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RESUMO

O cumprimento da legislacdo que regulamenta a
comercializagdo de alimentos e ingredientes contendo
Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) é totalmente
dependente da sensibilidade e confiabilidade dos métodos de
deteccéo e quantificagdo de OGMs. Na presente revisdo, foram
discutidos os métodos mais relevantes para tais fins,
especialmente aqueles que se baseiam na detecgdo da proteina
ou do DNA recombinante, destacando as suas principais
propriedades, limitagdes e vantagens. A regulamentacéo e
algumas sugestdes de métodos alternativos para a deteccdo de
OGMs também s&o abordadas.

Palavras-chave: OGM, transgénicos, métodos de detecgao,
métodos de quantificacao.

ABSTRACT

The enforcement of legislation that regulates the
presence of genetically modified organisms (GMOs) in food
and food ingredients is totally dependent on the sensitivity and
reliability of the GMO testing methods. In this review, the most
relevant methods such as recombinant proteins or DNA-based
methods were discussed, emphasizing their main properties,
limitations and advantages. The regulamentation and some
suggestions of alternative methods for the detection of GMOs
were also discussed.

Key words: GMO, transgenic, detection methods,
quantification methods.

INTRODUCAO

Os organismos geneticamente modificados
(OGMs) sao organismos vivos, sejam eles plantas,
animais ou microorganismas, cujo material genéticofoi
aterado por meio de engenharia genética, sgja pela
introducdo de seqiiénciasde DNA exdgenas, que podem
ser originarias de qual quer organismo vivo, inclusive
de organismos filogeneticamente distantes a espécie a
ser modificada (TOZZINI, 2004), seja pelainativacdo
de genesenddgenos (TERADA et al., 2002).

O conhecimento da estrutura basica de um
OGM ¢é importante para compreender o principio de
alguns métodos utilizados na deteccdo destes
organismos. Umtipicoinserto deum OGM é composto
por trés elementos: 0 promotor, que regulaaleiturado
gene (transcricdo); o gene de interesse, que determina
a caracteristica desgjavel; e o elemento terminador,
responsavel pelo término datranscrico (CONCEICAO
et a., 2004). Além destas, outras seqliéncias exdgenas
de DNA, responsaveis principalmente pelaregulacéo e
estabilizacdo do gene inserido, podem estar
eventua mente presentes. A combinagdo detodos estes
elementos caracterizaum evento, ou sgja, aconstrugdo
génicacaracteristicade um OGM. Qualquer estratégia
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de deteccéo leva em considerac@o os elementos do
inserto, sejadiretamente para o desenho deiniciadores
usados na deteccdo do DNA recombinante ou
indiretamente para a deteccéo das proteinas ou
produtos derivados dos OGMs.

A grande quantidade de OGMs que vem
sendo aprovada no mundo nos Ultimos anos e a
suspeita de que 0S mesmMos Ndo Sejam Seguros para o
consumo levaram estes organismos ao centro das
atengOes publicas. A simples deteccao destes
organismos ndo garante a segurancga de alimentos
produzidos com OGMs. No entanto, esta se faz
necessaria por trésrazfes: aprimeirarazéo é o direito
basico do consumidor, assegurado pelo Cédigo de
Defesa do Consumidor (CDC) e pelo Principio 10 da
Declaracéo do Rio, segundo o qual todos os cidadéos
tém o direito ainformagéo adequada sobre produtos e
servigos; a segunda razéo € aimposicao legal, isto €,
asseguradapor lei (BRASIL, 2003), eaterceirarazéo é
a geracdo de confianca nos alimentos que contém
OGMs. Neste sentido, € imperativo que 0s governose
todo o setor produtor de alimentos estejam interessados
em desenvolver, padronizar evalidar métodos parauma
eficaz deteccdo e quantificagdo de OGMsem alimentos
e ingredientes alimentares. O objetivo desta revisdo
foi discutir as caracteristicas, aplicages, limitagdes e
vantagens dos principais métodos, distinguir
estratégias e apresentar alguns métodos alternativos
paraadeteccdo e quantificagdo de OGMsem alimentos.

Regulamentagéo

Com o crescente cultivo de OGMs no
mundo e a liberacéo destes para a producéo de
alimentos ederivados, cresceu também a preocupacdo
e o ceticismo de governantes e consumidores em
relacdo a seguranca alimentar (KUIPER et ., 2004).
Além disso, num complexo sistema de producéo e
processamento de alimentos, inadvertidamente podem
ocorrer contaminagdes com OGMsem alimentoslivres
destes. O avanco mais recente na regulamentacdo
internacional paraalimentos contendo OGMsfoi dado
em 11 de setembro de 2003, quando entrou em vigor o
Protocolo de Cartagena, que restringe a livre
comercializacdo de OGMs e obriga a rotulagem dos
alimentos e ingredientes derivados destes quando as
percentagens excederem ao estabelecido por lei (CBD,
2000). NaUni&o Européa, desde 2004, o limite parando
rotular um produto como geneticamente modificado é
de0,9% de OGMs(CE, 2003). No Brasil, olimiteéde
1%, determinado pel o Decreto 4.680 de 24 de abril de
2003 (BRASIL, 2003), na Sui¢a 0,1% e na Russiae
Japéo 5%. NosEUA, emboraarecentelegislacdo ndo
exija a rotulagem, o governo recomenda fazé-la

voluntariamente, exigindo apenas que as empresas
produtorasdedimentoscontendo OGMsnatifiqguemaFDA
(6rgéo do governo americano responsve pelafiscdizacio
dedrogas e dimentos) pelo menos 120 dias antesdo novo
produto ser comercidizado (TOZZINI, 2004). Segundo a
FDA, os alimentos que contém OGMs e que sdo
substancialmente equivalentes aos convencionais, ndo
necessitam derotulagem especid (FDA, 2001).

Estratégias paraa deteccdo de OGMs em alimentos

OGM s geralmente sdo caracterizados pela
presencade um ou mais segmentosde DNA exdgenos,
gue podem ou n&o proporcionar aexpressdo de novas
proteinas. Sendo assim, adeteccdo destes organismos
é focalizada na seqiiéncia de DNA exdgena ou na
proteina transgénica. A andlise de rotina de produtos
alimenticios contendo OGMs compreende trés etapas:
1- deteccéo; 2- identificacdo do OGM presente na
amostra, para determinar se este € autorizado €; 3-
quantificagdo do OGM no produto, para checar a
necessidade de rotulagem ou ndo, conforme a
legidacdo (PETIT et dl., 2003).

Deteccdo baseada na presenca de proteina

Bioensaios

Atua mente, amaioriados OGM s utilizados
na alimentacdo provém de plantas geneticamente
modificadas (GM) que sdo tolerantes a herbicidas ou
resistentes a virus, fungos ou insetos (MARIOTTI et
al., 2002). O bioensaio paratoleranciaaherbicidaéum
meétodo simples e pratico no qual as sementesalvo sdo
colocadas em meio de germinagdo contendo uma
solugdo diluidade herbicida. Seasementefor resistente
ao herbicida glifosato, como a da soja transgénica
Roundup Ready™ (RR) e a do milho transgénico
Liberty Link™, ocorreragerminagao e desenvolvimento
normal da plantula. As principais limitages do
bioensaio sdo: o longo tempo para obtencdo do
resultado (aproximadamente umasemana) eautilizacgo
restrita & OGMs resistentes a herbicidas. Bioensaios
s80 utilizados atual mente por companhias exportadoras
desementesegréos (TORRESet al., 2003).

Imunoensaios

Imunoensaios séo ideais para a deteccdo
qualitativa e quantitativa de proteinas em misturas
complexas. Baseado natipicaconcentracao de proteina
transgénicaem tecidosvegetais (> 10ug g detecido),
o limite de deteccdo de um imunoensaio é de
aproximadamente 1% (STAVE, 1999). Existem
imunoensaios comerciais para a deteccdo e
quantificacdo dasproteinas dafamiliaCry (endotoxinas
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de Bacillus thuringienses), que conferem resisténcia
contrainsetos, daproteina EPSPS-CP4 (5-enolpiruvil-
siquimato-3-fosfato sintetase da cepa 4 de
Agrobacterium tumefaciens), que confere tolerancia
ao herbicida glifosato, e da proteina PAT
(fosfinotricina—N—acetiltransferase de Streptomyces
viridochromogenes), que confere tolerancia ao
herbicidaglufosinato (STAVE, 2002).

A deteccdo de OGMs, através de
imunoensaios, nem sempre € possivel. Isto ocorre
guando o nivel de expressdo da proteina transgénica
nas partes das plantas que sdo utilizadas na producdo
de alimentos é muito baixo (AHMED, 1995). A
concentracdo de proteina transgénica nos tecidos de
plantas varia em funcdo da idade, variedade e
condicdes ambientais (STAVE, 2002). Outra situacéo
desfavoravel aosimunoensaios é 0 processamento do
alimento, que pode promover aremogao das proteinas
em determinados produtos, como em xaropes e 6leos
altamente refinados, ou a desnaturacdo das mesmas,
alterando a sua conformag&o e impedindo o seu
reconhecimento pelo anticorpo (STAVE, 2002; L1U et
al., 2004). A deteccéo de epitopos termoresistentes de
proteinas transgénicas ou a producdo de anticorpos
contra a proteina desnaturada podem ser uma
aternativa para a deteccdo de proteinas transgénicas
em alimentos processados (BRETT et al., 1999).
Imunoensaios também ndo podem ser utilizados na
deteccdo de OGMs cuja modificagdo genética ndo
resultaem umanova proteina. E o caso do tomatelonga
vidaFlavrSavr™, cujamodificacdo genéticaresultaem
um mRNA anti-sense a0 mMRNA para o gene da
poligalacturonase (pg) (LUTHY, 1999). Quando a
proteinatransgénicaé muito similar aproteinanativa,
ndo é possivel produzir anticorpos especificos que
reconhecam apenas a proteina transgénica, tendo em
vista a semelhanca de epitopos. Este caso de reacéo
cruzada ocorre com o evento GA21 de milho
transgénico, no qua a proteina transgénica EPSPS-
CP4 apresenta somente dois aminoacidos diferentes
em relagcdo aos 450 aminoéacidos da EPSPS nativa
(TOZZINI, 2004). Outralimitagdo dosimunoensaiosé
aincapacidade de detectar alimentos contendo OGMs
cuja modificag8o genética resulta no aumento da
expressdo de uma proteinanativa (MIRAGLIA et dl.,
2004). Além disso, os imunoensaios também séo
incapazes de distinguir as variedades GM que
apresentam diferentes eventos, porém expressam a
mesma proteina transgénica (KOK et a., 2002; VAN
DUIIN etdl., 2002).

O ensaio imunoenzimatico (ELISA), o
imunoensai o defluxolateral (IFL) eoWestern blot sdo
0s principais imunoensaios utilizados na deteccdo e
quantificacdo de alimentos contendo OGMs (MAGIN
etal., 2000).

ELISA

O ELISA éum método sensivel, especifico,
seguro, robusto, rapido e que geralmente ndo requer
muito treinamento (Tabela1). Além disso, éideal paraa
analise simultanea de um grande nimero de amostras.
Este método € adequado principalmente paratestes de
rotinadeaimentoscruseingredientesbasicos (YATES,
1999). A sua sensibilidade na detecgéo de OGMs éde
aproximadamente 102 M (50 pg/ml de proteina
transgénica) (STAVE, 1999). O limite de detec¢éo da
proteina EPSPS-CP4, presentenasojaRR, foi de 0,25%
para sementes e 1,4% para alimento tostado (YATES,
1999). Kits comerciais baseados em ELISA estédo
disponiveis para poucos produtos GM, sendo que
cada um deles pode detectar somente uma proteina
especifica(GENESCAN, 2005).

O principiodo ELISA utilizado nadeteccao
e quantificacio de OGMs, descrito por CONCEICAO
et al. (2004), fundamenta-se no ensaio de duplo
anticorpo ou “sanduiche”, que utiliza dois anticorpos
especificos paraaproteinatransgénica (antigeno - Ag).
Um deles é utilizado na sensibilizagdo da microplaca,
visando a captura do Ag presente na amostra do
alimento, e o0 outro geralmente esta conjugado a uma
enzima(peroxidase ou fosfatase a calina), querevelaa
reacdo (producdo de cor). Uma outra variagdo do
ELISA, que também é utilizada na detecgdo e
guantificacdo de OGMs, é 0 ensai 0 competitivo, onde
0A(g presente naamostrae um padréo (Ag conjugado
com umaenzima) competem pelaligacdo do anticorpo
de captura. Neste ensaio, a concentragdo de Ag é
inversamente proporcional aintensidade colorimétrica
produzida. Segundo YATES (1999), o ensaio
“sanduiche” é mais recomendado que o ensaio
competitivo, tendo em vistaa suamaior sensibilidade.
A utilizag8o de anticorpos monoclonais, tanto para a
captura quanto para a detecgéo (conjugado) aumenta
aespecificidade do ELISA (AHMED, 2002). Por outro
lado, anticorpos policlonais aumentam asensibilidade,
visto que podem reconhecer diferentes epitopos da
proteina.

Imunoensaio defluxo lateral

O imunoensaio defluxo lateral (IFL) éum
teste qualitativo, prético, ndo dispendioso e rapido,
cujos resultados sdo obtidos entre 5 e 15 minutos, por
isso € indicado para triagens (Tabela 1). Além disso,
ndo necessita de pessoal treinado e equipamentos
especiais. E similar ao teste de gravidez encontrado
nas farmécias. A sensibilidade deste método na
detecc@o de OGMs é de aproximadamente 0,1%
(URBANEK et al., 2001). As fitas de IFL foram
desenvolvidas comercialmente para detectar a
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Tabela 1 - Resumo das caracteristicas dos principais métodos utilizados na detecgéo e quantificacdo de OGMs em alimentos.

Parémetros Baseados na proteina Baseados no DNA

Western ELISA IFL PCR qudlitativa PCR-QC PCR-TR
Facilidade de uso Dificil Moderado Simples Dificil Dificil Dificil
Equipamentos especiais Sim Sim N&o Sim Sim Sim
Sensibilidade Alta Alta Moderada Alta Alta Alta
Duracéo 2d 8h 10 min 1d 2d 1d
Custo/amostra (R$) 150 20 10 250 400 450
Resultados quantitativos Nao Sim Nao Nao Sim Sim
Prético para testes em campo Néo Néo Sim Néo Néo Néo
Empregado principalmente Academia Laboratério  Campo Laboratério Laboratério Laboratério

Fonte: Modificadade CONCEIGAO et al. (2004).

endotoxinaCry(Ab) ou aproteina EPSPS-CP4 presente
em plantas de soja, milho, canolae beterrabaagucareira
geneticamente modificadas (LIPTON et al., 2000).
Existem no mercado diversos kits para diferentes
eventos, porém fitas que poderdo detectar
simultaneamente varias proteinas estdo sendo
desenvolvidas (AHMED, 2002).

O principio do ensaio “sanduiche” utiliza
dois anticorpos especificos contra a proteina
transgénica: um anticorpo de captura e um anticorpo
de deteccdo conjugado a particulas de ouro, latex,
carbono, poliestireno, lipossomos encapsulados
desidratados ou cristais submicrométricos de e ementos
raros (upconverting phosphor - UCP) capaz de gerar
umareagdo colorimétrica. O anticorpo dedeteccdo esta
na extremidade da fita que é inserida na amostra em
solucdo. A seguir, este anticorpo, a proteina avo e o
complexo anticorpo de detecgao - proteinaalvo migram
por capilaridade até a outra extremidade da fita, que
contém duas zonas de captura, uma especifica paraa
proteina alvo e a outra especifica para o anticorpo de
deteccdo. A presenca de duas bandas coloridas indica
gue o teste é positivo para a proteina alvo engquanto
gue a presenca de uma banda colorida indica que o
teste foi realizado corretamente, porém negativo
(CONCEICAOet ., 2004). A utilizagcdo de UCPcomo
repérter no IFL aumenta significativamente a
sensibilidade do método etambém possibilitaaandlise
simultanea de vérias substancias em funcéo dos
diferentes espectros que podem ser emitidos (HAMPL
eta., 2001).

Western blot

O Western blot € um método semi-
guantitativo altamente especifico, que é particularmente
indicado paraanalise de proteinasinsolUveis (BRETT
etal., 1999). Por ser um método maislaborioso, é pouco
aplicado narotinade andlisede OGMs(Tabelal). Uma
vez que a separagdo eletroforética das proteinas é
conduzida sob condi¢bes desnaturantes, alguns
problemas de solubilizacdo, agregacdo e co-

precipitacdo da proteina alvo com as outras proteinas
presentes naamostrasdo eliminados (SAMBROOK &
RUSSEL, 2001). Por outro lado, anticorpos contra
epitopos conformacionais da proteinaal vo podem ndo
reconhecé-la quando desnaturada, portanto é mais
indicada a utilizacdo de anticorpos contra epitopos
lineares. O principio deste método na deteccéo de
OGM sfoi descrito por CONCEICAO et &. (2004).

Em gréos de soja, o limite de deteccdo da
EPSPS-CP4 variou de 0,5 a 1%, sendo que apds o
processamento a deteccdo ndo foi possivel (VAN
DUINN et a., 1999). Por outro lado, YATES (1999)
encontrou um limite de deteccdo de 0,25% para gréos
desojae 1% paraaimentostostados. Devido aelevada
especificidade, o Western blot é geralmente utilizado
paraconfirmar amostras queforam positivasno ELISA
ounolFL.

Deteccdo baseada na presenca de DNA

Os métodos baseados na detecgdo do DNA
recombinante destacam-se quando a quantificacdo do
OGM nosalimentos é necessériaou quando aamostra
éoriundade um alimento processado. Geralmenteexiste
uma correlacdo linear entre a quantidade de OGM e
DNA exdgeno quando amodificagdo genéticaénuclear.
Entretanto, isso nao é verdadeiro em relagdo a
quantidade de OGM e proteind/RNA ou quando o DNA
exdgeno € introduzido em uma organela como o
cloroplasto (modificagdo genética ndo nuclear). Até o
momento, todos os OGMs comercializados possuem
modificacdo genética nuclear (CONCEICAO et al.,
2004). O DNA, por ser maisestavel queamaioriadas
proteinas, é passivel de ser detectado em alimentos
processados. A Reacdo em CadeiadaPolimerase (PCR),
gue consiste na amplificacdo seletiva de sequiéncias
especificasdamoléculade DNA, € o principal método
utilizado na deteccdo e quantificagcdo de alimentos
contendo OGMs. E um método sensivel, especifico,
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seguro, capaz de detectar uma ampla série de eventos
(BERTHEAU etd., 2002; GIOVANNINI & CONCILLO,
2002) ededigtinguir asvariedades GM que apresentam
diferentes construces génicas, porém expressam a
mesmaproteina(YAMAGUCHI et d., 2003). Alémdisso,
aPCR também é capaz de detectar OGMsque utilizam
atecnologiaanti-sense (HOL ST-JENSEN et al ., 2003).
As principais limitagcdes da PCR sdo: dificuldade na
construcdo dosiniciadores, umavez que ainformacéo
sobre a seqliénciadamodificacdo genéticageralmente
é confidencial (HOLST-JENSEN et al., 2003);
necessidade de pessoal treinado e equipamentos
especiais (Tabela 1); elevado custo, pois cada teste é
especifico para uma Unica modificagdo genética €,
necessidade de material dereferénciacertificado, cuja
disponibilidade geramente élimitada(MIRAGLIA et
al., 2004). A separacao fisicade todas as suas etapas é
recomendada para evitar contaminacdes
(YAMAGUCH ] etal., 2003).

O gene transgénico € apenas um entre 0s
milhares de genes do genoma. Além disso, na prética
didria, é necessario detectar uma Gnica semente
geneticamente modificadaentre 1.000 a10.000 sementes
convencionais e a PCR tem demonstrado ter
sensibilidade suficiente paratal. O limite de deteccéo
da PCR esta entre 20 pg e 10 ng de DNA alvo,
correspondendo a 0,0001 a 1% de OGM. Em outras
palavras, o limite de detec¢do € menor do que vinte
moléculasde DNA avo (LUTHY, 1999).

A qualidade eapurezado DNA extraido de
alimentoseingredientes alimentares sdo determinantes
para o sucesso da PCR. Entre os métodos de extragdo
de DNA de alimentos, destacam-se o0 método CTAB,
no qual a amostra de alimento € incubada com o
detergente brometo de cetiltrimetrilamonio (CTAB), e
0 método Wizard, que emprega resinas de silica com
alta afinidade pelo DNA. Ambos os métodos sdo
satisfatérios (AHMED, 2002). A precipitacdo com
solventes orgéanicos e 0 tratamento enzimético sio 0s
principais métodos utilizados na purificagdo do DNA
extraido. A preci pitagdo com solventes mostrou ser mais
eficiente que o tratamento enzimatico, pois manteve a
integridade e aumentou a pureza do DNA extraido
(VANNI et d., 2004).

O processamento de alimentos associado
ao excesso de calor, atividade de nucleases e pH baixo
contribui para a degradacéo do DNA. Isto é mais
comum em produtos com vida de prateleiralonga. A
deteccdo do DNA ndo é possivel em alguns produtos
como lecitina purificada, derivados de amido e éleos
refinados derivadosde OGMs (YATES, 1999; HOL ST-
JENSEN, 2003). Outro problemanareagdo de PCR é
que a DNA polimerase utilizada pode ser inibida por

substancias contidas no alimento, como proteinas,
gorduras, polissacarideos, polifenois, agucar
caramelizado entre outros (AHMED, 2002). Por isso, €
fundamental autilizac&o de controlesde qualidade para
evitar resultados falso-negativos. Estes controles
avaliam a qualidade do DNA extraido e sdo
representados por genes conservados de plastos ou
genes especificos, como, por exemplo, o geneivr da
invertase do milho e o gene lecl da lectina de soja
(HOLST-JENSEN et d., 2003).

Deteccéo ou rastreamento de OGMs

A maioria dos OGMs aprovados para uso
alimentar possui sequiéncias comuns, como o promotor
35S, proveniente do virus do mosaico da couve flor
(VMCEF), o terminador NOS, proveniente do gene da
nopalina sintetase de Agrobacterium tumefaciens e
genes de resisténcia a antibi6ticos (HOL ST-JENSEN
eta., 2003; BORDONI et al., 2004), todas el as passivels
de serem detectadas através daPCR. Entre asprincipais
técni cas de detecgdo qualitativae derastreamento estéo
aPCR screening, aPCR nested e a PCR multiplex.

Na PCR screening, um resultado positivo
indica a presenca de uma modificacdo genética sem,
no entanto, permitir a identificacdo do tipo de
modificagdo ou do organismo que foi modificado
(CONCEICAO et a., 2004). O promotor 35S esta
presente em aproximadamente 75% dos OGMs
comerciais(KOK et al., 2000), fato quefacilitabastante
adeteccdo destes organismos. A principal desvantagem
deste método é a ocorréncia de resultados falso-
positivos, uma vez que estas sequiéncias comuns
também ocorrem naturalmente em algumeas plantas e
microrganismos do solo (AHMED, 2002). Plantas da
familia das cruciferas, por exemplo, podem estar
infectadas com o VMCF. Se o resultado da PCR
screening for positivo, umaPCR qualitativa especifica
deve ser realizada. Este método auxiliar emprega
iniciadores que flanqueiam dois elementos genéticos
adjacentes que est&o presentes apenas em OGMs, como
0 promotor e 0 gene deinteresse ou 0 gene deinteresse
e o terminador (HOLST-JENSEN et al., 2003;
MIRAGLIA etd., 2004).

A PCR nested consiste no uso dedois pares
deiniciadores paraum determinado evento de OGM. O
primeiro par de iniciadores amplifica uma sequéncia
especificado DNA alvo, que servirdde molde para o
segundo par deiniciadores (nested). Por exemplo, na
identificagdo do gene crylA(b), presente no milho-Bt
(resistente a insetos), sdo utilizados iniciadores
externos(CRY 1 e CRY 2) que delimitam umasequéncia
de420 pb, einiciadoresinternos (CRY 3e CRY 4), que
ddimitam umaseqiiénciade 189 pb dentro daseqiiéncia
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de420pb (QUERCI & MAZZARA, 2004). A vantagem
desta estratégia é a elevada especificidade, uma vez
gue se ocorrer a amplificagdo de um fragmento falso
positivo pelo primeiro par de iniciadores, a
probabilidade da seqliéncia nested ser amplificada é
muito baixa.

A PCR multiplex é uma técnica robusta,
rapida e confidvel que possibilitaadeteccdo de vérias
seqiiéncias de DNA alvo em uma Unica reacéo,
resultando na economia de tempo e reagentes
(HERNANDEZ et d., 2003). Por outro lado, estatécnica
requer maior manipulagéo, o que pode aumentar o risco
de contaminacdes e resultados falso-positivos
(GERMINI et al., 2004). Além disso, o risco de
resultados incorretos aumenta pel as seguintes razoes:
cadareacdo requer condi¢des diferentes de otimizagéo,
ou sgja, diferentes temperaturas e concentragdes dos
reagentes; acombinac&o dediferentesiniciadores pode
resultar na amplificacdo de segliéncias ndo-alvo; e
guando ha mais de um fragmento alvo sendo
amplificado em umareacéo de PCR, estes competiréo
pel osreagentes. Seum delesfor amplificado commaior
eficiéncia, apossibilidade de ocorrer um resultado fal so-
negativo aumenta. Por isso, a validagdo de métodos
multiplex requer muitacautela. Kitsde PCR multiplex
capazes de detectar varios genes simultaneamente vém
sendo desenvolvidos, como por exemplo, o kit que
detectaoseventosBt11, Bt176, Mon810, T25e GA21
de milho geneticamente modificado (MATSUOKA et
a., 2001).

Quantificacdo de OGMs

Um aspecto crucia naandlise de alimentos
contendo OGM s é a quantificacdo, pois dependendo
da sua concentragdo final no alimento, este serd ou
ndo rotulado como alimento contendo produto
geneticamente modificado. Para isso, foram
desenvolvidos métodos de quantificagdo como a PCR
quantitativacompetitiva (PCR-QC) eaPCR em tempo
real (PCR-TR) (CONCEICAOetd., 2004; MIRAGLIA
eta., 2004; TRAPMANN & EMONS, 2005).

A PCR-QC fundamenta-se na co-
amplificacdo competitiva de um DNA padrdo (de
concentrac8o conhecida) e de um DNA alvo (evento
transgénico) em um mesmo tubo dereacdo. O principio
deste metodo na quantificagdo de OGMs foi descrito
por CONCEICAOet d. (2004). A concentracéo de OGM
presente na amostra é dada pelarazéo entre o nimero
de copias do DNA alvo e o nimero de copias do gene
caracteristico da espécie, multiplicada por 100%. A
principal vantagem deste método € que se houver
inibidores, aamplificacdo do DNA padréo também sera
inibida. A PCR-QC tem sido empregadanaquantificacéo
da soja RR, milho Bt176 e Btl11, promotor 35S e

terminador NOS (RUDI et a., 2003). A PCR-QC, apesar
de ser um método robusto, rapido, sensivel e adequado
paraandisederotina, é€dispendioso, oneroso (Tabelal),
requer experiéncia e padrdes competi dores adequados,
sendo bastante comum a contaminagdo 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 amplificagdo. O procedimento usual
consiste em separar os produtos da PCR através de
eletroforese em gel deagarose, corar o gel com brometo
de etidio, digitalizar a imagem e quantificar os
fragmentos de DNA com um software especializado.
Esse procedimento é pouco reproduzivel e acurado,
requer grandes quantidades de amostra e consome
muito tempo (GARCIA-CANAS et al., 2004). A
sensibilidade daPCR-QC é de aproximadamente 0,1 a
2% deOGM (RUDI et d., 2003).

A técnica de andlise dos produtos da PCR
durante aamplificacao tornou-se conhecidacomo PCR
em tempo real (PCR-TR). Assim, a quantidade de
produto amplificado durante a reacéo € estimada
diretamente pelamensuracdo dafluorescénciaemitida.
Durante areacdo, ainsercdo de umasondaespecial de
DNA permite a deteccdo de fluorescéncia. No ensaio
TagMan™, esta sonda contém uma mol écula reporter
(de emissdo) e uma moléculaquencher (de extingéo).
Quando a molécula reporter e a quencher estdo
proximas fisicamente, a emissdo de fluorescéncia é
anulada, portanto, nenhum sinal pode ser detectado.
Durante aamplificacéo a sonda é degradada, afastando
oreporter do quencher, resultando naemissao do sinal
fluorescente, que é captado por umacameradigital. O
ensaio descrito acimaéo mais utilizado (WEIGHARDT
et al., 2004), porém existem outros ensaios utilizados
paraestimar aconcentracdo de produto amplificado na
PCR-TR, como o SYBR Green I, o FRET (Forster
resonance energy transfer) e molecular beacons
(AHMED, 2000). O percentua de OGM no alimento &
obtido comparando- se a curva da amostra analisada
comumacurvade calibracdo padrdo (WEIGHARDT et
al., 2004). Empiricamente, aconcentracdo de DNA na
PCR-TR é inversamente proporcional ao nimero de
ciclosque ocorrem durante afase exponencial daPCR.

A PCR-TR é atamente sensivel, precisa,
segura, rapida e capaz de detectar umaampla série de
eventos GM. Além disso, o produto da reacéo é
analisado diretamente no tubo, reduzindo
significantemente o risco de contaminacéo
(BRODMANN, et d., 2002; HOL ST-JENSEN et d., 2003;
MIRAGLIA etd.,2004). Jaassuasprincipaislimitaces
sao0: necessidade de equipamentos especiais e
dispendiosos (Tabela 1), de padrdes de calibracdo
definidos (PARDIGOL et d., 2003), deinsumoscarose
baixa reprodutibilidade inter-laboratorial (GARCIA-
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CANAS et a., 2004). Na quantificacdo de OGM em
alimentos para bebés, produtos dietéticos, bebidas de
soja, sobremesas, talharim e cereais contendo sojaRR
emilho Bt,aPCR-TR demonstrou ser eficaz. Entretanto,
aquantificacdo em gorduras, 6leos e condimentos ndo
foi possivel (AHMED, 2002; MIRAGLIAetd., 2004). A
sensibilidade da PCR-RT é de aproximadamente 0,01%
deOGM (WEIGHARDT et d., 2004).

Métodos alternativos de deteccdo e quantificacdo de
OGMs

O maior desafio paraaatual metodologiade
deteccdo e quantificagdo de OGMs é o grande nimero
e a complexidade dos eventos que estdo surgindo.
Considerando que sejanecessario reali zar pelo menos
uma PCR para cada modificagdo, a andise de OGMs
torna-se cada vez mais complexa e onerosa, tendo em
vistatodas as possivei s combinacdes de modificactes
que podem aparecer em um alimento. Perante este
cenério, novas metodol ogias com maior sensibilidade,
celeridade, confiabilidade e custo mais baixo deveréo
ser desenvolvidas. Nesse contexto, diversos métodos
vém sendo desenvolvidos, detacando-se a
cromatografia, a espectrometria de massa, 0s
microarranjosde DNA (microchips) e aespectrometria
no infravermelho préximo. O promotor 35S e o
terminador NOS foram eficientemente detectados
através de eletroforese capilar (OBEID et dl., 2004) e
biosensores(MINUNNI et al., 2001).

Cromatografiae espectrometriade massa

Como metodol ogiaaternativade deteccéo,
a cromatografia pode ser empregada na deteccdo de
compostos quimicos e proteinas. A cromatografia é
aplicada na andlise de derivados, tais como 6leos,
aclcares e amidos, cujadeteccdo daproteinaou DNA
recombinante ndo é possivel. Nestes casos, a
cromatografia pode ser empregada para determinar o
perfil quimico e detectar os produtos decorrentes de
modificacdes genéticas. A aplicacdo prética da
cromatografialiquidadeataresolucdo (High Pressure
liquid chromatography - HPLC) acoplada a um
espectrémetro de massa (Atmospheric Pressure
Chemical Ionisation Mass Spectrometry - APCI-MS)
foi demonstrada em 6leo derivado de canola GM,
analisando a constituicdo dos triglicerideos
(BYRDWELL & NEFF, 199).

A espectrometria de massa € uma técnica
analiticapoderosa utilizada paraidentificar e quantificar
compostos desconhecidos, bem como elucidar as
propriedades quimicas e estruturais das moléculas. E
umatécnicade el evada sensibilidade, capaz de detectar
compostos em quantidades tdo pequenas como 105g.
Isto significa que OGMs podem ser identificados em
concentracfes de fentoescal a (uma parte em 10%2).

Microarranjosde DNA

O método desenvolvido por KOK (2000)
permite adeteccdo simultaneade vérias sequiénciasde
DNA presentes em alimentos contendo OGMs. Este
método é conhecido como microarranjo ou microchip
deDNA, noqual épossivel posicionar aproximadamente
250.000 oligonucleotideos ou 1.000 cDNASs por
centimetro quadrado de superficie solida (VO DINH,
2001). Com isso, as amostras sdo testadas
simultaneamente paraapresencade muitas variedades
GM identificadas. Além disso, teoricamente, 0s
microarranjos também possuem a capacidade de
detectar OGM s néo autori zados que apresentam alguma
similaridade com os aprovados (construcdo genética
conhecida) (MIRAGLIA etdl.,2004; NESVOLD etdl.,
2005). O limite de deteccdo de OGMss através de um
microarranjo de DNA é de aproximadamente 250 copias
de cada uma das seqiiéncias de DNA alvo
(CONCEICAOetd., 2004; NESVOLD et d., 2005).

Sondas especificas (oligonucl eotideos) sao
fixadas pontualmente na forma de arranjo sobre uma
superficie sdlida(pléstico, nailon, siliconeentre outras).
Os arranjos sdo subseguentemente hibridizados com
0 DNA isolado daamostraou com os produtos daPCR
multiplex, ambos marcados com fluoresceina. Em
seguida, osfragmentos marcados quendo hibridizaram
s80 removidos por uma lavagem e a intensidade da
fluorescéncia de cada arranjo € determinada por um
scanner. As principai s desvantagens deste método sdo:
o fluido contendo os fragmentos de DNA marcados
com fluoresceina fica estético sobre o arranjo durante
oteste, reduzindo ataxade hibridizacdo; arranjoscom
ataconcentracéo de sondas podem impedir fisicamente
a hibridizagéo (steric hindrance) dos fragmentos
marcadose; o elevado custo (MIRAGLIA et al., 2004;
TRAPMANN & EMONS, 2005).

O microarranjo também pode ser utilizado
para detectar proteinas. Anticorpos especificos ou
outros tipos de proteinas seletivas podem ser fixadas
no arranjo, possibilitando a captura das proteinas da
amostra.

Espectrometriano infravermelho proximo

As técnicas analiticas alternativas para a
deteccdo e quantificagdo de OGM s baseadasnaHPLC
e nos microarranjos de DNA so lentas, de custo
elevado e requerem o pré-tratamento da amostra. A
espectrometriadeinfraverme ho proximo (NIR), baseada
na mensuracdo do comprimento de onda e na
intensi dade de absorcédo de luz infravermelhapréxima
realizada pela amostra, apresenta potencial para ser
empregada na deteccdo e quantificacdo de OGMs. E
umatécnicarépidaque ndo requer o pré-tratamento da
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amostra. A luz infravermelha proxima se estende em
umafaixade800 nma2.5um (12,500—-4000cm?) etem
energiasuficiente paraexcitar moléculasdedtosniveis
de energia (HURBURGH, et al., 2000). E eficaz na
deteccdo de proteinas, 6leos, aglcaresefibras. No caso
da soja RR detectada através de NIR, o limite de
deteccdo foi de aproximadamente 0.1% (ROUSSEL et
al., 2001). A deteccdo de OGMs em alimentos através
de NIR éatamente €ficaz, no entanto, aquantificacdo
ainda precisaser validada(HURBURGH, et al., 2000;
KOK etal., 2002).

Padronizac&o dos métodos de detecgdo e quantificagdo
deOGMs
O Brasil, como um dos principais

produtores de alimentos do mundo e com crescente
desenvolvimento no setor do agronegdcio e exportacao
de alimentos, necessita cada vez mais se gjustar a
realidade internacional com relagdo a legislagcéo e
imposic¢des dos paises importadores de produtos
alimenticios. Assim, € um grande desafio para a
pesquisae parao setor produtivo manter-se atualizado,
em termos metodol égicos, visando atender as
exigénciasdos nossos parceiroscomerciais. A deteccéo
e quantificacdo de OGMs é exigida em quase todos 0s
paises paraos quais o Brasil exporta alimentos.

Atualmente, no Brasil, um crescente niimero
delaboratdriosde controle de alimentosutilizaatécnica
de PCR para a deteccéo e quantificagdo de OGMs.
Contudo, a padronizagdo dos métodos de andlise de
OGMss ainda esta no inicio. E preciso estabelecer
procedimentos comuns no que diz respeito a
amostragem (GILBERT, 1999), preparo dasamostrase
métodos de deteccdo de OGMs. Ensaios inter-
laboratoriais devem ser realizados visando avalidagdo
dos métodos qualitativos e quantitativos discutidos
a0 longo do texto. Essa padronizacdo é necessariapara
gue os laboratorios brasileiros sejam creditados pelos
parceirosinternacionais, principa mente no que tange
aacuréciae acredibilidade dos laudos emitidos.

CONCLUSOES

A legislacdo brasileira e os diversos
mercados mundiais exigem a rotulagem de alimentos
contendo OGMs. Porém, até o momento, estes
alimentos sdo encontrados nas prateleiras sem o
devido rétulo. Além de desenvolver evalidar métodos
de deteccdo e quantificagdo de OGMs que atendam
aos limites exigidos pelalei, outro grande desafio da
comunidade cientificaé o desenvol vimento de métodos
para a deteccdo de alimentos contendo OGMs néo
aprovados. Uma estratégia ideal de deteccéo e

quantificacdo de OGMs em alimentos deve combinar
diferentesmétodos. I nicia-se pelo maissimples, rapido
e econdmico, conforme as caracteristicas apresentadas
naTabelal. Por dltimo, devem ser utilizados os métodos
mai s sofisticados, capazes de identificar e quantificar
oseventos GM presentes no alimento. E imprescindivel
destacar que todos os métodos discutidos nesta
revisao apresentam limitagGes e, portanto, cabe a
comunidade cientifica aprimoré-los e valida-los.
Atualmente, cada evento de OGM é identificado
separadamente, mas se for possivel detectar com uma
Unica andlise todos os OGMs presentes na amostra,
esta se tornara mais rapida e menos onerosa.
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