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RESUMO

A deteccdo de organismos geneticamente modificados na cadeia alimentar é um aspecto importante para
todos os assuntos envolvidos no controle de matéria-prima, na indastria de alimentos e na distribui¢do. A
rotulagem e a rastreabilidade de organismos geneticamente modificados sdo questdes atuais que sdo
consideradas para o comércio e a regulamentacdo. Atualmente, a rotulagem de alimentos processados contendo
material transgénico detectavel é exigida pela legislacao brasileira. O governo brasileiro publicou Decreto
n® 4.680 em abril de 2003, que exige rotulagem para todos os alimentos ou ingredientes de alimento, com o
limite para rotulagem de 1%. Embora a tecnologia de rea¢do em cadeia da polimerase tenha algumas limitacées,
a alta sensibilidade e especificidade explicam sua escolha por parte dos laboratérios interessados em realizar
analises de detec¢do de organismos geneticamente modificados e seus derivados. Entre os métodos atualmente
disponiveis, aqueles baseados na reacdo em cadeia da polimerase geralmente sdo aceitos, considerando a
sensibilidade e a confiabilidade na detec¢do de material geneticamente modificado-derivado em analises de
rotina. Neste artigo, apresenta-se uma revisdo de métodos atualmente disponiveis baseados na reacdo em
cadeia da polimerase para deteccdo, identificacdo e quantificagdo de organismos geneticamente modificados
e seus derivados, discutindo sua aplicabilidade e suas limitagoes.

Termos de indexacdo: Alimentos geneticamente modificados. Reacdo de polimerase em cadeia. Rotulagem
de alimentos.
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ABSTRACT

Detection of genetically modified organisms in the food chain is an important issue for all subjects involved in
raw material control, food industry and distribution. Both labeling and traceability of genetically modified
organisms are current issues that are considered for trade and regulation. Currently, labeling of genetically
modified foods containing detectable transgenic material is required by the Brazilian legislation. The Brazilian
government published the Decree n° 4.680 in April 2003, which requires labeling for all foods or food
ingredients, with a stricter labeling threshold of 1%. Although polymerase chain reaction technology has
some limitations, the high sensitivity and specificity explain why it has been the first choice of most analytical
laboratories interested in detection of genetically modified organisms and their derived products. Among the
currently available methods, polymerase chain reaction-based methods are accepted, considering the sensitivity
and reliability for detection of genetically modified-derived material in routine analysis. In this paper, a review
of currently available polymerase chain reaction methods for screening and quantifying genetically modified-

derived ingredients is presented, discussing their applicability and limitations.

Indexing terms: Foods genetically modified. Polymerase chain reaction. Food labeling.

INTRODUCAO

Nutri8.pmd

Revista de Nutricdo

Organismos geneticamente modificados
(OGMs) sdo aqueles que tiveram o seu material
genético alterado pela introdugdo de um ou mais
genes por meio de técnicas de biologia molecular.
Esse processo é capaz de conferir as plantas novas
caracteristicas, tais como resisténcia a pesticidas,
melhor tolerancia ao estresse ambiental, ou modi-
ficar sua qualidade nutricional. A transgenia pode
contribuir significativamente para o0 melhoramento
genético de vegetais, visando a otimizar a produ-
¢cdo de alimentos, farmacos, bem como outros
produtos industriais?.

A area cultivada com plantas transgénicas
avangou dos 1,7 milhdo de hectares registrados
em 1996 para cerca de 90 milhdes de hectares
em 2005. Atualmente, 21 palises tém autorizagéo
para plantio e comercializacdo de plantas geneti-
camente modificadas (GM)?. As culturas transgé-
nicas autorizadas para comercializa¢ao sdo intme-
ras, sendo as principais soja, milho, algodao e
canola®. Nos Estados Unidos, mais de 50% do
algodao, 45% da soja e 40% do milho cultivados
passaram por alguma alteracdo genética, e pelo
menos, 60% dos produtos industrializados contém
OGM*.

A circulagcdo no mercado, ao longo dos
anos, de alimentos derivados de OGMs indica que
a seguranca da saude humana e do meio-ambiente
podem ser avaliadas segundo os procedimentos
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disponiveis®. Apesar disso, a preocupacdo do
publico consumidor torna-se um obstaculo para a
liberacdo no mercado de novos produtos alimen-
ticios derivados de OGM, pois uma das maiores
barreiras a aceitacéo dos alimentos geneticamente
modificados (AGM) é a falta de informac¢do do
consumidor que, quando em davida, assume uma
posicdo contraria ao seu consumo. E importante
ressaltar que OGM ¢é o produto agricola (graos,
frutas, hortalicas etc.) que sofre a modificacdo
genética; e que AGM pode ser um OGM ou um
alimento preparado a base de um OGM.

Nesse contexto, o sistema que regula a
liberacdo de AGM deve atender as necessidades
de informacdo e segurancga do consumidor. Assim,
faz-se necessario que a avaliagdo quanto a segu-
ranca do produto geneticamente modificado
preceda sua introducdo no mercado consumidor.
Além disso, seria adequado o desenvolvimento
de um programa de vigilancia ap6s o langcamento
de produtos derivados de OGM, para avaliar
possiveis efeitos a longo prazo, decorrentes do
consumo de tais produtos. Dessa forma, as agén-
cias reguladoras estariam garantindo ao consu-
midor o direito de escolha entre AGM e alimentos
ndo geneticamente modificados, por meio do
estabelecimento de procedimentos de separacéo,
rastreabilidade, deteccao e rotulagems.

No Brasil, a aprovagdo para a comer-
cializagdo do plantio de soja Roundup Ready
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(RR) - Monsanto, tolerante ao herbicida glifosato
com fins comerciais é regulamentada pela Lei de
Biosseguranca, n°® 11.105, de 24/03/2005, sendo
que os produtos contendo OGMs com niveis acima
de 1% devem exibir no rétulo informacgdes espe-
cificas ao consumidor (Figura 1), de acordo com o
Decreto n° 4.680 de 23/04/2003. Além da soja,
recentemente a Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBio) emitiu parecer favoravel
a comercializagdo de algoddo geneticamente
modificado, resistente a insetos, além da aprova-
¢do para importacao de alguns eventos de milho
destinados a ragdo animal’.

A legislacéo brasileira estabelece um per-
centual minimo de OGM a partir do qual a rotula-
gem indicativa de transgenia se faz obrigatoria,
mas sem considerar os diferentes ingredientes do
alimento em questdo. J& na Unido Européia, a
determinacdo prevista no Regulamento (CE)
n°1.829/2003, de 22 de setembro de 2003 - relativo
a géneros alimenticios e alimentos para animais
geneticamente modificados - e no Regulamento
(CE) n® 1.830/2003, de 22 de setembro de
2003 - relativo a rastreabilidade e rotulagem de
organismos geneticamente modificados e a ras-
treabilidade dos géneros alimenticios e alimentos
para animais produzidos a partir de organismos
geneticamente modificados® -, prevé rotulagem
obrigatéria em produtos que apresentam 0,9%
ou mais de OGM nos ingredientes individuais que

Quantificacado OGMs

Deteccao negativo Rotglagem
Amostras de  OGM opcional
alimentos
positivo
<1%
Rotulagem
s obrigatdria

Figura 1. Procedimentos operacionais para deteccéo e quantifi-
cagdo de soja GM de acordo com a regulamentacdo
de rotulagem no Brasil.
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entraram no seu preparo. Ja nos Estados Unidos,
no caso de o OGM apresentar equivaléncia
substancial ao convencional, a indicacdo do rotulo
nao se faz necessaria®.

A introducéo dos OGMs na cadeia alimen-
tar gerou um intenso debate publico e cientifico a
respeito dos seus riscos e da necessidade de forne-
cer informac8es ao consumidor®®. Assim, as técni-
cas de deteccdo de alimentos transgénicos vém
sendo aprimoradas, a fim de identificar géneros
produzidos a base de OGMs, ou eventuais conta-
minagOes na cadeia produtivall. O progresso
observado na amostragem, as metodologias de
deteccdo e as estratégias de investigacao influen-
ciaram fortemente o potencial de implementacao
e manutencdo da legislacdo especifica e da
rotulagem?®. A deteccdo e a quantificacdo de
OGMs tém sido de grande importancia no comér-
cio internacional, especialmente em paises que
permitem tanto a rotulagem para a presenga como
para a auséncia de transgénicos®.

Em virtude de a legislacéo exigir a rotula-
gem de alimentos apresentando OGMs acima de
1%, faz-se necesséaria a adocao de metodologias
gue possibilitam a quantificacéo de transgénicos.
Assim, a técnica mais adequada para este fim
tem sido a Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR) em tempo real,
gue permite a determinagéo da concentracdo dos
produtos de amplificacdo durante a fase exponen-
cial do PCR, permitindo tragar uma estimativa da
qguantidade inicial do DNA (&cido desoxirribonu-
cléico) amplificado”. Esta metodologia tem sido
validada para deteccdo de OGMs em estudos
anteriores!+1°,

Greiner et al.?’ analisaram 100 produtos
alimenticios a base de soja e outros 100 a base
de milho, comercializados no Brasil em 2000 e
2001, através da PCR quantitativa em tempo real.
Desses, 13% dos produtos a base de soja, em
2000, e 21%, em 2001, apresentavam a soja RR,
dentre os quais farinha de soja, produtos a base
de tofu, sopas instantaneas, isolado protéico de
soja, alimentos para dietas vegetarianas e produ-
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tos de panificacdo. Nos produtos a base de milho,
foi detectada a presenca de Bt176, Bt11 (Novartis)
e/ou MON810 (Monsanto) em 8% e 9% dos
alimentos nos anos de 2000 e 2001, respectiva-
mente, em amostras de biscoitos, polenta e fa-
rinha de milho. Cardarelli et al.** analisaram 89
alimentos a base de soja e/ou milho, e destes, 16
produtos (18%) apresentaram soja tolerante a
glifosato, sendo que nenhum alimento apresentou
milho GM. Brod et al.?? analisaram 37 produtos
alimentares a base de soja, e destes, 19 produtos
(51%) apresentaram resultado positivo para a
presenca de soja RR.

Reacdo em cadeia da DNA polimerase

A tecnologia da PCR é baseada nos prin-
cipios da replicacdo do DNA fita dupla, o meca-
nismo responsavel pela transmissdo da informacéo
genética nas células.

Trechos de DNA gendémico podem ser
amplificados in vitro sob condi¢des especificas, nas
guais séo adicionados ao meio reacional oligonu-
cleotideos curtos - primers ou iniciadores (apresen-
tando sequéncia de bases complementar ao DNA
molde), DNA polimerase termoestavel e deoxinu-
cleotideos. Ciclos dessa reagdo produzem
fragmentos de DNA de seqliéncias especificas,
mesmo a partir de tracos de DNA molde (em 3
horas, obtém-se, aproximadamente, 10° cépias)
(Figura 2)?%. O DNA pode ser isolado a partir de
inimeras amostras, inclusive alimentos, utilizando-
-se técnicas apropriadas para cada material.

A técnica de PCR apresenta alto grau de
seletividade e sensibilidade, critérios estes que
fazem com que este método seja 0 mais empre-
gado na maioria dos laboratérios analiticos inte-
ressados na deteccdo de OGMs e seus subprodutos.
Tendo em vista o fato de que os produtos destina-
dos a andlise geralmente ja sofreram algum tipo
de processamento que pode interferir na integri-
dade e quantidade do analito alvo (Ex. proteina
ou DNA), é necessario considerar possiveis interfe-
réncias na sensibilidade, qualquer que seja o
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Regido alvo
j Regaoalvoy
Desnaturacao
Anelamento dos iniciadores

Extensao pela DNA polimerase

DNA amplificado resultante
no 1° ciclo

Jei

Amplificacdo exponencial
especifica da regido alvo

Figura 2. Representagdo esquematica do principio da técnica
de PCR (Adaptada de Meyer??).

método a ser utilizado?*%. Dentre os métodos
disponiveis, aqueles baseados na técnica de PCR
em geral sdo aceitos como 0s mais sensiveis e
fidedignos para deteccio de materiais derivados
de OGMs em andlises de rotina?.

Por ser a PCR uma técnica amplamente
utilizada, a principal limitacdo na deteccdo de
OGMs ¢ a dificuldade em ter acesso a informacgtes
sobre seqliéncias de oligonucleotideos aplicaveis
a PCR e sequéncias de DNA apropriadas as ana-
lises, para que estas Ultimas possam fornecer
resultados seguros. Embora nos ultimos 10 anos
vérias sequéncias de oligonucleotideos tenham
sido desenvolvidas e publicadas, muitas dessas séo
aplicaveis somente a identificacédo especifica dos
principais OGMs disponiveis comercialmente. Para
a maioria dos OGMs liberados para plantio e
comercializacdo ndo existem pares de oligonu-
cleotideos aplicaveis a quantificagdo?’. Além disso,
até o presente momento, foram desenvolvidos
pelo Institute of Reference Materials and
Measurements (Geel, Bélgica) somente oito mate-
riais de referéncia certificados?, o que dificulta o
desenvolvimento e a validacdo dos métodos
analiticos.

Outra limitacdo € a degradacdo do DNA
provocada por etapas do processamento dos ali-
mentos, tais como tratamentos fisicos, quimicos
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e enzimaticos. Como consequiéncia, muitos produ-
tos contém tragos de DNA derivado de OGM,
sendo este, em sua maioria, altamente degra-
dado?. Na soja Roundup Ready, processos tais
como trituracdo, cocc¢do, coagulagdo, homoge-
neizacdo e desidratacdo resultam em degradacé@o
do DNA, sendo que fragmentos de DNA enddgeno
(gene lectina) se mostram mais estaveis do que
genes exdgenos (gene CP4-EPSPS), fatores estes
que podem exercer influéncia sobre a andlise de
deteccdo e identificacdo/quantificacdo de OGMs?.
Essa situacdo exige que a estratégia experimental
permita a garantia da especificidade da andlise
por PCR, utilizando diferentes pares de primers
que amplificam regides distintas do gene-alvo
(Figura 3).

Os principais fatores que podem exercer
influéncia sobre os critérios de performance na
deteccdo de OGMs sdo as etapas de amostragem,
sub-amostragem, e extracdo de DNA%. A puri-
ficacdo de DNA a partir das amostras de ali-
mentos é critica na preparacao das amostras para
0 PCR®., Em geral, o DNA isolado a partir de ali-
mentos processados é altamente degradado, e
precisa ser separado e isolado de lipideos, pro-
teinas, polissacarideos e sais, pois estes poderiam
exercer efeito inibitorio sobre a DNA polime-
rase?2s,

-"_ 1. screening I:DC:

2. alvos gene-especificos

=) = 3 alvos construcdo-especificos
- =

- 4. alvos evento-especifico = v
- -

Figura 3. Representagdo esquematica do grau de especificidade
da deteccdo de OGMs segundo o PCR realizado; H:
DNA gendmico da planta receptora; P: promotor; E:
elemento enhancer; G: gene de interesse; T: terminador;
gene inserido representado por P+E+G+T (adaptado
de Holst-Jensen et al.®).

especificidade
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Andlise quantitativa

Para atender & legislacdo de rotulagem, o
teor de OGM deve ser determinado. Quando ha
necessidade de analise quantitativa, esta deve ser
conduzida em relagdo a um parametro definido.
Na legislacao européia, € estabelecida como rela-
tiva ao ingrediente (ex.: farinha de milho), comu-
mente interpretada peso/peso, mas em principio
deveria se relacionar a uma quantidade especifica
(volume ou peso) da matriz, por niUmero de unida-
des (particulas, moléculas de DNA ou proteinas).
Entretanto, ndo existe uma relagdo exata entre
peso ou nimero de grdos e moléculas de DNA.
Geralmente considera-se que a melhor estimativa
€ obtida com técnicas que determinam o nimero
de moléculas de DNA obtido a partir de uma
unidade de peso/grao. Berdal & Holst-Jensen®
desenvolveram um produto apresentando 10%
(p/p-peso/peso) ver nota de soja transgénica,
utilizando uma matriz bem caracterizada, mas
andlises baseadas na deteccao de DNA revelaram
percentual de, aproximadamente, 12%. Estes re-
sultados poderiam ser atribuidos a diferentes
teores de DNA por unidade de peso da matriz
(OGM relativo a soja ndo GM).

PCR em tempo real

O PCR em tempo real permite 0 monito-
ramento da reacdo de amplificacdo em tempo
real (ciclo a ciclo), em sistema fechado, sem inter-
feréncias externas no progresso da reagdo®. Um
sinal fluorescente é detectado em proporgédo ao
aumento da quantidade do produto de ampli-
ficacdo. Essa fluorescéncia é emitida por com-
postos fluordforos, que podem estar ligados a
sondas (Tagman) ou intercalados na dupla fita do
DNA amplificado (SYBR Green). As sondas sao
sequéncias de DNA que se ligam a regido central
da sequiéncia-alvo, aumentando a seletividade do
método. Apesar das vantagens da técnica de PCR
em tempo real, esta ainda apresenta custo elevado
e requer treinamento especializado®:.

No computador que esta acoplado ao
termociclador no qual ocorre a PCR, cada reacao
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de amplificacdo é mostrada como uma linha
colorida (Figura 4). A fluorescéncia emitida em
resposta a sintese do produto de amplificacdo é
detectada em tempo real. O aumento desse pro-
duto nos ciclos iniciais € pouco significativo. Com
0 progresso da reacdo, pode se observar um
aumento do sinal emitido (fase exponencial).
Quando esse aumento da fluorescéncia passa a
ser estatisticamente significante, atinge-se o nivel
threshold (linha horizontal), o ciclo da reacdo de
PCR correspondente é chamado ciclo threshold
(Ct)*®2. A quantificacdo pode ser realizada por
comparacao direta dos valores de fluorescéncia
detectada no Ct (método ACt), ou por compa-
racdo do ndmero de copias utilizando-se uma curva
padrdo (método de curva padrdo). Para uma
amostra desconhecida, duas rea¢gdes com a mes-
ma concentracdo de DNA molde podem ser reali-
zadas, uma delas tendo como regiédo alvo para
amplificagdo um gene endogeno de referéncia
(Endog), e a outra reacdo um trecho da construcdo
relativa a modificacdo genética (alvo). As duas
reacOes representando essa amostra desconhe-
cida sdo mostradas no grafico como linhas pretas.
A diferenca de Ct (ACt) para os dois alvos (Ct
alvo - Ct Endog) pode ser utilizada diretamente
para estimar o percentual de OGM, segundo a
seguinte formula:

x100%= % OGM

2ACt

JAno método de curva padréo, € realizada
uma série de reacdes nas quais o numero de
copias de cada alvo é conhecido. Uma curva de
regressdo relaciona o nimero de copias do alvo
produzidas na reacdo de amplificacdo ao Ct,
permitindo a estimativa do nimero inicial de c6-
pias do fragmento alvo. O percentual de OGM na
amostra pode ser estimado pela comparacédo
entre o nimero de cOpias do alvo detectadas no
Ct, pela seguinte férmula:

N /N_ . x100= % OGM

alvo * "Endog

No exemplo mostrado no grafico (Figura
4), ACt = 30,0 (Ct alvo) - 23,3 (Ct endog)= 6,7,
correspondendo a, aproximadamente, 1% OGM
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Figura 4. Amplificagdo em PCR quantitativo em tempo real
(adaptado de Holst-Jensen et al.?).

(pelo método ACt). O mesmo resultado é obser-
vado quando utilizado o método de curva padréo,
jaque N, =10%e NEndég=1O4 % |sto é, em um
produto no qual a soja ndo seja ingrediente Unico,
a quantificacdo se d& tendo como base o percen-
tual de soja GM em relagéo a soja convencional,
e ndo em relacdo a totalidade dos ingredientes.
Por exemplo, uma sopa desidratada, que tenha
como ingrediente o isolado protéico de soja, apre-
sentando 2% de soja GM, significa que, de cada
10g de isolado protéico, 0,2g tem origem trans-
génica.

A quantificagdo de OGMs geralmente tem
como seqliéncia alvo, na reagédo de PCR em tempo
real, o promotor 35S, um elemento regulador
obtido do virus do Mosaico da Couve-flor (CaMV)3,
Esse tipo de andlise deve ser desenvolvido de
modo a excluir o risco de resultados falso-positivos.
Isso se deve ao fato de que alguns vegetais, como
Brassicaceae e Solanaceae, sdo hospedeiros natu-
rais do CaMV. Recentemente, pesquisadores
desenvolveram um sistema de quantificacdo que
utiliza sondas MGB (Minor Groove Binder) para
amplificar especificamente o CaMV em amostras
de alimentos. Assim, para que as analises imple-
mentadas para detec¢do/quantificacdo usando co-
mo gene-alvo o 35S ndo apresentem falso-positivo,
também devem ser conduzidas reacdes para a
amplificacdo do CaMV. Dessa forma, a quan-
tidade de virus contaminante podera ser esti-
mada'.
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CONSIDERACOES FINAIS

O impacto econdmico da introducéo dos
OGMs na cadeia alimentar evidencia a impor-
tancia das determinacfes de auséncia/presenca
desses produtos em alimentos. Essas andlises
devem ser realizadas utilizando metodologias
aprovadas e validadas. A validacdo e a harmoni-
zacao de métodos quantitativos é absolutamente
necessaria para o atendimento as legislacdes para
arotulagem de produtos que apresentem em sua
composicao, um percentual de OGM superior ao
limite permitido; além da certificacdo de produtos
agricolas destinados a exportacdo que devam
conter informagdes sobre possivel contaminacgéo
por OGMs.

No Brasil, existe um esfor¢o conjunto do
Ministério da Agricultura e do Ministério da Saude,
por intermédio da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), para o estabelecimento de
uma rede de laboratérios credenciados para a
conducao das analises de detecgdo/quantificacédo
dos OGMs que circulam no mercado.

Esta estratégia alcancar4 maior impor-
téncia quando a nova geracdo de OGMs, com
alteragdes na qualidade nutricional e as chamadas
biofabricas, chegarem ao mercado consumidor.
Além disso, o desenvolvimento de sistemas de
deteccao/quantificacdo de OGMs cada vez mais
seletivos e sensiveis facilitara a rastreabilidade
desses organismos, em um programa de vigilancia
pos-mercado. E importante ressaltar ainda que
com um programa de vigilancia pés-mercado deli-
neado, pode-se garantir, a longo prazo, a segu-
ranc¢a de alimentos produzidos a partir de OGMs.
Essas informagdes serdo importantes para o
consumidor, que podera optar, sem receio, pelo
consumo de alimentos contendo OGMs.
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