
. Especificidade,
Terminador T-
. . PCR sensibilidade e SIM (IRMM
Soja NOS/gene da Interlaboratorial ) JRC, 2011
) convencional taxas de falso- 410)
lectina
resultados
Especificidade,
Biscoitos de soja Terminador T- . PCR sensibilidade e ~
_ Interlaboratorial ) NAO JRC, 2011
e milho NOS convencional taxas de falso-
resultados
Juncéo entre Especificidade,
) CaMV 35S e ) PCR sensibilidade e SIM (IRMM
Soja Interlaboratorial ) JRC, 2011
CTP/gene da convencional taxas de falso- 410)
lectina resultados
Juncéo entre Especificidade,
) ) CaMV 35S e ) PCR sensibilidade e
Farinha de soja Interlaboratorial . SIM (Fluka) JRC, 2011
CTP/gene da convencional taxas de falso-
lectina resultados
Acordancia,
Gene de )
. concordancia,
construgao e o
Sementes de o ) PCR especificidade, limite . KODAMA et al.,
) especifica Interlaboratorial ) . NAO
soja convencional de deteccao, 2011
RR®/gene da -
) sensibilidade, taxas
lectina
de falso-resultados
Promotor CaMV Especificidade,
35S, terminador T- extracéo e
. . . PCR em Tempo " . MANO et al.,
Farinha de soja NOS e gene CP4  Intralaboratorial Real purificagéo do DNA, NAO 2012
eal

EPSPS/gene da

lectina

limite de deteccéo e

sensibilidade

Todos os parametros de desempenho para os quais tenham sido apresentados materiais e métodos e resultados foram
relacionados nesta tabela, independentemente da declaragdo do estudo do parametro pelos autores.

CaMV 35S: promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor; CP4 EPSPS: CP4 5-enol-piruvato-chiquimato-3-fosfato sintase;
CTP: peptideo de transito para o cloroplasto; DNA: acido desoxirribonucléico; GM: geneticamente modificado; IRMM: Institute
for Reference Materials and Measurements; MRC: material de referéncia certificado; PCR: reagdo em cadeia da polimerase;
RR®: Roundup Ready®; T-NOS: terminador do gene nopalina sintetase do Agrobacterium tumefaciens.

1 Parametros seletividade e especificidade tratados separadamente.
2 Parametro ndo previsto nos guias especificos, mas tratado na literatura como fundamental para validagGes de métodos por
PCR Multiplex.
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De acordo com a Figura 10, os parametros mais frequentemente avaliados
nas validacdes qualitativas foram TSB e TST, que foram considerados,
respectivamente, em 100 e 81 % dos trabalhos elencados neste levantamento. As
taxas de falsos resultados, rastreabilidade e LD foram investigadas,
respectivamente, em 63, 56 e 56 % das publicacdes sobre validacdo de métodos
para deteccdo de soja RR® em produtos de soja por PCR. Os parametros menos
frequentes foram robustez (19 %), TCF (6 %), ACO, CON (6 %) e representatividade
(6 %). O minimo considerado nos documentos do EURACHEM (1998), PULIDO et
al. (2003) e RIOS et al. (2003) para um estudo representativo é de 5 niveis e 10
replicatas por nivel. Cumpre considerar que outras referéncias relativas a validacéo
de métodos qualitativos como SIMONET et al (2004) e CARDENAS & VALCARCEL
(2005) indicam 30 replicatas por nivel como um minimo necessario. Além disto, o
parametro que representa a incerteza de medicdo em métodos qualitativos, regido

de perda de confiabilidade, ndo foi estimado nos trabalhos relacionados.

Taxa de sensibilidade 100
Taxa de seletividade (especificidade) 81
Taxas de falso-resultados 63
Rastreabilidade 56
Limite de detecgao 56
Robustez 19

Parametros

Confiabilidade 6
Acordancia e concordancia 6
Representatividade 6

Regido de perda de confiabilidade | 0

0 20 40 60 80 100 120
Frequéncia (%)

Figura 10. Frequéncia dos parametros de desempenho estudados nas validacdes
de métodos qualitativos avaliados para deteccéo de soja Roundup Ready® em soja e

produtos de soja por reacdo em cadeia da polimerase.
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Mesmo apos a publicacdo do guia do Codex Alimentarius (2010), a maioria
dos estudos de validacdo ndo abordou os parametros recomendados nestes

documentos.
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4,
4. MATERIAL E METODOS

A parte experimental deste trabalho foi realizada no Laboratério de Biologia
Molecular (LBM) do Servigo de Ciéncias Bioquimicas, Divisdo de Vigilancia Sanitaria
e Ambiental (DIVISA) da Fundagéo Ezequiel Dias (FUNED).

4.1. EQUIPAMENTOS

- Agitador de tubos (IKA MS1 Minishaker).
- Agitador magnético (IKA RET Basic).
- Autoclave qualificada pela empresa CMA Calibracdo (Baumer B523).

- Balanca analitica com resolucdo 0,0001 g e capacidade maxima de 210,0000 g,
calibrada por laboratorio acreditado pela Coordenacdo Geral de Acreditacdo
(CGCRE) de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob nimero 0183 (Quimis
Q500L210C).

- Balanca analitica com resolucédo 0,1 g e capacidade maxima de 1510,0 g, calibrada
por laboratoério acreditado CGCRE de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob
namero 0183 (Mettler Toledo PB1501).

- Banho-maria termostatico com resolucdo 0,1°C e temperatura maxima de
150,0 °C, qualificado pela empresa Medicdo (Jouan NT30), monitorado por
termdmetro externo calibrado.

- Cabine de protecdo biologica nivel 2, certificada pela empresa Vista Validacao
(Veco FL-9590).

- Centrifugas com resolucdo de 10 rpm e rotacdo maxima de 14000 rpm,
qualificadas pela empresa Medicao (Micro Jouan Al14 e Jouan BR41).

- Congeladores ajustados em temperaturas entre -26 e -18 °C (Electrolux e Consul),
monitorados por termémetros externos calibrados.

- Cuba de eletroforese (Life Technologies Horizon 2025).
- Fluorimetro Qubit® 2.0 (Invitrogen).
- Maquina de gelo (Everest).

- Micropipetas de 0,5a 10 puL, 2 a 20 puL, 5a 50 pL, 10 a 100 pL, 20 a 200 pyL e 100 a
1000 pL, calibradas por laboratorio acreditado CGCRE de acordo com a ABNT NBR
ISO/IEC 17025, sob numero 0183 (Capp, Gilson e Discovery).
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- Moinho para amostras em graos (Marconi MA-090CF com peneira de 20/30 mesh e
crivo circular).

- pHmetro resolucdo 0,1 pH e pH maximo 14, qualificado pela empresa Medicao,
(Digimed DM20).

- Purificador para agua ultrapura qualificado pela Millipore Corporation (MilliQ
Synthesis EIllix5).

- Refrigerador ajustado em temperaturas entre 2 e 10 °C (Electrolux), monitorado por
termometro externo calibrado.

- Sistema de fotodocumentacéo digital (cAmera Kodak DC120 e software 1D Image
Analysis Software).

- Termociclador qualificado pela empresa Vista Validacdo (Eppendorf Mastercycler
Gradient).

- Termociclador qualificado pela empresa Vista Validacdo (Eppendorf Mastercycler
EP Realplex)

- Termo higrobmetro de maxima e minima com resolucdo de 0,1 °C e faixa de
temperatura -50 a 70 °C, calibrado por laboratorio acreditado CGCRE de acordo com
a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob nimero 065 (INCOTERM).

- Termbmetro de maxima e minima com resolucédo de 0,5°C e temperatura maxima
de 210 °C calibrado por laboratério acreditado CGCRE de acordo com a ABNT NBR
ISO/IEC 17025, sob niumero 065 (INCOTERM L-144/05).

- Transiluminador de luz UV (Life Technologies TFX-20M).

4.2. MATERIAIS

- BalBes volumétricos de vidro de 500 e 1000 mL.

- Barras magnéticas.

- Bastdes de vidro.

- Béqueres de vidro de 100, 500 e 1000 mL.

- Espatulas.

- Etiquetas / caneta para marcacao.

- Frascos de vidro ambar para armazenamento de solucgdes.

- Funil.
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- Gaze.

- Grades para tubos.

- Microtubos tipo eppendorf de 0,2 e 1,5 mL.

- Papel absorvente.

- Provetas de 10, 500, 1000 e 2000 mL.

- Recipiente para banho de gelo.

- Saco plastico para embalagem das amostras processadas.
- Tesoura.

- Tubos tipo Falcon de 15 mL.

4.3. REAGENTES, PADROES E OUTROS

Todos dos reagentes utilizados apresentaram grau de pureza apropriado.

- Acido borico para analise (p.a.) Promega Corporation (Madison, Wisconsin, USA)
- Acido cloridrico p.a. Quimex (South Hamlin, Midlothian, lllinois).
- Agarose para eletroforese em gel Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA).

- Agua ultrapura autoclavada Phoneutria Biotecnologia e Servicos Ltda. (Belo
Horizonte, MG, Brasil) e Millipore (Bedford, Massachusetts, USA).

- Alcool etilico 70 % e 80 °GL Merck (Darmstadt, Germany).

- Azul de bromofenol Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA).

- Brometo de etidio (10 mg/mL) Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA).
- Cetiltrimetilaménio brometo (CTAB) p.a. Merck (Darmstadt, Germany).
- Cloreto de sédio p.a.Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

- Cloroférmio p.a. Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

- Deoxinucleotideos dATP, dCTP, dGTP e dTTP 100 mmol/L, Amersham Pharmacia
Biotech Inc. (Piscataway, NJ, USA).

- Enzima Proteinase K (20 mg/mL) Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA).

- Enzima RNAse A (10 mg/mL) Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA).
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- Glicerol p.a. Gibco (Grand Island, NY, USA).
- Hidroxido de sodio p.a. Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

- Iniciadores (GMO 3, 4, 5, 7, 8 e 9) sintetizados na escala entre 200 e 250 nmol com
rendimento na faixa de 15 OD, por purificacdo padrdo (DST) Integrated DNA
Technologies, Inc. (Coralville, IA, USA).

- Isopropanol p.a. Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

- Kit de ensaio Qubit® dsDNA BR (reagente Qubit® dsDNA BR, tampé&o e padrbes
de DNA #1 e #2) Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

- Kit de MRC de soja, na forma de p6 seco adquirido em frascos de vidro ambar,
com aproximadamente 1 g, sob atmosfera de argdnio, nos niveis de concentracdes
de soja RR® de 0,1; 1,0; 10,0 % produzido pelo Institute for Reference Materials and
Measurements (IRMM) (Europe Reference Material ERM-BF410 Fluka Biochemica
94162).

- Kit de solu¢des Taq (Enzima Taq polimerase, Tampao Tag Polimerase e Cloreto de
magnésio) marcas A e B.

- Kit TagMan® GMO soy 35S Applied Biosystems (Foster City, CA, USA).

- Marcador de peso molecular de 123 pb (pares de base) Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA).

- MRC de milho, na forma de p6 seco adquirido em frascos de vidro ambar, com
aproximadamente 1 g, sob atmosfera de argonio, concentracdo de milho Btll de
5% produzido pelo IRMM (Europe Reference Material ERM-BF412f Fluka
Biochemica amostras 1732 e 1238).

- MRC de milho, na forma de pd seco adquirido em frascos de vidro ambar, com
aproximadamente 1 g, sob atmosfera de argdnio, concentracdo de milho GA21 de
5% produzido pelo IRMM (Europe Reference Material ERM-BF414f Fluka
Biochemica amostras 0791 e 0799).

- MRC de milho, na forma de p6 seco adquirido em frascos de vidro ambar, com
aproximadamente 1 g, sob atmosfera de argoénio, concentracdo de milho MON810
de 5% produzido pelo IRMM (Europe Reference Material ERM-BF413f Fluka
Biochemica amostra 4556).

- MRC de milho, na forma de p6 seco adquirido em frascos de vidro ambar, com
aproximadamente 1 g, sob atmosfera de argbnio, concentracdo de milho NK603
de 5% produzido pelo IRMM (Europe Reference Material ERM-BF415f Fluka
Biochemica amostra 0792).

- MRC de milho, na forma de p6 seco adquirido em frascos de vidro ambar, com
aproximadamente 1 g, sob atmosfera de argbnio, concentracdo de milho TC1507 de
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10 % produzido pelo IRMM (Europe Reference Material ERM-BF418d Fluka
Biochemica amostra 0716).

- MRC de milho, na forma de p6 seco adquirido em frascos de vidro ambar, com
aproximadamente 1 g, sob atmosfera de argonio, concentracdo de milho Bt176 de
2% produzido pelo IRMM (Europe Reference Material ERM-BF41le Fluka
Biochemica amostra 0652).

- Padrdo DNA integro de bacteriéfago lambda Amersham Pharmacia Biotech Inc.
(Piscataway, NJ, USA).

- Sal dissodico dihidratado do &cido etileno diamino tetracético (EDTA) p.a. Sigma-
Aldrich Co. (St Louis, MO, USA).

- Tris(hidroximetil)laminometano (Trizma) Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA).

- Xileno de cianol Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA).

4.4, SOLUCOES

2’ deoxinucleotideos 5’ trifosfato 0,0025 mol/L: a solucdo foi preparada
adicionando-se 5 pL de deoxinucleotideo dATP (0,100 mol/L), 5 puL de
deoxinucleotideo dCTP (0,100 mol/L), 5 uL de deoxinucleotideo dGTP (0,100 mol/L),
5 uL de deoxinucleotideo dTTP (0,100 mol/L) e 180 uL de &gua ultrapura. A solucao

foi acondicionada sob congelamento (-18 a -26 °C) até uso.

Acido cloridrico 0,1 mol/L: foram medidos 250 mL de &gua ultrapura em uma
proveta de 500 mL, que serdo transferidos para um baldo volumétrico de 1000 mL.
Foi medido 8,5 mL de acido cloridrico em uma proveta de 10 mL que, em seguida,
foi transferido para o baldo contendo a agua. O volume foi completado com agua

ultrapura para 1000 mL.

Brometo de etidio (0,5pug/mL): a solucdo inicial 10 mg/mL foi diluida para

10 pg/mL. Foram usados 5 pL para cada 100 mL de gel.

Cloreto de sodio 1,2 mol/L: 7,0 g de cloreto de sodio foram pesados em béquer,
adicionados de cerca de 60 mL de agua ultrapura e dissolvidos sob agitacdo em

agitador magnético. O volume foi completado com agua ultrapura para 100 mL.
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Cloreto de sédio 3 mol/L: 17,5 g de cloreto de sodio foram pesados em béquer,
adicionados de cerca de 60 mL de agua ultrapura e dissolvidos sob agitacdo em

agitador magnético. O volume foi completado com &gua ultrapura até 100 mL.

EDTA 0,5 mol/L: 18,6 g de EDTA foram pesados em béquer, adicionados de cerca
60 mL de agua ultrapura e dissolvidos sob agitacdo em agitador magnético. O pH foi
ajustado para 8 com solucao de hidroxido de sédio 5 mol/L e o volume completado

com agua ultrapura até 100 mL.

Enzima Proteinase K 20 mg/mL: foram adicionados a 100 mg de Proteinase K

5 mL de agua ultrapura e a solucéo foi homogeneizada.

Enzima RNase 10 mg/mL: foram adicionados a 10 mg de RNAse 1 mL de &gua

ultrapura e a solugéo foi homogeneizada.

Gel de agarose a 1% e 2% (m/v): 1,0g e 2,0 g de agarose foram diluidos em
100 mL de tampéo TBE 1 X.

Hidréxido de sdédio 1 mol/L e 5 mol/L: foram pesados 20 g de hidréxido de sodio
em béquer. Em banho de gelo, foi colocado um béquer de 500 mL com 200 mL de
agua ultrapura isenta de gas carb6nico (recentemente fervida e resfriada a 25 °C)
adicionando-se aos poucos o hidréxido de sodio. A solucdo foi homogeneizada até
dissolucédo com bastédo de vidro. A solucéo foi transferida para um frasco de plastico
e deixada em repouso por 12 h. Depois de decantado, a solugéo clara foi transferida
para outro frasco de plastico, com auxilio de um funil de plastico. A solugéo foi
armazenada em temperatura ambiente e protegida do gas carb6nico do ar. Para a

solucdo de 5 mol/L foram utilizados 100 g de hidroxido de sodio.

Iniciadores: a concentracéo inicial depende do fabricante. Foi feita uma solugéo
estoque de concentracdo de 200 pmol/L, diluindo com agua ultrapura. Para as

analises, esta solucgédo foi diluida para 3 pmol/L.

Tampao de amostra 6X: 0,05 g de azul de bromofenol, 0,05 g de xileno de cianol e
6 mL de glicerol p.a foram adicionados em tubo tipo Falcon de 15 mL. O volume foi

completado com 20 mL de agua ultrapura.
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Tampéo de extracdo CTAB: foram adicionados 10 mL de tampéao Tris-HCI 1 mol/L
pH 8,0, 46,6 mL de cloreto de sédio 3 mol/L, 4 mL de EDTA 0,5 mol/L e 2 g de CTAB
em um béquer e dissolvidos sob agitacdo em agitador magnético. O volume foi
completado com agua ultrapura até 100 mL.

Tampédo de precipitacdo CTAB: 1,33 mL de cloreto de sédio 3 mol/L foram
adicionados a 0,5g de CTAB e o volume completado com &agua ultrapura para
100 mL. O pH foi ajustado para 8,0 com menos de uma gota de hidroxido de sodio
1 mol/L.

Tampéo TBE (Trizma + EDTA) 10X: 108 g de Trizma, 55 g de &cido bdérico, 40 mL
EDTA 0,5 mol/L e 600 mL de agua ultrapura foram adicionados em um béquer e
dissolvidos sob agitacdo em agitador magnético. O pH foi ajustado para 8 com acido
cloridrico 0,1 mol/L e o volume completado com &gua ultrapura até 1000 mL. O

conteudo foi autoclavado a 121 °C por 15 min.

Tampéo TBE (Trizma + EDTA) 1X: foram medidos 100 mL da solu¢do tampéo TBE
10X e o volume completado para 1000 mL com &gua ultrapura.

Tampéao TE (Tris HCI + EDTA) 10:1: 1 mL de Tris-HCI foi adicionado a 200 pL de

EDTA 0,5 mol/L e o volume completado para 100 mL com agua ultrapura.

Tris-HCI 1 mol/L pH 8,0: 121,1 g de Trizma foram pesados, adicionados de 600 mL
de &gua ultrapura e agitados. O pH foi ajustado para 8 com &cido cloridrico 0,1 mol/L
e 0 volume completado com agua ultrapura para 1000 mL.

4.5. AMOSTRAS

4.5.1 VALIDACAO

Para a validacdo foram empregados MRC de soja RR® nos niveis de
concentragéo disponiveis comercialmente 0,1 %, 1,0 % e 10 % e amostra de soja
100 % convencional previamente moida (amostra comercial certificada previamente

analisada). Aliquotas da amostra 100% convencional foram adicionadas dos MRC
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para que fossem obtidas formulacdes de concentracbes menores e diferentes das

disponiveis comercialmente, ampliando-se a faixa de validacéao.

Nos estudos de seletividade foram utilizados MRC de milho Btll a 5 %, GA21
a5 %, MON810 a 5 %, NK603 a 5 %, TC1507 a 10 %, Btl76 a 2 %. Foram
elaboradas, ainda, formulacbes com aliquotas da amostra de soja 100%
convencional adicionadas dos MRC de milho Btll e GA21 e com aliquotas da
amostra de soja 100% convencional adicionadas dos MRC de soja RR® e de MRC
de milho Btll e GA21, visando a obtencdo de amostras brancas e RR® na presenca

de interferentes, respectivamente.

Os MRC foram mantidos refrigerados, conforme orientagdes do fabricante. A
amostra de soja 100 % convencional foi mantida em embalagem plastica de primeiro
uso, a temperatura ambiente. As formulacdes foram preparadas no momento das

analises.

4.5.2 APLICACAO DO METODO

As amostras de soja em grdo comerciais foram coletadas no comércio de
Minas Gerais pela Vigilancia Sanitaria Estadual, na quantidade minima de 1 kg. As
amostras foram mantidas em suas embalagens originais, a temperatura ambiente,

até o momento do processamento e analise.

4.6. METODOS DE ENSAIO

Os métodos analiticos adotados foram baseados no protocolo do JRC (2005)
para a etapa de extracdo de DNA, em SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS (1989)
para a quantificacdo de DNA por gel de agarose e no protocolo de QUERCI,
JERMINI & VAN DEN EEDE (2006) para a realizagdo da Nested PCR. Para a
quantificacdo de DNA por fluorimetria foi utilizado o Manual do Fabricante do kit
Qubit® (INVITROGEN, 2010).
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As analises foram conduzidas em cabines de protecéo biolégica, devidamente
desinfetadas com solucdo de alcool etilico 81 °GL, por analistas devidamente
treinados, paramentados e utilizando equipamentos de protecdo individual
adequados (jalecos e luvas descartaveis), visando evitar a contaminacdo das

amostras.

4.6.1 EXTRACAO DE DNA

Aliguotas de 200 +2 mg das amostras (MRC, formulagcbes ou amostras
comerciais coletadas pela Vigilancia preparadas como descrito em 4.9) foram
pesadas em microtubos tipo eppendorf de 1,5 mL devidamente identificados. Foram
adicionados 300 pL de agua ultrapura e agitados em agitador de tubos sob rotacao
méaxima (aproximadamente 3000 rpm) até hidratagcdo. Foram adicionados aos
microtubos 700 pL do tampéo de extracdo CTAB pré-aquecido a 63-67°C e, em
seguida, homogeneizados em agitador de tubos, sob rotacdo maxima. Em cada
bateria analitica foi preparado e analisado um controle negativo da extragdo com
todos os reagentes analiticos e um controle positivo (MRC).

Foram adicionados 10 uL da enzima RNAse A (10 mg/mL) nos microtubos
contendo as amostras, que foram homogeneizadas em agitador de tubos e
incubadas por 30 min em banho termostéatico (63-67° C). Em seguida, 10 uL da
enzima Proteinase K (20 mg/mL) foram adicionados, homogeneizados em agitador
de tubos e incubados por 30 min em banho termostatico (63-67° C). Apls esse

periodo, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 12000 Xxg.

Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos previamente
identificados contendo 500 pL de cloroformio, homogeneizados e centrifugados por
15 min a 12000 xg. Em seguida, os sobrenadantes foram transferidos para novos
microtubos contendo 500 puL de cloroférmio, homogeneizados e centrifugados por
5 min a 12000 xg. Os sobrenadantes (maximo de 500 pL) foram transferidos para

novos microtubos, anotando-se os volumes.
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Para cada volume de amostra obtido, foram adicionadas duas vezes o volume
do tampédo de precipitacdo CTAB. Estes foram homogeneizados por inversdo e
incubados a temperatura ambiente por 1 h dentro da cabine de protecdo biolégica.
Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 13000 xg e o0s

sobrenadantes descartados.

Os precipitados obtidos foram dissolvidos em 350 uL de cloreto de sdédio
1,2 mol/L; adicionado de 350 pL de cloroférmio e agitado por 30 s em agitador de
tubos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 12000 xg para a
separacao das fases. Os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos e

0s volumes anotados.

Para cada volume de sobrenadante foram adicionados 0,6 vezes o volume de
isopropanol refrigerado (2 a 10° C), os quais foram misturados lentamente por
inversao, incubados a temperatura ambiente por 20 min e centrifugados por 10 min a
14000 xg. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado em 500 uL de alcool
etilico a 70%. As amostras foram centrifugadas por 10 min a 12000 xg,
descartando-se o sobrenadante, cuidadosamente, para que o pellet (precipitado)
nao se desprendesse do microtubo. Os microtubos foram deixados a temperatura

ambiente com a tampa aberta sobre papel absorvente para secagem dos pellets.

Os pellets foram ressuspendidos em 50 puL de solucdo tampédo TE
(Tris HCI + EDTA) 10:1 previamente aquecido (63-67 °C) e incubados overnight sob
refrigeracédo (2 a 10 °C).

4.6.2 QUANTIFICACAO DO DNA
Quantificagao por eletroforese em gel de agarose

A quantificacdo do DNA das amostras foi realizada em gel de agarose a 1 %.
Foram aplicados 2 pL de cada amostra de DNA em tampé&o de amostra 1X para um
volume final de 12 pL. O padrdo lambda integro de DNA de bacteriofago foi aplicado
como padrao de quantificagdo (20 ng/uL) para as concentracdes de 50, 100 e
200 ng/pL.
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A eletroforese foi realizada em 80 volts por 10 min e, ap0s esse tempo, em
100 volts por 50 min. Foi feita uma inspecédo visual da intensidade das bandas de
DNA com as bandas do padrao de quantificacdo, estimando-se comparativamente a

quantidade de DNA para cada amostra purificada em ng/pL.

Quantificagcdo por fluorimetria (Fluorimetro Qubit® 2.0)

O kit de ensaio Qubit® dsDNA BR consiste de um reagente de ensaio
concentrado (reagente Qubit® dsDNA BR), tampdo de diluicdo (tampdo Qubit®
dsDNA BR) e padrbes de DNA pré-diluidos (padrao #1 e #2 Qubit® dsDNA BR).

A solucao de trabalho foi preparada em tubos tipo Falcon diluindo o reagente
no tamp&o na proporc¢ao 1:200 para um volume final de 200 pL por amostra. Para 0os
padrées e amostras utilizou-se 190 uL de solugdo de trabalho. Depois de
acrescentados os padrbes e o DNA das amostras, os tubos foram agitados em
Vortex por 2 a 3 segundos, tomando-se o cuidado para nao formar bolhas. Os tubos
foram incubados por 2 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, colocados no
fluorimetro Qubit® 2.0 para leitura das concentracfes. Conforme orientacbes do
fabricante do kit, o aparelho foi calibrado utilizando-se os padrdes (#1 e #2) e, em
seguida, realizou-se as leituras das amostras e cdlculos para a expressao das
concentragdes em ng/uL.

Manutencédo do DNA

Os tubos contendo DNA foram identificados univocamente, anotando-se a
data e o valor estimado da concentragcao. O DNA foi armazenado sob refrigeragéo (2
a 10 °C) até o uso. ApGs os ensaios, estes foram armazenados sob congelamento
(-18 a -26 °C). No dia da analise por Nested PCR, as amostras foram diluidas para
50 ng/pL.
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4.6.3 ANALISE QUALITATIVA POR NESTED PCR

Preparo da solucdo de amplificacdo (mix) da primeira etapa da Nested PCR

O mix foi preparado em uma cabine de protecdo bioldgica. Durante o preparo
todos os reagentes permaneceram em recipiente contendo gelo. O volume total do
mix foi determinado de acordo com o niumero de amostras a serem analisadas e 0s
controles necessarios, acrescentando o volume de mais um tubo como margem de
seguranca. A quantidade dos reagentes foi calculada para o volume de mix em
funcdo da concentracdo de DNA.

As concentracbes de DNA das amostras e dos controles foram ajustadas para
50 ng/uL, sendo adicionado 1 uL do DNA a 24 pL do mix para a reacdo. Para as
amostras que nao apresentaram banda na analise visual por eletroforese em gel de
agarose foi considerada uma concentracdo de DNA menor ou igual a 5 ng/pL.

Nestes casos foram utilizados 10 pL de DNA e 15 pL do mix para a reacao.

A solucdo de mix da primeira etapa foi preparada para a composicdo final

descrita na Tabela 8.

Tabela 8. Reagentes utilizados na composicdo do mix e respectivas concentracées

Reagentes Concentracéo final
Tampéao Taq polimerase 1X
Cloreto de Magnésio 1,5 mmol/L
dNTP 0,2 mmol/L
Iniciadores (GMO 9 e GMO 5) 0,24 pmol/L

Taq DNA polimerase 10U
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Em outra cabine de protecao bioldgica foram adicionados, nos respectivos tubos,
o DNA das amostras em andlise, o DNA controle positivo para soja RR®; 1 uL do
controle negativo da solucdo de extracdo das referidas amostras e 1 pL de agua

ultrapura no controle negativo do mix.

As condicbes da reacdo de PCR e da amplificacdo do DNA das amostras foram

previamente otimizadas em ensaios preliminares no LBM/DIVISA.

Condicoes de amplificacdo da primeira etapa da Nested PCR

As amostras foram colocadas em um termociclador sob as seguintes condicdes
de amplificacdo: desnhaturacdo a 95 °C por 3 min, amplificacdo em 25 ciclos de 95 °C
por 30s, 60°C por 30s e 72°C por 40s e extensdo final a 72 °C por 5 min,
totalizando aproximadamente 1 h e 30 min.

Preparo da solucao de amplificagdo (mix) da segunda etapa da Nested PCR

Apés a amplificacdo, realizou-se a segunda etapa da Nested PCR. O mix da
segunda etapa foi preparado nas mesmas condicbes da primeira etapa, sendo
utilizado o segundo par de iniciadores listado na Tabela 9 (GMO 7 e GMO 8). Foram
distribuidos 24 yL do mix em cada microtubo. Em outra cabine de protecao
biolégica, adicionou-se aos microtubos 1,0 pL do produto de amplificacdo obtido na
primeira etapa da PCR diluido 10 vezes, correspondente as amostras e aos

controles.
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Tabela 9. Iniciadores utilizados na reacédo da Nested PCR

12 Etapa da reacéo

GMO 9 Iniciador F 5 CATGAAGGACCGGTGGGAGAT 3’

GMO 5 Iniciador R 5 CCACTGACGTAAGGGATGACG 3

22 Etapa da reacao

GMO 7 Iniciador F 5 ATCCCACTATCCTTCGCAAGA 3’

GMO 8 Iniciador R 5 TGGGGTTTATGGAAATTGGAA 3’

F: forward; GMO: genetically modified organisms; R: reverse.
Fonte: QUERCI, JERMINI & VAN DEN EEDE (2006).

Condicdes de amplificacdo da segunda etapa da Nested PCR

As amostras foram colocadas em um termociclador sob as seguintes condi¢des
de amplificacdo: desnaturacdo a 95 °C por 3 min, amplificacdo em 35 ciclos de 95 °C
por 30s, 60°C por 30s e 72°C por 40s e extensdo final a 72 °C por 5 min,

totalizando aproximadamente 2 h.

Eletroforese em gel de agarose

O gel de agarose foi preparado a 2 % com brometo de etideo na concentracao de
0,5 pg/mL. O volume de 5 pL da solucdo tampéo de amostra 6 X foi diluido em 25 pL
do produto da segunda etapa da Nested PCR e homogeneizados. Foram aplicados
ao gel 12,0 pL destas solucdes, além de um marcador de peso molecular de 123 pb
com concentracdo de 1,0 ug/uL. Para o marcador, foi feita uma solugédo com 9 pL de
agua ultrapura, 2 pL da solugdo tampédo de amostra 6X e 1 pL do marcador. A
corrida eletroforética foi efetuada a 80 volts por 10 min, e por mais 1 h e 40 min a
100 volts.



98

O gel foi retirado da cuba de eletroforese e transferido para o transluminador de
luz UV, cujas imagens foram registradas pelo sistema de fotodocumentacédo digital

para analise dos resultados.

Interpretacéo dos resultados para soja RR®

O fragmento amplificado esperado para o gene da RR® é de 169 pb e os
critérios de aceitacdo e interpretacdo dos resultados para as amostras foram: i) as
amostras que apresentaram resultado negativo, bem como os controles negativos,
nao deveriam apresentar amplicons; e ii) as amostras que apresentaram resultado

positivo, bem como o controle positivo, deveriam apresentar um amplicon de 169 pb.

4.6.4 PESQUISA DO GENE ENDOGENO (LECTINA DE SOJA) EM AMOSTRAS
NEGATIVAS PARA SOJA RR®

Preparo da solucao de amplificacéo para a pesquisa do gene endégeno

O mix foi preparado em uma cabine de protecdo bioldgica. Durante o preparo do
mix todos 0s reagentes permaneceram em recipiente contendo gelo. O volume do
mix foi determinado de acordo com o numero de amostras a serem analisadas e os
controles necessarios, acrescentando o volume de mais um tubo como margem de
seguranca. A quantidade dos reagentes foi calculada para o volume de mix em
funcdo da concentracdo de DNA.

As concentracbes de DNA das amostras e dos controles foram ajustadas para
50 ng/pL, sendo adicionado 1 pL do DNA a 24 pL do mix para a reacdo. Para as
amostras que ndo apresentaram banda na analise visual por eletroforese em gel de
agarose foi considerada uma concentracdo de DNA menor ou igual a 5 ng/pL.

Nestes casos foram utilizados 10 pL de DNA e 15 pL do mix para a reacao.

O par de iniciadores descritos na Tabela 10 foi utilizado para pesquisa do gene

de lectina de soja.
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Tabela 10. Iniciadores utilizados para a pesquisa do gene da lectina

GMO 3 Iniciador F 5 GCC CTC TACTCC ACCCCCATCC?Z

GMO 4 Iniciador R 5 GCC CAT CTG CAAGCCTTITTTIG TG 3

F: forward; GMO: genetically modified organisms; R: reverse.
Fonte: QUERCI, JERMINI & VAN DEN EEDE (2006).

Em outra cabine de protecéo bioldgica foram adicionados nos tubos previamente
identificados: o DNA das amostras em analise, o DNA utilizado como controle
positivo para a lectina de soja (0 mesmo controle positivo usado na reacdo Nested),
1 uL do controle negativo da extracdo e 1 pL de agua ultrapura no controle negativo

do mix.

A solucédo de mix foi preparada para a composicao final descrita na Tabela 11.

Tabela 11. Reagentes utilizados na composicdo do mix e respectivas concentracées

Reagente Concentracgdao final
Tampao Taq polimerase 1X
Cloreto de Magnésio 1,5 mmol/L
dNTP 0,2 mmol/L
Iniciadores (GMO 3 e GMO 4) 0,24 pmol/L
Taq DNA polimerase 15U

Condicdes de amplificacdo da PCR

As amostras foram colocadas em um termociclador sob as seguintes
condicbes de amplificacdo: desnaturacdo a 95 °C por 3 min, amplificacdo em 40
ciclos de 95 °C por 30 s, 63 °C por 30 s e 72 °C por 30 s e extensao final a 72 °C por

3 min, totalizando aproximadamente 2 h e 30 min.
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Os produtos foram aplicados em gel de agarose 2 % e a eletroforese foi

conduzida conforme descrito para a Nested PCR.

Interpretacéo dos resultados para o gene da lectina

O fragmento amplificado esperado para o gene da lectina é de 118 pb e os
critérios de aceitacdo e interpretacdo dos resultados para as amostras foram: i) os
controles negativos ndo deverdo apresentar amplicons; e ii) o controle positivo

devera apresentar um amplicon de 118 pb.
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4.7. VALIDACAO

A validacédo foi conduzida nas quatro etapas descritas a seguir, conforme
procedimento proposto por GONDIM (2012).

4.7.1 TESTES PRELIMINARES

Foi realizado um experimento preliminar no qual amostras de soja 100 %
convencional foram adicionadas de amostra comprovadamente transgénica, ou seja,
MRC RR® de 0,1 % e 1,0 %. Seis niveis de concentragéo foram investigados (0,001;
0,002; 0,003; 0,005; 0,010 e 0,030 %), mais o branco (amostra 100 % convencional),
sendo 10 replicatas independentes por nivel. As amostras foram preparadas e
analisadas aleatoriamente, em duas baterias analiticas distintas, por dois analistas,
sendo cinco replicatas por nivel (Figura 11), simulando condi¢des de repetitividade e

de precisédo intermediaria, o que totalizou 70 ensaios.
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Testes preliminares

Bateria 1 — Analista 1 Bateria 2 — Analista 2 .
Baterias e

analistas

1..6 Branco 1..6 Branco Niveis de
concentracdo

R feplcatas
verdadeiras

Figura 11. Representacdo esquematica do delineamento experimental dos testes

preliminares.

Tabelas de contingéncia foram elaboradas para determinacdo das taxas de
falsos resultados. Os resultados foram avaliados e, caso os valores das TFN néo
permitissem a estimativa da RPC (TFN entre 0 e 100 %), seria necessario alterar a
faixa de concentracdo estudada.

4.7.2 AVALIACAO DAS TAXAS DE FALSOS RESULTADOS, DE SENSIBILIDADE,
DE SELETIVIDADE, DE CONFIABILIDADE, LIMITE DE DETECCAO, REGIAO DE
PERDA DE CONFIABILIDADE, ACORDANCIA E CONCORDANCIA

Amostras de soja 100 % convencional foram adicionadas de MRC RR® de
0,1%, 1,0% e 10,0 %. Nove niveis de concentracdo (0,001; 0,005; 0,01; 0,015;
0,020; 0,025; 0,030; 0,035 e 1,000 %) foram estudados, mais o branco (amostra
100 % convencional), sendo 30 replicatas independentes por nivel (Tabela 12). As
amostras foram preparadas e analisadas aleatoriamente, em trés baterias analiticas

distintas, por trés analistas, sendo 10 replicatas por nivel, simulando condi¢cdes de



103

repetitividade e de precisdo intermediaria. As amostras foram cegas para 0s

analistas.

Tabela 12. Niveis e concentracfes das amostras formuladas e respectivas massas

do material de referéncia certificado de soja RR®e de soja 100 % convencional

Concentracéao de soja Massa de soja

Concentracdo do Massado MRC de

Nivel RR® na amostra . ® . ® 100 %
formulada (%) MRC de soja RR soja RR™(mg) convencional (mg)
0 - - - 200
1 0,001 0,1 2 198
2 0,005 0,1 10 190
3 0,010 1 2 198
4 0,015 1 3 197
5 0,020 1 4 196
6 0,025 1 5 195
7 0,030 1 6 194
8 0,035 1 7 193
9 1,000 10 20 180

MRC: material de referéncia certificado; RR®: Roundup Ready®

Para escolha dos niveis foram considerados o limite estabelecido pela
legislacdo brasileira para declaracéo no rétulo de produtos contendo OGM (1 %) e
as respostas obtidas nos estudos preliminares, que sinalizaram para uma possivel
RPC entre os niveis 0 e 0,030 % de soja RR® (Figura 12).

Em cada bateria analitica, os extratos de DNA das amostras foram
quantificados pelas técnicas de eletroforese e fluorimétrica. A partir desta etapa,
foram realizadas duas Nested PCR, uma para cada replicata de amostra, totalizando

600 ensaios nesta etapa da validacao.
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Taxas, limites, regido de perda de confiabilidade, acordanciae concordancia.

Bateria 1— Analista 1 Bateria 2 — Analista 3 .
Balerias e
analistas

1..9 Branco Niveis de

concenlragdo

1..9 Branco

‘ ‘ ‘ ‘ TT ‘ ‘ ‘ ‘ Renliratas
verdadeiras

-10 1..10 71 ..

Quantificacao
do DNA-

Nested PCR

Flunrimetria Ge Fluarimetria  3el Fluorimetria el Fluorimetria Fluorimztria cel Flunrimetria

Figura 12. Representacdo esquematica do delineamento experimental proposto
para avaliacdo das taxas, limite de deteccdo, regido de perda de confiabilidade,

acordancia e concordancia.

Para avaliacdo dos resultados foram propostos: i) tabelas de contingéncia
para determinacdo das taxas de falsos resultados, TSB, TST e TCF; ii) curvas de
probabilidades (ou curvas de desempenho) para estudo do LD e da RPC (ou
incerteza do método); e iii) calculos de probabilidade e andlise combinatéria para
avaliacdo da ACO e CON.

4.7.3 AVALIACAO COMPLEMENTAR DA SELETIVIDADE

Foi realizado um experimento para investigacdo de potenciais eventos
interferentes. Primeiramente, seis diferentes eventos de milho foram analisados para
pesquisa do gene RR® utilizando a Nested PCR, sendo estes: Btll a 5 %, MON 810
a5 %, GA21 a5 %, NK603 a 5 %, TC1507 a 10 % e Btl76 a 2 % (as concentracdes
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diferiram devido as concentracbes dos MRC disponiveis). Os fragmentos da

construcdo génicas dos milhos GM estéo listados na Figura 13.

Btll

CaMV 35S cry1A(b) T-NOS | CaMV 35S | pat T-NOS

MONS810

CaMV 35S hsp70 crylA(b)

GA21

r-actinl OTP mEPSPS T-NOS

NK603

r-actinl | CTP2 | CP4EPSPS | T-NOS | CaMV 35S | CTP2 | CP4 EPSPS | T-NOS r-actinl

TC1507

CrylF | Regido | ublzM | CrylF | ORF25 | CaMV 35S pat | T35S | ORF25 Regido pat

homéloga homéloga

Bt176

P-PEPC crylA(b) | PECP9 T35S

Figura 13. Representacdes esquematicas das construcfes genéticas presentes nos
eventos de milho geneticamente modificados Bt11l, MON810, GA21, NK603, TC1507
e Bt176.

Adaptado de YANG et al. (2007), DINON (2011) € GMDD (2013).

Os elementos em comum a soja RR® sdo: promotor e terminador para o
milho Btll, promotor para o milho MONS810, terminador para o milho GAZ21,
sequéncia CP4EPSPS e terminador para o milho NK603, promotor para o milho

Tc1507 e promotor para o milho Bt176.
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Para uma investigacao mais aprofundada foram selecionados os milhos Btl1l
e GA21. O efeito dos interferentes selecionados sobre a seletividade do método foi
investigado por meio da analise de amostras formuladas de forma a se obter os
interferentes, na presenga e na auséncia do evento alvo, conforme representado na
Figura 14. A concentracdo de soja RR® selecionada correspondeu a 0,030 %,
menor nivel com 100 % de TCF na etapa anterior da validacdo. A concentracdo dos
interferentes foi relevante para ocasionar alteracdo na identificacdo do analito, ou
seja, 2,0 %, que foi definido em funcéo da concentracdo dos MRC disponiveis e de
suas quantidades. Os extratos de DNA das amostras foram quantificados pela
técnicas de eletroforese e fluorimétrica e, a partir desta etapa, foram realizadas duas

Nested PCR, uma para cada replicata de amostra, totalizando 80 ensaios.



Seletividade — interferentes

Bateria 4 — Analistas 1,2 ou 3

Bateria 5—Analistas 1,2 ou 3

de 100% de
confiabilidade
+ Btl1l

N

1..10

Gel Fluarimetria

Analito em nivel

Branco + Bt11

Gel

Gel Fluorimetria

Analito em nivel
de 100% de
confiabilidade
+ GA21

Branco + GA21

.. 10 1..

|
L

Fluarimetria

-+

Gel Fluorimetria
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Baterias e
analistas

Niveis de
concentracdo

Replicatas
verdadeiras

Quantificacdo

de DNA -

Nested PCR

Figura 14. Representacdo esquematica do delineamento experimental proposto

para avaliacdo complementar da seletividade (na presenca de interferentes).

As amostras foram preparadas da seguinte forma: aliquotas de 80 mg de
milho Bt11 (5 %) e 6 mg de soja RR® (1,0 %) foram adicionados de 114 mg de soja

100 % convencional, correspondendo a amostras contendo 0,030 % de soja RR® na

presenca de 2,0 % de milho Btll. Nas amostras brancas, aliquotas de 80 mg de

milho Btll (5 %) foram adicionadas de 120 mg de soja 100 % convencional,

correspondendo a amostras contendo 2,0 % de milho Btl1l. O mesmo procedimento
foi adotado para o milho GA21 (Tabela 13).
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Tabela 13. Concentracbes das amostras formuladas e respectivas massas do
material de referéncia certificado de milho geneticamente modificado, material de

referéncia de soja Roundup Ready® e de soja 100 % convencional

Concentracdo Concentracéo Massa do Massa de soja  Massa do

0
Formulacbes  de milho GM de sojaRR®na MRC de milho 100 % | MRC de®
na amostra (%) amostra (%) GM 5 % (mg) convenciona sojaRR
(mg) 1% (mg)
Milho Bt11 + Soja
) 2,0 - 80 120 -
convencional
Milho Bt1l1l + Soja
RR® + Soja 2,0 0,03 80 114 6
convencional
Milho GA21 +
) . 2,0 - 80 120 -
Soja convencional
Milho GA21 +
Soja RR® + Soja 2,0 0,03 80 114 6

convencional

GM: geneticamente modificado; MRC: material de referéncia certificado; RR®: Roundup Ready®

As amostras foram preparadas e analisadas aleatoriamente, em uma Unica
bateria analitica, sendo 10 replicatas por nivel. As amostras foram cegas para o

analista.

Na andlise de dados, foi feita a avaliacdo da alteracdo na TCF do método

devido a presenca do interferente, ou seja, na alteracdo das taxas de falsos
resultados, adotando-se como critério uma TCF minima de 90 %.

4.7.4 AVALIACAO DA ROBUSTEZ

O delineamento experimental para o estudo da robustez foi o experimento
fatorial completo. Neste caso, foram realizados ensaios com amostras formuladas na
concentracdo de soja RR® de 0,030 %, menor nivel com 100 % de TCF na etapa
anterior da validagéo, sob diferentes condi¢cfes experimentais, sendo um minimo de

10 replicatas verdadeiras por condicdo. O esquema de um delineamento
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experimental fatorial completo para dois fatores e trés niveis esta representado na

Figura 15, totalizando 120 ensaios nestas etapa da validacéo.

Robustez— analito em nivel com 100% de confiabilidade

Balerias e
analistas
Nivel 1 Nivel 2 Fator 1
Fator 2
Niveis de
concentracdo
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

TT ‘ ‘ ‘ ‘ Replicatas

verdadceiras

210 1..10 1.

%L

Gel Fluorimetria

Quanlificaczo
de DNA
Nesled PCR

Gel uorimetria

Flunrimetria  Gal Fluorimetria Fluorimziria Gel Flunrimetria

Figura 15. Representacdo esquematica de delineamento experimental fatorial 2x3
para avaliacdo da robustez, em um nivel de concentracdo com 100% de

confiabilidade.

Um dos fatores escolhidos para avaliar a robustez foi a marca da Tag DNA
Polimerase. A Taqg DNA polimerase é a catalisadora da extensao dos iniciadores. Ela
€ uma molécula termoestavel e para muitos ensaios a quantidade otima esta entre
0,5 e 2,5 unidades. O aumento da concentracdo pode resultar na reducdo da
seletividade (CURY, FURUSE & ARAUJO, 2005). Assim, foram escolhidas duas
marcas de Taq DNA Polimerase: A e B.

O outro fator escolhido foi a concentracdo de DNA alvo. A proporcéo
iniciador/molde influencia significantemente a PCR e deve ser otimizada. Para uma

PCR o6tima é necesséaria uma baixa concentracdo de DNA. O excesso de molde
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pode favorecer o anelamento das duas fitas do molde, mais do que seu anelamento
com o par de iniciadores e ird também aumentar a chance de formacéo de produtos
ndo-especificos. Entretanto, com pouca quantidade de molde, as sequéncias
complementares poderdao ndo se encontrar com os iniciadores (CURY, FURUSE &
ARAUJO, 2005). Assim, foram escolhidas trés concentra¢des de DNA alvo: 25, 50 e
75 ng/uL.

As amostras foram preparadas e analisadas aleatoriamente, em uma Unica
bateria analitica, sendo 10 replicatas por condicdo. As amostras foram cegas para o

analista.

No caso de métodos sensoriais, como kits ou os de simples observacao
visual, o efeito dos fatores estudados € avaliado pela alteracdo na TCF. Na
avaliacdo da robustez do método, considerou-se efeito significativo dos fatores
estudados sobre o desempenho do método nos casos em que a TCF foi menor que
90 %.

4.8. COMPARACAO DAS FORMAS DE LEITURA DOS
RESULTADOS

Os resultados das quantificacbes foram tabulados para posterior analise
estatistica conforme estabelecido no procedimento delineado. A comparacédo entre
as técnicas de quantificacéo por eletroforese em gel de agarose e por fluorimetria foi
feita pela aplicacdo do teste de t emparelhado as TFN obtidas nos diferentes niveis
de concentragdo, com um nivel de significancia de 5 %. As duas técnicas também
foram comparadas em funcdo do desempenho apresentado para os diferentes
parametros da validagéo.

4.9. APLICACAO DO METODO

As etapas de preparo e processamento das amostras, bem como os
procedimentos analiticos foram conduzidos em cabines de protecdo bioldgica,

devidamente desinfetadas com solucdo de alcool etilico 81 °GL, por analistas
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devidamente treinados, paramentados e utilizando equipamentos de protecéo
individual adequados (jalecos e luvas descartaveis), visando evitar a contaminacao

das amostras.

O preparo e a trituracdo das amostras foram realizados no Servico de
Gerenciamento de Amostras da FUNED, sob rigorosas condicdes. A limpeza da
embalagem da amostra foi realizada com auxilio de gaze embebida em alcool etilico
a 70 %, deixando secar antes de abrir. Apds abertura das amostras, estas foram
transferidas para sacos plasticos de primeiro uso e homogeneizadas manualmente.
Em moinho exclusivo para moagens de grdos, empregando peneira de 20/30 mesh
e crivo circular, uma fracdo da amostra foi triturada e desprezada, visando ambientar
0 equipamento. Um saco plastico foi, entdo, amarrado e devidamente ajustado na
saida do moinho. Pequenas quantidades da amostra foram trituradas e, ao final
desse procedimento, novamente homogeneizadas. Todas as partes removiveis do
moinho, bancadas, pincéis e espatulas foram lavadas com detergente neutro e agua
corrente, sendo borrifadas com alcool etilico a 70 % para a secagem completa das
mesmas. As amostras foram enviadas, juntamente com a embalagem original, ao

LBM/DIVISA para realizacdo das analises.

As amostras foram analisadas em triplicata pelo método validado, sendo
adotado o0 seguinte critério de interpretacdo dos resultados: i) para trés replicatas
positivas o resultado seria positivo, ii) para trés replicatas negativas o resultado seria
negativo, e iii) para uma ou duas replicatas positivas o resultado seria dado como
indeterminado. Caso as amostras apresentassem resultado indeterminado, as
analises seriam repetidas desde a extracdo. Caso o0 resultado permanecesse

indeterminado, o resultado seria considerado como abaixo do LD.

Posteriormente, a quantificagdo das amostras positivas foi realizada pela
técnica de PCR em Tempo Real TagMan®, avaliando a conformidade com o limite
estabelecido pela legislacdo. A analise foi realizada no equipamento termociclador
Realplex utilizando o TagMan GMO Soy 35S Detection Kit, que apresenta como
alvos os genes da lectina e do promotor 35S em uma reacao de PCR multiplex. As
condicbes de amplificacdo e concentracdes dos reagentes foram realizadas

conforme recomendacdes do fabricante. O célculo das concentracdes de soja GM
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nas amostras foi baseado na comparacdo da curva de amplificacdo da amostra
analisada com a curva de calibragdo gerada com MRC de soja RR® nas

concentracdes de zero a 5 %.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. VALIDACAO

5.1.1 TESTES PRELIMINARES

Nos testes preliminares, as andlises das amostras brancas resultaram em
TST e TCF de 100,0 % e TFP nula, indicando que o método ¢é seletivo para deteccdo
de soja RR® em grdos de soja, com relacdo aos interferentes da matriz. TFN variou
entre 0,0 e 80,0 %, resultando em TSB e TCF entre 100,0 e 20,0 %, os quais
sinalizaram uma adequada sensibilidade do método para a detec¢do do evento na
faixa de concentracdo investigada. Os valores obtidos para TFN, TSB e TCF, em
cada nivel estudado, estdo apresentados na Tabela 14. Tais resultados sugeriram
que ndo seria necessario alterar a faixa de concentracdo nas etapas subsequentes

da validacao.

Tabela 14. Taxas falso-negativos, de sensibilidade e de confiabilidade obtidas, sob
condicBes de precisdo intermediaria, em diferentes niveis de concentracdo de soja

Roundup Ready®, nos testes preliminares

Parametro da Validagéo (%)

Nivel de Soja RR® (%) TEN TSB TCE
0,000 - - 100,0
0,001 80,0 20,0 20,0
0,002 80,0 20,0 20,0
0,003 70,0 30,0 30,0
0,005 60,0 40,0 40,0
0,010 40,0 60,0 60,0
0,030 0,0 100,0 100,0

TFN = taxa de falso-negativos, TSB = taxa de sensibilidade, TCF = taxa de confiabilidade.
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5.1.2 TAXAS, REGIAO DE PERDA DE CONFIABILIDADE, LIMITE DE
DETECCAO, ACORDANCIA E CONCORDANCIA

Os resultados obtidos para soja RR®, por nivel de concentracdo, em cada
bateria analitica, considerando as duas formas de quantificacdo de DNA estudadas

estdo apresentados na Tabela A.1 do Apéndice.

Na Figura 16 encontra-se representado um resultado tipico da Nested PCR

encontrado no processo de validacao.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

e |

R

Figura 16. Resultado da Nested PCR para deteccdo do evento Roundup Ready®

nas amostras cegas do processo de validagdo. Canaleta 1. padrdao 123 pb
(Invitrogen); canaleta 2 e 3: nivel 0; canaleta 4 e 5: nivel 1 (0,001 %); canaleta 6 e 7:
nivel 2 (0,005 %); canaleta 8 e 9: nivel 3 (0,010 %); canaleta 10 e 11: nivel 4
(0,015 %); canaleta 12 e 13: nivel 5 (0,020 %); canaleta 14 e 15: nivel 6 (0,025 %);
canaleta 16 e 17: nivel 7 (0,030 %); canaleta 18 e 19: nivel 8 (0,035 %); canaleta 20
e 21: nivel 9 (1,000 %); canaleta 22: controle positivo; canaleta 23: controle negativo

da extracdo; canaleta 24: controle negativo da reacao.

5.1.2.1 TAXAS

A andlise das amostras brancas apresentou TFP nula e 100% de TST e TCF,
para as duas formas de quantificacdo de DNA, indicando a seletividade do método e
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auséncia de interferéncia dos componentes da matriz soja na detec¢do do evento.
Os valores de TFN, TSB e TCF, para as duas formas de quantificacdo de DNA

investigadas sao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Taxas falso-negativos, de sensibilidade e de confiabilidade obtidas, sob
condi¢cBes de precisdo intermediaria, em diferentes niveis de concentragdo de soja

Roundup Ready®

Parametro da Validac&o (%)

Eletroforese em gel

Fluorimetria
de agarose

Nivel de Soja RR® (%)

TEN TSB TCF TEN TSB TCF

0,000 - - 100,0 - - 100,0
0,001 76,7 23,3 23,3 70,0 30,0 30,0
0,005 26,7 73,3 73,3 16,7 83,3 833
0,010 20,0 80,0 80,0 10,0 90,0 90,0
0,015 6,7 93,3 93,3 3,3, 96,7 96,7
0,020 6,7 93,3 93,3 3,3 96,7 96,7
0,025 6,7 93,3 93,3 6,7 93,3 933
0,030 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0
0,035 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0
1,000 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0

TFN = taxa de falso-negativos, TSB = taxa de sensibilidade, TCF = taxa de confiabilidade.

Para a soja RR®, entre os niveis 0,001 e 0,025 %, foram obtidos valores de
TFN entre 76,7 e 6,7 % na quantificacao por eletroforese em gel de agarose e entre
70,0 e 6,7 % na quantificacdo por fluorimetria. Assim, TSB e TCF variaram entre
23,3 e 93,3 % e entre 30,0 e 93,3 %, respectivamente. Em ambas as técnicas de
quantificacdo de DNA, 100,0 % de resultados positivos foram obtidos para todos os

niveis acima de 0,030%. Estes resultados indicaram sensibilidade para deteccéo do
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evento alvo, mesmo em concentracdes significativamente inferiores aquelas
preconizadas pela legislacéo brasileira e internacional, com melhor desempenho da

fluorimetria em relacéo a eletroforese.

LIPP et al. (1999) validaram, interlaboratorialmente, um método para deteccdo
de soja e milho em p6 GM. A soja RR® foi analisada por meio da presenca de dois
elementos - promotor CaMV 35S e terminador T-NOS. Quatro niveis (0,0; 0,1; 0,5 e
2,0 %) foram avaliados, em quadruplicata, por 25 laboratérios. TST de 100% foi
obtida para T-NOS e de 97,9 % para CaMV 35S, sendo os casos de falso-positivos
atribuidos pelos autores a provaveis contaminacfes. TSB variou entre 92,8 e 100 %
para T-NOS e entre 94,9 e 100% para CaMV 35S.

Em estudo posterior, LIPP et al. (2001) validaram, também em processo
interlaboratorial, um método para deteccdo de OGM em varias matrizes alimenticias.
As amostras foram preparadas com 0, 2, 10 e 100 % de soja RR® e milho Bt 176. A
soja RR® foi analisada em relacdo a presenca do promotor CaMV 35S e do
terminador T-NOS. 23 laboratorios participaram do estudo. TST entre 96,3 e 100 %
para T-NOS e entre 93,3 e 96,9 % para CaMV 35S. As TSB obtidas para T-NOS
variaram de 96,4 a 100 % e para CaMV 35S de 96,7 a 100 %.

LEIMANIS et al. (2008) validaram um método de triagem para deteccéo e
identificacdo de OGM baseado na PCR multiplex acoplada a um microensaio de
hibridizagao direta dos amplicons. O estudo foi realizado com 12 laboratorios, sendo
analisadas 36 amostras, representando 6 niveis de material GM (0,045; 0,1; 0,5; 1,0;
2,0 e 5,0 %) e cinco variedades de DNA (milho Bt 176, milho MON810, milho Bt11,
soja RR® e uma espécie ndo GM), sendo que a soja RR® foi avaliada nos niveis
0,045; 0,1; 0,5 e 1,0 %, além do branco. As sequéncias alvo analisadas para a soja
RR® foram o promotor CaMV 35S, terminador T-NOS e a sequéncia especifica
EPSPS. Para todas as sequéncias e todas as concentracdes avaliadas foi obtida
TCF de 100 %.

Dois estudos de validacao qualitativa interlaboratorial para deteccdo de soja
RR® em biscoitos de soja, compreendidos no compéndio do JRC (2011), avaliaram
trés niveis de concentracdo (0, 2 e 10 %), em duplicata, sendo um estudo para a

presenca do promotor CaMV 35S e outro do terminador T-NOS. As TST obtidas
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foram de 93 % para CaMV 35S e 100 % para T-NOS, sendo que a TSB variou entre
97 e 100 %.

Outros trés estudos de validagao colaborativa do compéndio do JRC (2011)
avaliaram duas concentracdes de soja RR® (0 e 100 %) em soja, em quintuplicata. A
presenca do promotor CaMV 35S, do terminador T-NOS e a jun¢éo entre promotor e
a sequéncia CTP foram analisadas separadamente em cada estudo. As TST e TSB

obtidas nos trés estudos foram iguais a 100 %.

A deteccédo da juncdo entre o promotor CaMV 35S e a sequéncia CTP em
farinha de soja também foi validada em estudo do compéndio do JRC (2011), sendo
quatro concentracfes diferentes (0; 0,1; 0,5 e 2 %), em duplicata. Foram obtidas
TST de 100 % e TSB de 100 % para todas as concentracdes avaliadas. O namero
de laboratorios participantes néo foi informado para nenhum dos estudos, ndo sendo
possivel estimar o numero de replicatas analisadas em cada nivel de concentracao

investigado.

KODAMA et al. (2012) validaram, interlaboratorialmente, um método
qualitativo para deteccédo de soja RR®. 14 laboratérios participantes analisaram dois
niveis de concentracdo (0,05 e 0,1 %) de soja RR®, mais o branco, em sextuplicata.
Foi obtida TST igual a 100% e TSB entre 94% e 97,6%.

Nas validacdes interlaboratoriais abordadas, menos niveis de concentracdo
foram investigados em relacéo ao presente trabalho, possivelmente pelas limitacbes
na organizacdo de validagcBes por processos colaborativos, como o preparo e
avaliacdo de cada material quanto a homogeneidade e estabilidade. Também, os
niveis de concentracdo selecionados foram superiores ou concentraram-se no
extremo superior da faixa coberta neste estudo, o que justifica uma menor variacédo
na TSB. Destaca-se, contudo, o melhor desempenho do método validado no
presente trabalho, visto que acima de 0,030 % a TSB foi de 100,0 %, além do fato

de ndo ter ocorrido nenhum caso de resultado falso-positivo.

Desempenho similar ao obtido no presente trabalho foi alcancado por
SIERADZKI, MAZUR & KWIATEK (2008), que estudaram, em processo
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intralaboratorial, um Gnico nivel de concentracdo (0,1 % de soja RR®), com 20

replicatas, apresentando TFN igual a 0 %.

Alguns estudos de validagdo intralaboratorial de método qualitativo para
deteccdo de soja RR® em alimentos discutem sobre sensibilidade e seletividade,
mas nao apresentam estimativas das taxas (MEYER & JACCAUD, 1997,
MARCELINO, GUIMARAES & DE-BARROS, 2008; BAHRDT et al., 2010; MANO et
al., 2012).

O numero de analises indicado na validacdo qualitativa varia entre os autores,
havendo consenso de que um numero significativo de ensaios aleatorios €
necessario para avaliar os parametros de desempenho do método. Nos documentos
do EURACHEM (1998), PULIDO et al. (2003) e RIOS et al. (2003) sugere-se
analisar cinco niveis, sendo 10 replicatas por nivel. SIMONET, RiOS & VALCARCEL
(2004) indicam selecionar niveis levemente abaixo do limite de corte ou threshold
selecionado, com um total de 30 replicatas por nivel. CARDENAS & VALCARCEL
(2005) sugerem analise aleatoria de um grande numero de amostras (n>30)
conhecidas (MRC ou amostras brancas contendo o analito em diferentes niveis de

concentracéo).

5.1.2.2 REGIAO DE PERDA DE CONFIABILIDADE E LIMITE DE DETECCAO

Na regressdo logistica, niveis correspondentes aos intervalos de
probabilidade de 0,01 a 0,20 e de 0,80 a 0,99, onde ha inflexdo da curva, exercem
maior influéncia na constituicdo da mesma (ELLISON & FEARN, 2005). Assim, para
construcdo das curvas de desempenho e estimativa da RPC e LD foram
considerados somente 0s niveis igualmente espacados dentre os estudados, ou
seja, de 0,000 a 0,035 % de soja RR®.

Foram testadas as funcbGes de regressdo nédo linear Logito, Probito e
Gompertz. Melhor ajuste, apds tratamento de outliers pelo teste do residuo
padronizado Jacknife, foi obtido para a regressédo de Gompertz, para as duas formas
de quantificacdo. Os critérios adotados para escolha do melhor ajuste foram: i)
maiores coeficientes de determinacédo (R?), e ii) perfis ndo tendenciosos dos graficos
de residuos.
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Observou-se que os valores de R? foram préximos para todas as fungées, em
ambas as formas de quantificacdo. Contudo, para Logito houve tratamento de dois
outliers na eletroforese e de um na fluorimetria. Para a fungdo Probito, houve
deteccdo de um outlier na eletroforese e de dois na fluorimetria, com indicacao de
um terceiro outlier, que ndo pdde ser retirado devido a restricdo de remocdo maxima
de 22 % dos dados (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005). Considerando o modelo de
Gompertz, ndo houve indicacdo de outliers para nenhuma forma de quantificagéo.
Além disto, pela inspecao visual dos gréficos de residuos, observou-se um perfil

menos tendencioso desta funcdo em relacdo as demais (Figuras 17 e 18).
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Figura 17. Gréficos exploratorios dos residuos (ei) dos ajustes polinomiais obtidos
pelas funcbes de Logito (a), Probito (b) e Gompertz (c) para soja RR® na
quantificacdo de DNA por eletroforese em gel de agarose, incluindo os respectivos
coeficientes de determinacéo (R?) e outliers diagnosticados (H).
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Figura 18. Gréficos exploratorios dos residuos (ei) dos ajustes polinomiais obtidos
pelas funcbes de Logito (a), Probito (b) e Gompertz (c) para soja RR® na

quantificacdo de DNA por fluorimetria, incluindo os respectivos coeficientes de
determinacéo (R?) e outliers diagnosticados (M).
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As curvas de desempenho, respectivas equacdes, RPC e LD obtidos para as
duas formas de quantificacdo de DNA pesquisadas, encontram-se ilustradas na
Figura 19. Conforme ilustrado na Figura 19 a, para estimativa da RPC relativa a
quantificacdo por eletroforese em gel de agarose, foram obtidos valores 0,94; 0,92 e
443,32 para 0os parametros da regressao a, b e ¢ da Equacéao 8, respectivamente. A
RPC foi estimada entre os niveis de concentracdo -0,0004 e 0,0070 % de soja RR®,
considerando-se porcentagens de resultados positivos de 5e 95 %,
respectivamente. O valor negativo obtido para o limite inferior da RPC, indica que
este ndo difere de zero. O LD foi estimado em 0,007 %, coincidente com o limite
superior da RPC (GONDIM, 2012).

Pela curva de desempenho da quantificacao fluorimétrica, ilustrada na Figura
19 b, foram estimados os valores para os parametros a, b e ¢ da Equacao 8,
respectivamente, 0,96; 0,95 e 653,22. Considerou-se também as porcentagens de 5
e 95 % de resultados positivos, estimando-se a RPC entre os niveis de concentracdo
-0,0002 e 0,0050 % de soja RR®, sendo este Ultimo correspondente ao LD.

Desta forma, os valores dos LD obtidos em ambas as formas quantificacao
foram inferiores aos limites preconizados na legislacdo brasileira. Cumpre destacar
gue tais limites encontraram-se abaixo até mesmo dos limites mais rigorosos como o
regulamentado pela Suica (0,1 %).

Os valores de LD estimados por regressédo nao-linear ndo coincidiram com os
niveis correspondentes as taxas da sensibilidade e confiabilidade reportados na
tabela de contingéncia (Tabela 15), préximos a 95 %. Isto porque, neste caso, a
estimativa do limite baseada na analise das taxas de sensibilidade na referida tabela
foi influenciada por um valor disperso. O ponto correspondente ao nivel de 0,010 %
de soja RR® foi indicado como outlier nos modelos alternativos de Probito e Logito,
para ambas as formas de quantificagdo. Apesar deste ponto n&o ter sido indicado
como outlier no modelo de Gompertz, observou-se que 0 mesmo néo se apresentou
bem ajustado ao modelo. Assim, considerou-se como mais apropriada a estimativa
dos LD pelo modelo, o qual compila todas as observacbes experimentais e nao

somente a inspecao de pontos especificos da tabela, os quais podem ser dispersos.
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Figura 19. Resultados experimentais (e) e curvas de desempenho (—),com

respectivas equacbes obtidos por regressdao nao linear de Gompertz nas

quantificacoes de DNA por eletroforese em gel de agarose (a) e fluorimetria (b).

N&o ha evidéncia na literatura de nenhum trabalho de validacdo de método
gualitativo de escopo similar, com a abordagem atualizada de estimativa de
incerteza de medicao pela RPC, conforme apresentado no presente estudo. Os
trabalhos de validacdo de métodos qualitativos desenvolvidos por MEYER &
JACCAUD (1997), LIPP et al. (1999), LIPP et al. (2001), TAVERNIERS et al. (2001),
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LEIMANIS et al. (2008), MARCELINO, GUIMARAES & DE-BARROS (2008),
SIERADZKI, MAZUR & KWIATEK (2008), BAHRDT et al. (2010), JRC (2011),
KODAMA et al. (2012) e MANO et al. (2012) n&o incluiram o estudo da RPC.

No estudo de MEYER & JACCAUD (1997) um método para deteccdo de soja
RR® em alimentos derivados de soja através da Nested PCR foi validado. A
quantificacdo foi realizada por eletroforese em gel de agarose. O LD de 0,0001 % de
soja RR® foi determinado por diluicdes seriadas de um isolado proteico com 10 % de
soja RR® em isolado proteico de soja convencional. Contudo, ndo foram
apresentados dados do delineamento experimental, como o numero de replicatas

estudadas para cada nivel de dilui¢ao.

LIPP et al. (1999) definiram como LD o menor nivel de concentracdo para o
qual foi obtida TSB préxima de 100 %, correspondente a 0,5 % de soja RR®.

TAVERNIERS et al. (2001) realizaram duas diluicbes seriadas a partir de um
extrato de DNA de soja RR® 5 %. O critério escolhido foi a menor concentracéo que
apresentasse resultado positivo. O resultado foi expresso em numero de cépias do
gene RR®. Para os dois sistemas evento-especificos estudados, cinco cépias do
gene RR® foram detectadas em 100 pg de DNA da soja, o que equivaleria a um LD
de 0,06 %.

LEIMANIS et al. (2008) determinaram o LD em um estudo que envolveu 4
niveis de concentracdo de soja RR®, mais o branco, com 33 replicatas por nivel,
analisadas por 5 laboratorios. O LD foi estabelecido como a menor concentracéo
gue forneceu uma TCF acima de 95 %. Assim, foram obtidos LD de 0,045 % para o

promotor CaMV 35S e terminador T-NOS e de 0,5 % para a sequéncia EPSPS.

No trabalho de MARCELINO, GUIMARAES & DE-BARROS (2008) foram
utilizadas duas concentracées de RR® (0,5 e 5%). Os extratos obtidos foram
diluidos para 1000; 500; 200; 100; 10; 0,1 e 0,01 ng e analisados em duplicata. O LD
foi considerado como a menor concentragdo de DNA que amplificasse o fragmento
de tamanho esperado no gel de agarose nas duas repeticdes. Nas amostras

contendo 0,5 % de soja RR® considerou-se como LD 10, 500 e 500 ng e nas
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amostras contendo 5 % os LD foram 1, 100 e 100 ng para a sequéncia CP4 EPSPS,

promotor CaMV 35S e terminador T-NOS, respectivamente.

SIERADZKI, MAZUR & KWIATEK (2008) determinaram o LD, em triplicata,
analisando 50, 20 e 10 cépias de DNA alvo, por reacdo. Os LD obtidos para o
promotor CaMV 35S, terminador T-NOS e gene de construcdo especifica RR® foi de
10 copias, correspondendo a 0,03 % de soja RR®. Contudo, néo foi informado o

critério de aceitacdo para nenhum dos parametros avaliados.

BAHRDT et al. (2010) obtiveram um LD menor do que 10 copias de DNA alvo

no ensaio hexaplex.

KODAMA et al. (2012) avaliaram dois niveis de concentracdo de soja RR®
(0,05 e 0,1 %), mais o branco, em sextuplicata. Foi utilizado o critério que define o
LD como sendo o menor nivel de analito em que se observou TFN menor que 5 %,
com desvio padrdo da reprodutibilidade (CON) menor ou igual a 33%. O LD

estimado foi de 0,1 %

MANO et al. (2012) estudaram as concentracédo de soja RR® de 0,05 e 0,1 %,
em triplicata, sendo que os extratos foram submetidos a 7 andlises de PCR,
correspondendo a um total de 21 resultados por amostra. O critério utilizado foi o
mesmo reportado por KODAMA et al. (2012), obtendo-se um LD de 0,05 %.

Apenas um dos estudos relacionados apresentou LD menor que o obtido no
presente trabalho e todos os demais reportaram valores de LD superiores. Contudo,
ndo foi possivel estabelecer um pardmetro para comparacéo, visto que diferentes
nameros de replicatas, delineamentos experimentais e critérios foram utilizados. O
critério adotado por LEIMANIS et al. (2008), KODAMA et al. (2012) e MANO et al.
(2012) foi similar ao adotado no presente estudo — LD correspondente a uma TCF e
TSB de 95 %, ou seja, a uma TFN de 5 %. Porém, a forma de estimar o LD pelos
referidos autores nao foi a mesma. A estimativa do LD adotada representa a atual
tendéncia na validacdo de provas qualitativas, a qual permite a obtencdo deste
parametro a partir de um modelo de regressdo, que € estimado com um ndamero

significativo de determinagdes, 270 neste caso.
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Nos trabalhos de LIPP et al. (2001) e nos estudos de validacdo do compéndio
do JRC (2011) nao foi abordada a determinacgéo do LD.

5.1.2.3 ACORDANCIA E CONCORDANCIA

No nivel de 1% de soja RR® foram obtidas ACO e CON satisfatérias para

ambas as formas de quantificacdo dos resultados positivos.

Na Figura 20 encontram-se representacdes graficas dos valores de ACO
obtidos nas quantificacbes por eletroforese em gel de agarose e fluorimetria dos
resultados em fungéo da concentragdo de soja RR®. Os niveis estudados externos a
RPC, para quantificacdo por gel de agarose (Figura 20 a), foram 0,010; 0,015;
0,020; 0,025; 0,030; 0,035 %, nos quais a ACO variou entre 0,53 e 1,0. Valores de
ACO maiores ou iguais a 0,95, ou seja, dentro dos critérios de aceitabilidade, foram
obtidos nos niveis 0,0; 0,010; 0,015; 0,020; 0,025; 0,030; 0,035 %, para a bateria
analitica 3. Para as baterias analiticas 1 e 2, somente foram aceitaveis os valores de
ACO calculados a partir do nivel 0,030 %, além do nivel 0 %. Assim, CON adequada
(maior ou igual a 0,95) somente foi alcangcada nos niveis 0,0; 0,030 e 0,035 %
(Figura 21 a).

Considerando a quantificagdo fluorimétrica, os niveis estudados externos a
RPC foram 0,010; 0,015; 0,020; 0,025; 0,030; 0,035 %, que apresentaram ACO
entre 0,64 e 1,0 (Figura 20 b). A partir do nivel 0,015 %, foram obtidos valores de
ACO iguais a 1,0 para a bateria analitica 3. Para a bateria analitica 2, valores de
ACO iguais a 1,0 foram obtidos a partir do nivel 0,020 % e para a bateria analitica 1,
a partir do nivel 0,030 %. Assim, CON maior ou igual a 0,95 somente foi alcancada
nos niveis 0,0; 0,030 e 0,035 % (Figura 21 b).

De modo geral, para ambas as formas de quantificacdo, o comportamento da
ACO e CON do meétodo foi influenciado pela concentracdo dos analitos, conforme
previsto por ELLISON & FEARN (2005). Alem disso, foi observado o comportamento
esperado para ACO numa mesma bateria analitica de declinio dos valores até um

valor intermediario da RPC e, a partir desse ponto, aumento nos valores de ACO até
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o valor maximo de 1,0. Tais parametros indicam se o0 método utilizado é
suficientemente “padronizado” (LANGTONN et al., 2002).

O unico trabalho da literatura de escopo similar que envolveu estudos de ACO
e CON foi o de KODAMA et al. (2012). Os valores de ACO e CON obtidos para
0,05 % de soja RR® foram 0,88 e 0,89 e para 0,1 % de soja RR® 0,96 e 0,95,
respectivamente. No presente trabalho, ACO e CON de 1,0 foram obtidas em niveis
inferiores de concentracéo, caracterizando melhor precisdo. Uma justificativa para os
menores valores de CON obtidos no estudo de KODAMA et al. (2012) é o fato deste
ter sido estruturado em um estudo colaborativo, para o qual se espera maior

variabilidade.

Estudos de MEYER & JACCAUD (1997), LIPP el al. (1999), LIPP et al.
(2001), TAVERNIERS et al. (2001), LEIMANIS et al. (2008), MARCELINO,
GUIMARAES & DE-BARROS (2008), SIERADZKI, MAZUR & KWIATEK (2008),
BAHRDT et al. (2010), JRC (2011) e MANO et al. (2012) ndo envolveram o estudo
de precisdo — ACO e CON — aplicavel as provas qualitativas.
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Figura 20. Valores de acordancia em fung¢do das concentra¢des estudadas de soja
RR®, com destaque para os niveis externos a regido de perda de confiabilidade
(area sombreada) — quantificacdo por eletroforese em gel de agarose (a) e

fluorimetria (b).
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Figura 21. Valores de concordancia em funcdo das concentracfes estudadas de
soja RR®, com destaque para os niveis externos a regido de perda de confiabilidade
(area sombreada) - quantificacdo por eletroforese em gel de agarose (a) e

fluorimetria (b).
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5.1.2.4 RASTREABILIDADE METROLOGICA

Tanto na validacdo de métodos quanto na estruturacdo de procedimentos de
controle de qualidade analitico sdo necesséarios elementos de referéncia que

assegurem a rastreabilidade das grandezas basicas relevantes.

Neste estudo, a rastreabilidade metrolégica foi assegurada pelo emprego de
equipamentos calibrados por laboratérios acreditados e pelo uso de MRC. A mesma
conduta foi adotada nas pesquisas de LIPP et al. (1999), TAVERNIERS et al. (2001),
LEIMANIS et al. (2008), MARCELINO, GUIMARAES & DE-BARROS (2008),
SIERADZKI, MAZUR & KWIATEK (2008), BAHRDT et al. (2010) e em quatro das
seis validac6es do compéndio do JRC (2011). No entanto, tais materiais ndo foram
utilizados em diversos trabalhos de validacdo de escopo similar ao do presente
trabalho, como MEYER & JACCAUD (1997), LIPP et al. (2001), duas das seis
validacfes do compéndio JRC (2011), KODAMA et al. (2012) e MANO et al. (2012).

5.1.3 AVALIACAO COMPLEMENTAR DA SELETIVIDADE

Os resultados da investigacdo inicial com os seis eventos de milho foram

todos negativos, como mostrado na Figura 22.
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Figura 22. Deteccdo de milho por Nested PCR. Canaleta 1: padrédo 123 pb
(Invitrogen); canaleta 2: milho Bt 11(5 %); canaleta 3: milho MON 810 (5 %);
canaleta 4: milho GA21 (5 %); canaleta 5: milho NK603 (5 %); canaleta 6: milho
TC1507 (10 %); canaleta 7: milho Bt176 (2 %); canaleta 8: controle positivo (soja
RR® 5 %); e canaleta 9: controle negativo da reacéo.

Os resultados obtidos na avaliacdo da seletividade com os milhos
selecionados Btll e GA21 indicaram que nado houve efeito supressor nem
potencializador destes na deteccdo de soja RR®, considerando as duas formas de
quantificacdo de DNA avaliadas. Isto porque néo foi observada variagdo maior que
5% nas TCF (GONDIM, 2012). Assim, ndo houve alteracdo na TFP para as
amostras brancas e na TFN para amostras adicionadas de soja, quando as mesmas
estavam na presenca dos dois tipos de milho. Consequentemente, ndo houve
variacdo nas TCF, que permaneceram em 100 %, em todos os casos. Desse modo,
concluiu-se pela seletividade do método para deteccéo de soja RR® em relacdo aos

potenciais interferentes milho Btll e GA21 (Tabela 16).
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Tabela 16. Taxas de falso-positivos, de falso-negativos e de confiabilidade obtidas
para amostras brancas e adicionadas de soja Roundup Ready®, em nivel com 100 %

de confiabilidade, na presenca de milho Btll e GA21

Concentrag&o Eletroforese em gel de agarose Fluorimetria
TFP TFN TCF TFP TFN TCF
Milho Bt11 (2,0%) 0 - 100 0 - 100
Milho Bt11 (2,0 %)
_ 0 100 - 0 100
e soja RR® (0,03%)
Milho GA21 (2,0 %) 0 - 100 0 - 100
Milho GA21 (2,0 %)
0 100 - 0 100

e soja RR® (0,03 %)

TFP = taxa de falso-positivos, TFN = taxa de falso-negativos, TCF = taxa de confiabilidade.

TAVERNIERS et al. (2001) e MARCELINO, GUIMARAES & DE-BARROS
(2008) ndo incluiram nenhum estudo de seletividade nos seus processos de

validacao.

Nos trabalhos de MEYER & JACCAUD (1997), LIPP et al. (1999), LIPP et al.
(2001), SIERADZKI, MAZUR & KWIATEK (2008), estudos do compéndio JRC
(2011), KODAMA et al. (2012) e MANO et al. (2012) ndo foram contemplados os

estudos de seletividade frente a interferentes.

LEIMANIS et al. (2008) e BAHRDT et al. (2010) realizaram ensaios de PCR
multiplex. Neste tipo de analise foram testados diferentes eventos de diferentes
matrizes em propor¢des distintas frente a outros eventos, verificando a inibicdo de

algum evento ou a presenca de efeitos competitivos.

LEIMANIS et al. (2008) concluiram que ndo houve interagdo entre os
amplicons na etapa de hibridizacdo e BAHRDT et al. (2010) comprovaram a
seletividade de uma coépia de DNA alvo, para todos os sistemas, na presenca de 64

copias de outro OGM.
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5.1.4 AVALIACAO DA ROBUSTEZ

Pela andlise da Tabela 17, observou-se que houve alteracdo na TCF para
quantificacdo de DNA por eletroforese em gel de agarose, utilizando a Tag DNA
polimerase marca B e concentracdo de DNA de 25 ng/uL. Ao fazer a quantificacao
do DNA pela analise visual do gel de uma das amostras, lhe foi conferido o valor de
200 ng/pL. Na quantificacdo fluorimétrica o valor calculado para a mesma condicéo
foi de 98 ng/uL. Assim, ao diluir o DNA para concentragéo final de 25 ng/uL, o DNA
proveniente da eletroforese foi diluido oito vezes e o do fluorimetro quatro.
Provavelmente, devido a maior diluicho do DNA proveniente da eletroforese, foi
obtido um resultado falso-negativo para a amostra. Considerando-se esta hipétese,
o falso resultado n&do seria relacionado com a marca da enzima Taq DNA
polimerase, mas sim com a combinacdo dos fatores concentracdo e técnica de
guantificacdo de DNA. A eletroforese em gel de agarose tem a limitagcdo da analise

visual das bandas, que € subjetiva.

Houve variagdo na TCF, embora tenha sido menor que 10 %, para o
experimento que empregou eletroforese em gel de agarose, Taqg DNA polimerase
marca B e concentracdo de 25 ng/uL de DNA. Assim, tanto na quantificacdo por
eletroforese quanto na fluorimétrica, robustez foi observada para todas as condicées

avaliadas.
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Tabela 17. Avaliacdo da robustez frente aos fatores concentracdo de DNA (ng/uL) e
marca da Tag DNA polimerase para soja Roundup Ready® — quantificagédo por gel

de agarose e fluorimetria.

c Eletroforese em gel de agarose Fluorimetria
oncentragao
P (ng/hL)
TCF Resultado* TCF Resultado*

A 25 100 Robusto 100 Robusto

B 25 90 Robusto 100 Robusto

A 50 100 Robusto 100 Robusto

B 50 100 Robusto 100 Robusto

A 75 100 Robusto 100 Robusto

B 75 100 Robusto 100 Robusto

* Critério para estabelecimento do resultado: taxa de confiabilidade (TCF) =90 %

SIERADZKI, MAZUR & KWIATEK (2008) verificaram a robustez da PCR
utilizando trés lotes de reagentes da PCR. Nao foram observadas diferencas

significativas nas reacdes de PCR em relacéo a sensibilidade, seletividade e LD.

Os estudos de MEYER & JACCAUD (1997), LIPP el al. (1999), LIPP et al.
(2001), TAVERNIERS et al. (2001), LEIMANIS et al. (2008), MARCELINO,
GUIMARAES & DE-BARROS (2008), BAHRDT et al. (2010) , JRC (2011), KODAMA
et al. (2012) e MANO et al. (2012) ndo avaliaram a robustez.

5.2. COMPARACAO DAS TECNICAS DE QUANTIFICACAO

Na Figura 23 estéo representados os dados experimentais, em porcentagem
de resultados positivos, das quantificacdes por eletroforese em gel de agarose (em
preto) e por fluorimetria (cinza) das analises para deteccdo de soja RR®. A andlise
visual do perfil desses graficos sinaliza que a técnica por fluorimetria se mostrou

mais eficiente na deteccdo de resultados positivos, o que foi confirmado pelo
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emprego do teste de t emparelhado, o qual indicou diferenca significativa (p < 0,05)
entre as técnicas de quantificacdo na deteccdo de soja RR®. O valor da estatistica t
obtido foi tGL=9 = 2,54 (p = 0,032). Porém, observou-se que nas concentracdes de
0; 0,025; 0,030; 0,035 e 1,0 %, os resultados para ambas as técnicas foram

coincidentes e satisfatorios.
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Figura 23. Resultados experimentais das formas de quantificacdo por eletroforese

em gel de agarose (X) e por fluorimetria (®) para soja Roundup Ready®.

Comparando-se as duas formas de quantificacdo, pelos parametros da
validacdo, percebeu-se que, assim como houve diferenca significativa nas
proporcdes de resultados positivos e, consequentemente, nas taxas (TFN, TSB e
TCF), houve também diferenca nos demais parametros avaliados no segundo
experimento da validacdo (RPC, LD, ACO e CON). Os resultados da avaliacdo da
seletividade (efeito de interferentes) ndo divergiram nas duas técnicas. Ja na
robustez, observou-se a limitagdo do gel quanto a quantidade real de DNA presente
na amostra, podendo levar a resultados falso-negativos e comprometendo a

confiabilidade do resultado.
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O resultado da comparacéo entre as técnicas era esperado, uma vez que a
guantificacdo por eletroforese em gel de agarose € subjetiva e, por isso, mais sujeita

a erros.

Na Figura 24 estdo ilustrados os histogramas das frequéncias das
concentracfes de DNA obtidas através da eletroforese em gel de agarose (Figura
24 a) e fluorimetria (Figura 24 b). Em relacdo as quantificacfes realizadas no gel,
das 300 amostras analisadas, 218 (72 %) apresentaram DNA na faixa de 200-
249 ng/uL. E em relacdo as quantificagbes obtidas no fluorimetro, estas variaram
nas faixas de 100-149 (22 %),150-199 (40 %) e 200-249 ng/uL (34 %).
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Figura 24. Histograma das concentracdes de DNA das amostras cegas do processo

de validacdo determinadas por eletroforese em gel de agarose (a) e por fluorimetria

(b).

Assim, pode-se confirmar que a técnica de quantificagdo do DNA por
eletroforese em gel de agarose estaria superestimando os teores do DNA, podendo
gerar resultados falso-negativos, uma vez que este DNA sera mais diluido do que o
proveniente da quantificacao fluorimétrica.
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Na Figura 25 esta representado o resultado tipico da eletroforese em gel de

agarose para a quantificacdo do DNA.

Pdl Pd2 Pd3 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 25. Resultado tipico da eletroforese em gel de agarose para determinacéo
visual da concentracdo de DNA das amostras cegas do processo de validagao.
Padrdo DNA integro de bacteriéfago lambda (Pd1, Pd2 e Pd3 correspondentes as
concentracbes de 50, 100 e 200 ng/pL); canaleta 1: 100 ng/uL; canaleta 2:
200 ng/uL; canaleta 3: 150 ng/uL; canaleta 4: 100 ng/uL; canaletas 5-8: 200 ng/uL e

canaleta 9: controle negativo da extracao.

5.3 APLICACAO DO METODO

Foram analisadas, em 2012, 17 amostras de soja em grao coletadas pela

Vigilancia Sanitéria do Estado de Minas Gerais, empregando o método validado.

AplOs a anadlise qualitativa, foram conferidos resultados positivos para 11
amostras, além de um resultado indeterminado e cinco resultados negativos. As 11
amostras positivas foram analisadas por método quantitativo para determinar a
porcentagem de soja RR®. Todas as amostras positivas apresentaram teor menor

que 1 % na confirmagéao.

Das amostras analisadas, uma continha informacéo no rétulo indicando que
era livre de transgénicos. Nas demais amostras esta informacdo ndo estava
presente. A amostra que informava a auséncia de transgénicos, apresentou

resultado negativo, confirmando a adequacao do rotulo a legislacéo brasileira.
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Assim, 100 % das amostras de grdos de soja coletadas pela Vigilancia
Sanitaria estadual no ano de 2012 estavam em conformidade com a legislacéo

brasileira.
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CONCLUSOES

A validacdo do método qualitativo para deteccdo de soja RR® em grdos de
soja por Nested PCR indicou sua adequacdo aos propoésitos de uso, pela
avaliacdo dos parametros de desempenho caracteristicos de ensaios
qualitativos (taxas de falsos resultados, TSB, TST, TCF, RPC, LD, ACO, CON
e robustez).

TFN, TSB e TCF obtidas sinalizaram adequada sensibilidade do método na
deteccdo de soja RR® em gréos de soja, o que foi confirmado pela estimativa

de LD significativamente abaixo dos limites regulamentados.

TFP nula e a auséncia de interferéncia dos milhos Btll e GA21 na deteccao

de soja RR® demonstraram a seletividade do método.

Estudos de ACO e CON indicaram padronizacdo adequada da metodologia
acima de 0,030 % de RR®.

Tanto na quantificacdo por eletroforese quanto na fluorimétrica, robustez foi
evidenciada para diferentes marcas de enzima Taq DNA polimerase e

concentracdes de DNA.

O resultado da comparacdo entre as técnicas de quantificacdo de DNA
indicou melhor desempenho da fluorimetria, embora a técnica de eletroforese
em gel de agarose também tenha apresentado resultados confidveis para o
escopo da validagao.

As amostras de graos de soja coletadas pela Vigilancia Sanitaria do estado de

Minas Gerais apresentaram conformidade em relacao a legislacéo brasileira.

O levantamento de estudos de validacdo qualitativa para analise de soja RR®
em graos e derivados de soja demonstrou que, mesmo apos a publicacdo do
guia do Codex Alimentarius, importantes parametros de desempenho nao tém
sido abordados nos estudos de validacdo de métodos para OGM que

fornecem respostas binarias.
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Tabela A.1 Resultados para detecgdo de soja RR®, quantificacdo por eletroforese

em gel de agarose e fluorimetria, nas trés baterias analiticas realizadas na etapa de

avaliacdo das taxas, regido de perda de confiabilidade, limite de deteccéao,

acordancia e concordancia

Concentracdo Quantificacdo por eletroforese em gel de Quantificacao por fluorimetria
(%) agarose
Analista | Analista | Analista | Total | Analista | Analista | Analista | Total
1 2 3 1 2 3

0,0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0010 2 1 4 7 2 4 3 9
0,0050 6 7 9 22 6 10 9 25
0,0100 7 7 10 24 8 10 9 27
0,0150 10 8 10 28 10 9 10 29
0,0200 8 10 10 28 9 10 10 29
0,0250 9 9 10 28 8 10 10 28
0,0300 10 10 10 30 10 10 10 30
0,0350 10 10 10 30 10 10 10 30
1,0000 10 10 10 30 10 10 10 30
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