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RESUMO

O crescimento constante da area mundial de cultivo de plantas geneticamente modificadas,
em especial o Brasil, e o surgimento de novos eventos transgénicos tém trazido
preocupacdes tendo em vista o0 aumento no nimero de produtos alimenticios contendo
organismos geneticamente modificados (OGM) sendo comercializados, existindo ainda
incertezas de como devem ser regulamentados esses produtos. Legislacdes e diretrizes
vém sendo criadas a fim de proteger o meio ambiente e a salde humana como o Protocolo
de Cartagena, as especificacbes do Codex Alimentarius para rotulagem de alimentos e de
metodologias analiticas, e a Lei de Biosseguranga, que regulamenta a pesquisa e 0 usO
comercial dos OGM. Muitos paises adotam politicas de rotulagem de produtos alimenticios
com estabelecimento de limites da presenca intencional de organismos geneticamente
modificados. No Brasil, foi criado o Decreto n° 4.680/2003 em que € obrigatdria a rotulagem
de alimentos com mais de 1% de OGM. Laboratérios estdo estudando e validando métodos
para deteccdo e quantificacdo de genes modificados, que tém sido de grande importancia
no comeércio brasileiro e internacional, especialmente em paises que permitem tanto a
rotulagem para a presenga como para a auséncia de transgénicos, com a finalidade de
garantir a informacdo correta nas embalagens para os consumidores. A tradicional
estratégia de analise de OGM em alimentos consiste na deteccdo de dois elementos
genéticos comumente utilizados nas construg¢des (P-35S e T-nos) seguida da quantificagéo
evento-especifica. No entanto, esta estratégia encontra cada vez mais limitagbes pela
diversidade das novas construcdes e complexidade dos eventos que vém sendo
desenvolvidos e comercializados. Este trabalho se propds a implementar a deteccéo de 5
elementos genéticos (P-35S, T-nos, CTP-2, PAT, BAR) utilizados nas constru¢des dos OGM
presentes em alimentos de soja e milho pelo método de triagem por gPCR SYBR® Green,
além de estabelecer os limites de detecgdo (LOD) de cada alvo. Os resultados mostraram
gue a qPCR SYBR® Green € uma técnica robusta e sensivel na amplificacdo das matrizes
de alimentos de soja e milho, estabelecendo limites de deteccdo com valores abaixo do
limite de 1% descrito no Decreto n° 4.680/2003. O método de triagem empregado foi
bastante viavel na discriminacdo dos eventos de soja geneticamente modificada presentes
nas amostras analisadas, enquanto que a discriminacdo dos eventos de milho
geneticamente modificado foi menor, uma vez que foram encontrados varios possiveis
eventos de milho, havendo a necessidade da inclusdo de mais um elemento genético na

matriz de triagem.

Palavras-chave: OGM. LOD. gPCR SYBR® Green. método de triagem



ABSTRACT

The constant growth of the world-wide area of cultivation of genetically modified plants,
especially Brazil, and the emergence of new transgenic events has raised concerns
regarding the increase in the number of food products containing genetically modified
organisms (GMO) being marketed, there are still uncertainties as to how these products can
be regulated. Legislation and guidelines have been created to protect the environment and
human health such as the Cartagena Protocol, Codex Alimentarius specifications for food
labeling and analytical methodologies, and the Biosafety Law, which regulates research and
commercial use of GMO. Many countries adopt food-labeling policies with limits on the
intentional presence of genetically modified organisms. In Brazil, Decree 4.680 / 2003 was
created in which the labeling of foods with more than 1.0% of GMO is mandatory.
Laboratories are studying and validating methods for the detection and quantification of
modified genes, which have been of great importance in Brazilian and international trade,
especially in countries that allow both labeling for the presence and the absence of
transgenics, in order to guarantee the packaging information to consumers. The traditional
strategy for analyzing GMO in food consists of detecting two genetic elements commonly
used in constructs (P-35S and T-NOS) followed by event-specific quantification. However,
this strategy is increasingly constrained by the diversity of the new constructions and
complexity of the events being developed and marketed. This work is implemented in a
detection of 5 genetic elements (P-35S, T-NOS, CTP-2, PAT, BAR) used in the constructs in
addition to of GMO present in soy and corn foods by the screening method by gPCR SYBR
Green, set limits of detection (LOD) of each target. The results showed that gPCR SYBR
Green is a robust and sensitive technique for the amplification of soya and maize food
matrices, with detection limits with values below the 1% limit described in Decree
4.680/2003.The screening method employed was quite feasible in discriminating the events
of genetically modified soybean present in the analyzed samples, where as in the
discrimination of the events of genetically modified corn was not satisfactory, since most corn
events were found possible, need for the inclusion of one more genetic element in the

screening matrix.

Keywords: GMO. LOD. qPCR SYBR® Green. screening method



SIGLAS E ABREVIATURAS

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AOCS - American Oil Chemists Society

Bt — Bacillus thuringiensis

CTNBio — Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca
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Ct — ciclo threshold

DNA — acido desoxirribonucleico

ERM — European Reference Materials
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GM — Geneticamente Modificado

INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
IBAMA — Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis
LOD — Limite de deteccgéo

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
MRC — material de referéncia certificado

mg — miligrama

mM — milimolar

ML — microlitro

ng — nanograma

NaCl — cloreto de sédio

OGM - organismo geneticamente modificado

PCR - reacao em cadeia da polimerase



PG — poligalacturonase
gPCR - reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
TBE - tris-borato-EDTA

Tm — temperatura de melting
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1) INTRODUCAO
1.1 BIOTECNOLOGIA MODERNA

A biotecnologia moderna emprega técnicas moleculares que podem ser
utilizadas para produzir modificacdes genéticas que resultem em organismos com
caracteristicas diferentes daquelas dos seus semelhantes ndo modificados (por
exemplo, tolerancia a herbicidas, resisténcia a doencas e a fatores bidticos e
abidticos). A introducdo de sequéncias genéticas codificantes modificadas em um
organismo doador (micro-organismos, plantas e animais) faz com que esse passe a
expressar determinadas caracteristicas de interesse.

A engenharia genética emprega processos que identificam e selecionam
sequéncias de DNA responsaveis por apresentar determinada caracteristica em um
organismo doador e transferem estas sequéncias a um organismo receptor, sem a
troca de partes de cromossomos cCOomo ocorre no cruzamento convencional de
plantas. Estas técnicas moleculares produzem os chamados organismos
geneticamente modificados (OGM), como as plantas transgénicas (BRANQUINHO,
2010a).

O termo Organismo Geneticamente Modificado (OGM) é definido pela
legislacdo brasileira como sendo o organismo cujo material genético tenha sido
modificado por diversos métodos de transformacdo de engenharia genética
(BRASIL, 2005). Varios métodos de transformagdo sdo utlizados para a
transferéncia de DNA recombinante para a producdo de um OGM. Nas plantas, os
métodos mais utilizados sdo os de transformacdo mediada por Agrobacterium
tumefaciens (bactéria do solo que contém elementos genéticos que podem ser
transferidos para uma ampla variedade de espécies vegetais) e a biobalistica,
produzindo os eventos de transformacao (figura 1).
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Figura 1. Métodos comumente utilizados para a transformacéo de plantas.
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Fonte: http://transgeniaemvegetais.blogspot.com.br/2010/08/tecnicas-de-transformacao-de-
dna.html (modificada).

A primeira aprovagdo comercial de um alimento geneticamente modificado
ocorreu nos Estados Unidos em 1994, com o tomate “Flavr Savr’, de
amadurecimento tardio, desenvolvido pela Calgene Inc. No caso do Flavr SavrTM,
0S cientistas conheciam a existéncia de uma enzima, poligalacturonase (PG),
responsavel pelo incremento da sua maciez de acordo com o amadurecimento, bem
como por prolongar o periodo de amadurecimento. Quando isolaram o gene
responsavel pela expressdo da enzima e o introduziram no genoma, o tomate
manteve suas propriedades organolépticas por um periodo maior do que os tomates
comuns. Essa técnica permitiu o desenvolvimento de tomates com um melhor sabor
e que podem ser transportados a longas distancias sem perder sua qualidade
(KRAMER et al, 1994).

Os Estados Unidos da América sao, atualmente, o pais com a maior area de
transgénicos no mundo onde, em 2015, foram plantados mais de 70 milhdes de
hectares de transgénicos. O Brasil e a Argentina, segundo e terceiro paises com

maior area de transgénicos, plantaram respectivamente 44,2 e 24,5 milhdes de
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hectares. Esses trés paises contribuiram com 78% da area plantada com cultivares
GM no mundo. Globalmente, inUmeras culturas GM estdo sendo comercializadas,
tais como soja, milho, algodao, batata, canola, beterraba, alfafa, maméao e abébora.
Vale ressaltar que as principais commodities soja, milho, algoddo e canola
representam cerca de 95% de toda a area plantada de transgénicos no mundo.
Entretanto, outras ja foram liberadas ou estdo em processo de pesquisa, como:
feijdo, café, cana-de-acucar, trigo, banana, maca, alface, eucalipto. Novos produtos
vém sendo desenvolvidos para a liberacdo e o foco principal sdo para espécies de
grande importancia econémica para os produtores. (JAMES, 2015).

A soja é a variedade transgénica mais cultivada no mundo, ocupando cerca
de 75,4 milhdes de hectares, o que representa 47% da area global de cultivos
transgénicos. Em segundo lugar, encontra-se o milho (51 milhdes de hectares,
32%), seguido pelo algodéo (24,2 milhdes de hectares, 15%) e a canola (8,2 milhdes
de hectares, 5%). As caracteristicas agronémicas mais introduzidas em variedades
transgénicas sdo a tolerancia a herbicidas, resisténcia a insetos ou as duas
caracteristicas combinadas, que representam 59%, 15% e 26%, respectivamente, da
area plantada mundialmente (JAMES, 2015). Desde sua concepc¢do, em 1996, até
os dias atuais é notério o0 aumento na quantidade da area plantada com culturas
geneticamente modificadas ao redor do mundo, principalmente em paises em

desenvolvimento (figura 2).
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Figura 2. Evolucéo da area plantada com graos transgénicos no mundo desde
1996 até 2015.
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Fonte: http://ogmespan.blogspot.com.br/.

Nesse contexto, é importante ressaltar que o crescimento das exportacdes de
soja, milho e algoddo no Brasil foi impulsionado principalmente pelo
desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas que foram liberadas de
forma mais consistentes a partir de 2005, com a criacdo da nova Lei de
Biosseguranca n° 11.105, de 24 de marco de 2005. Dois anos apés a definitiva
liberacdo do cultivo de transgénicos, o Brasil ja cultivava 3,5 milhdes hectares na
area plantada apenas com soja geneticamente modificada. Tratava-se, assim,
segundo dados do Servico Internacional para a Aquisicdo de Aplicacdes em
Agrobiotecnologia, do maior aumento nominal registrado em culturas de
transgénicos no mundo (BOREM, 2015).

Apesar da previsdo do crescimento da producéo agricola, estima-se que até
2050 a populacdo mundial devera alcancar entre 9 e 11 bilh6es de pessoas, 0 que
vai exigir que, no minimo, seja dobrada a producdo de alimentos e, de preferéncia,
sem aumentar drasticamente a area plantada, minimizando assim o impacto sobre

nossa biodiversidade (BOREM,2015). Nesse sentido, o Brasil vem crescendo
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substancialmente sua producao de alimentos por meio de processos biotecnoldgicos
e sera parte fundamental para suprir uma consideravel parcela de alimentos que o
mundo demandard. O pais ja possui a segunda maior area de transgénicos
plantados no mundo, e pelo quinto ano consecutivo, a agricultura brasileira foi a que
mais impulsionou o crescimento mundial da &area plantada com variedades
geneticamente modificadas (JAMES, 2015).

As variedades transgénicas resistentes a insetos mais populares entre
agricultores sao as de milho, algodao e batata. Conhecidas como Bt, a planta produz
seu proéprio inseticida e o inseto que a infesta morre, quando dela se alimenta. Esse
efeito € obtido introduzindo nas plantas material genético de uma bactéria de solo,
Bacillus thuringiensis (dai o nome “Bt”), que produz naturalmente uma toxina capaz
de destruir o aparelho digestivo de insetos. Isolado o gene responsavel pela
producdo da toxina da bactéria B. thuringiensis, este € introduzido em células do
vegetal-alvo por meio de outra bactéria, Agrobacterium tumefaciens, que tem a
capacidade de agregar DNA para dentro de seu nucleo (BARDAU-PIEDNOIR et al,
2010)

No caso das plantas tolerantes a herbicidas destacam-se os cultivos
expressando genes de tolerancia ao glifosato, como a soja, cujo cultivo € mais
pratico e econbmico, pois esse herbicida pode ser utilizado em aplicacdo pos-
emergéncia. O glifosato pertence ao grupo quimico das glicinas substituidas, &
classificado como nédo seletivo, apresenta amplo espectro de acado, controlando
plantas daninhas anuais e perenes, tanto de folhas largas como estreitas. Sua acao
€ sistémica, sendo absorvido pelas folhas e tecidos verdes da planta, inibindo a
atividade da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3- fosfato sintase (EPSPS), que é
catalisadora de rea¢des de sintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina
e triptofano (GALLI e MONTEZUMA, 2005; VICTORIA FILHO, 2008). Como
resultado, as proteinas, vitaminas, metabdlitos secundarios e fotossintese da planta
sdo alterados, levando essa a morte. Na planta GM, a introdugdo do gene de
resisténcia codifica a producdo de uma enzima semelhante (CP4 EPSPS),
encontrada em micro-organismos, que nao € inibida pelo glifosato e, portanto,
proporciona a planta os aminoacidos aromaticos necessarios para continuar o seu
desenvolvimento (DUKE et al, 2003).

1.2 LEGISLACAO BRASILEIRA DE OGM E ROTULAGEM
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A legislacdo brasileira que regulamenta a pesquisa e 0 uso comercial de
organismos geneticamente modificados teve um inicio complexo pela incerteza
juridica causada pela anterior Lei de Biosseguranca n° 8.974 (BRASIL, 1995) e pelo
entrelacamento com outras legislacbes como a de agrotoxicos e a lei ambiental
criando um sistema de licenciamento controlado, dependendo do caso, por até
quatro instancias reguladoras — a Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBI0), a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Instituto Brasileiro
de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

A CTNBiIo, reformulada pela nova lei de Biosseguranca n° 11.105, de 24 de
marco de 2005, é a instancia colegiada multidisciplinar, cuja finalidade é prestar
apoio técnico consultivo e assessoramento ao Governo Federal na formulagéo,
atualizacdo e implementacédo da Politica Nacional de Biosseguran¢a, bem como no
estabelecimento de normas técnicas de seguranca e pareceres técnicos referentes a
protecdo da saude humana, dos organismos vivos e do meio ambiente, para
atividades que envolvam a construcdo, experimentacdo, cultivo, manipulacao,
transporte, comercializacdo, consumo, armazenamento, liberacdo e descarte de
OGM (BRASIL, 2005).

No Brasil, quatro culturas geneticamente modificadas utilizadas na producao
de alimentos e ingredientes alimentares - milho, soja, algoddo e feijao - estéo
aprovados pela CTNBIo, totalizando 55 eventos, sendo 9 eventos de soja, 33 de
milho, 12 de algodédo e 1 de feijao, sendo que esse nimero aumenta a cada ano
(CTNBIo, 2016). Este fato vem trazendo preocupacao quanto a seguranca alimentar,
pois 0s conhecimentos cientificos sobre as implicacbes e impactos da liberacdo em
larga escala de plantas transgénicas para o cultivo comercial é ainda insuficiente
(MAZZA et al., 2005). A CTNBIo liberou a comercializacado do eucalipto transgénico
em 2015. A espécie liberada é a Eucalyptus spp L., contendo um gene da
planta Arabidopsis thaliana codificante da proteina Cel 1, que promove um
crescimento mais rapido da planta. Essa decisdo faz com que o Brasil seja o
primeiro pais a liberar o eucalipto geneticamente modificado, e segundo técnicos da
Futura Gene Brasil Tecnologia Ltda, empresa que solicitou a liberagdo da planta, o
eucalipto modificado tem 20% mais produtividade e podera ser usado na producgéo

de madeira, papel, entre outros itens. Existem algumas duvidas cientificas sobre os
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impactos do plantio do eucalipto transgénico, destacando que o pdlen do eucalipto
pode ser transportado por insetos, podendo contaminar o mel organico dos
pequenos produtores que seriam prejudicados ho momento da certificacdo dos seus
produtos (TOKARINA, 2015).

Existem, basicamente, dois modelos principais para o controle de riscos dos
produtos provenientes da biotecnologia, que sdo os chamados modelos regulatorios:
o modelo regulatorio baseado no controle da tecnologia da producdo e o modelo
regulatorio baseado na avaliacdo do produto final. O primeiro modelo é adotado na
Unido Europeia e no Brasil. Esse primeiro modelo entende que a tecnologia do DNA
recombinante apresenta riscos especificos, e tem como pressuposto béasico a
analise caso a caso, incorporando o Principio da Precaucédo, que diz que a auséncia
de certeza cientifica sobre a seguranca de um produto ndo impede que medidas
preventivas sejam adotadas para prevenir os riscos. Estabelece procedimentos para
a avaliacdo de riscos de OGM, tanto em contencao quanto no caso de sua liberacao
para o ambiente. Tais procedimentos ndo tém por objetivo a criagdo de mecanismos
de impedimento do desenvolvimento da tecnologia, mas sim o fornecimento de
instrumentos para uma analise caso a caso, permitindo uma maior garantia de
seguranca para a saude humana, animal e ambiental (CHAVES et al, 2003).

Ja o segundo modelo, é baseado na avaliagdo do produto final, adotado nos
Estados Unidos da América e no Canada. Entende como essencial para a analise de
risco as caracteristicas do produto final, independentemente de seu processo
tecnologico de producdo. O produto é avaliado com o mesmo rigor, independente de
como é obtido. O principio adotado ndo € o da precaucdo, mas sim da Equivaléncia
Substancial, ou seja, se um produto geneticamente modificado apresenta
caracteristicas equivalentes as apresentadas por seu similar convencional, 0s
mesmos sdo considerados equivalentes. Tanto o modelo regulatério baseado no
controle da tecnologia da produgcé&o, como aquele baseado na avaliacdo do produto
final apresentam as mesmas exigéncias de inocuidade, estabilidade e seguranca
ambiental, sendo que o principio basico é o de garantir a seguranca humana, dos
animais e do ambiente. Independente do modelo regulatério empregado, cada pais
Ou regido apresenta mecanismos responsaveis por controlar a producéo e utilizacéo
de OGM. A Unido Europeia possui a Autoridade Europeia de Seguranca de
Alimentos, que atua na comissao europeia em todos 0s aspectos de seguranca de
alimentos, inclusive na avaliacdo dos OGM (LAWSON-FERREIRA, 2015).
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Internacionalmente, a Comissdo do Codex Alimentarius, um oOrgao de
estabelecimento de diretrizes e de normas para o comércio de alimentos, desde
1990 tem procurado desenvolver recomendacfes sobre como rotular os alimentos
oriundos da biotecnologia e diretrizes sobre os métodos de andlises (CARTER e
GRUERE, 2010; CODEX ALIMENTARIUS, 2003).

A rotulagem tem como objetivo informar aos consumidores que um produto ou
ingrediente alimentar é, contém ou provém de produtos ou ingredientes
geneticamente modificados. Nos ultimos anos, muitos paises, principalmente os
desenvolvidos, adotaram politicas de rotulagem de produtos alimenticios com
estabelecimento de limites para informacdo no rétulo da presenga intencional de
organismos geneticamente modificados, como forma de garantir ao consumidor o
direito de escolha, sendo que mais de 40 paises ja estabeleceram seus préprios
regulamentos para rastreamento e rotulagem desses produtos. Entretanto, ainda
existe uma lacuna entre estas abordagens causando uma variagdo na informacéo
para os consumidores, entre o comércio nacional e o internacional dos alimentos,
apesar de haver um consenso de que a rotulagem sé se aplica aqueles OGM que
foram submetidos a avaliacdes de risco e que tenham sido considerados seguros
para o consumo humano, animal e para o0 meio ambiente. Outro ponto que merece
destaque é o tipo de rotulagem, ou seja, ela pode ser baseada no produto ou no
processo, onde no primeiro caso, apenas 0s produtos com tracos detectaveis de
materiais ou ingredientes GM sao obrigatoriamente rotulados e no segundo caso, no
qual a legislacao brasileira se enquadra, qualquer produto produzido a partir de um
OGM devera ser obrigatoriamente rotulado, contendo ou ndo materiais GM no
produto final (LAWSON-FERREIRA et al, 2015).

No Brasil, a rotulagem é obrigatéria segundo o Decreto n° 4.680 de
24/04/2003, que estabelece que os alimentos e ingredientes alimentares destinados
ao consumo humano ou animal, embalados ou a granel ou in natura, que contenham
ou sejam produzidos a partir de OGM, com presenca acima do limite de 1% do
produto, contenham a informacdo da natureza transgénica do produto (BRASIL,
2003a). Além disso, deve também conter o simbolo definido pela Portaria de 2.658
do Ministério da Justica (BRASIL, 2003b). Apesar de a legislacado estar em vigor
desde 2003, somente em 2008 os primeiros produtos contendo OGM comecaram a

conter esta informacao no rétulo.
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A rotulagem de alimentos e produtos obtidos de plantas geneticamente
modificadas parecia, a primeira vista, ser uma opc¢ao relativamente simples. Porém a
decisdo de introduzir rotulagem envolve consideracdes técnicas, logisticas e
comerciais. O Decreto n° 4.680, por exemplo, ndo deixa claro alguns aspectos que
sdo fundamentais, na area analitica, para a verificacdo da aplicacdo do limite de 1%.
No caso dos alimentos compostos por ingredientes derivados de diferentes cultivos,
fica a davida se a avaliacéo deve ser feita por ingrediente ou sobre o produto em sua
totalidade, além de ndo haver uma especificacdo da unidade de medida a ser

utilizada na quantificacdo do OGM

1.3 DETECCAO DE OGM EM ALIMENTOS

A participacdo dos laboratorios de saude publica brasileiros na analise de
OGM em alimentos iniciou-se ap6s a ocorréncia, no ano 2000, de denuncias de
institutos de defesa do consumidor de que produtos alimenticios continham soja
transgénica, o que era proibido na época. O Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS) passou a realizar analises de deteccao de soja
transgénica em 2001 e abriu portas para o surgimento de outros programas para
avaliar a implementacdo da legislacdo de rotulagem e a possivel presenca de
eventos ainda ndo autorizados nos produtos alimenticios contendo soja e milho
(CARDARELLI et al, 2005; BRANQUINHO et al, 2010b; BRANQUINHO, et al, 2013;
FERREIRA et al, 2009).

Os métodos de deteccao e quantificacdo de OGM, principalmente os métodos
de andlises de sequéncias de DNA, sao influenciados por fatores como a
amostragem, o tamanho da amostra, a matriz e o grau de processamento do
alimento, os métodos de extracdo de DNA, a presenca ou ndo de substancias
inibidoras presentes na matriz do alimento, o grau de dano do DNA e o tamanho dos
fragmentos de DNA obtidos ap6s a extracdo (BRANQUINHO, 2010b). Para a
obtencdo de resultados adequados, € essencial a coleta de dados sobre as
sequéncias de OGM apresentados por laboratérios acreditados para o
desenvolvimento de métodos sensiveis, precisos e validados.

Para compreender os métodos utilizados na detec¢cdo dos OGM deve-se ter
uma base sobre a estrutura desses organismos. Um tipico inserto € constituido por

pelo menos trés elementos genéticos: (1) o promotor que regula a transcricdo do
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inserto/gene alterado; (2) o gene que foi inserido/alterado, que determina a
caracteristica desejavel; (3) o terminador que age como sinal de parada, ou seja,
responsavel pelo término da transcricdo (figura 3). A combinacdo de todos estes
elementos genéticos caracteriza um evento, ou seja, a construcdo génica
caracteristica de um OGM que deve ser integrada no genoma do organismo de
forma a ser transmitida para as futuras geracdes (CONCEICAO et al., 2004).

Figura 3. Esquema de uma construcdo de inserto transgénico e possiveis

alvos de deteccao.

Construgao transgénica

Promotor Transgene Terminador

Genoma da planta Genoma da planta

Triagem

Planta-especifico el !
;‘ u
Evento-especifico

Fonte: http://images.slideplayer.com.br/9/2571236/slides/slide_72.jpg.

1.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A analise rotineira para pesquisa de OGM, através da deteccdo de
sequéncias de DNA em alimentos, é normalmente dividida em etapas que vao desde
a preparacdo da amostra, extracdo e purificacdo do DNA, até a amplificacdo pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e avaliacdo dos dados. A qualidade e o
rendimento do DNA a ser utilizado na PCR s&o dois fatores criticos na analise de
OGM por esta técnica. A etapa de extracdo e purificacdo de acidos nucléicos € o
primeiro passo na maioria das técnicas de biologia molecular com objetivo de
obtencdo de um &cido nucléico puro e integro, uma vez que a eficiéncia da PCR
depende da qualidade e pureza do DNA extraido. O método que utiliza o detergente
brometo de cetiltrimetil amoénio — método CTAB, em geral, é o utilizado para a
extracdo de DNA em plantas (BRANQUINHO, 2010b).

A PCR consiste na amplificacdo seletiva de sequéncias especificas da

molécula de DNA, caracterizando um método sensivel, especifico, seguro, capaz de
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distinguir as variedades de OGM que apresentam diferentes constru¢cées génicas
(YAMAGUCHI et al., 2003). A PCR envolve a sintese enzimatica “in vitro” de varias
copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase.

A reacdo da PCR baseia-se na desnaturacdo do DNA e extensdo enzimatica
de um par de oligonucleotideos iniciadores que delimitam a sequéncia de DNA de
fita dupla alvo da amplificacdo. Estes iniciadores s&o sintetizados artificialmente de
maneira que suas sequéncias de nucleotideos sejam complementares as
sequéncias da regido alvo. No processo de amplificacdo as duas fitas do DNA se
separam e os iniciadores se ligam ao DNA alvo em fitas opostas. Em seguida, a
enzima DNA polimerase termoresistente estende os iniciadores, sintetizando duas
novas fitas na regido de interesse, tomando como molde as fitas originais. Este ciclo
€ repetido varias vezes de tal forma que a quantidade de DNA amplificado aumenta
exponencialmente a cada ciclo (FERREIRA E GRATTAPAGLIA,1998).

O desenvolvimento de métodos automatizados baseados em compostos
fluorescentes tornou possivel a eliminacdo do processamento pos-PCR para
analises dos produtos resultantes da amplificacdo, sendo a PCR em tempo real
(gPCR) o método mais empregado para deteccdo e quantificacdo dos OGM em
alimentos. Essa técnica monitora a reagdo durante a sua ocorréncia em tempo real.
A quantidade de produto amplificado durante a reacao é estimada diretamente pela
emissao da fluorescéncia. Este sinal aumenta proporcionalmente com a quantidade
de produto de PCR produzido em cada ciclo da reacéo. Pelo registro da emissédo de
sinal fluorescente em cada ciclo é possivel monitorar a reacdo de PCR durante a
fase exponencial e o primeiro aumento significativo da fluorescéncia corresponde a
guantidade inicial de copias do DNA alvo (AHMED, 2002).

A especificidade da técnica de PCR em tempo real depende tanto do sistema
quimico utilizado para gerar o sinal fluorescente, como do instrumento usado para
monitorar o sinal. Varios sistemas quimicos ja foram desenvolvidos sendo que os
mais utilizados sdo as sondas de hibridizacdo TagMan®e o SYBR® Green
(GASPARIC et al., 2010). No sistema TagMan®, pequenos oligonucleotideos
denominados de sondas de hidrélise sdo marcados com corantes fluorescentes que
hibridizam dentro da regido delimitada pelos iniciadores aumentando assim a
especificidade da reacdo de PCR. As sondas podem ser marcadas com diferentes
corantes “reporter”, possibilitando a deteccdo de mais de uma sequéncia amplificada

numa mesma reacao, a reacao de multiplex PCR.
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O sistema SYBR® Green é um dos corantes intercalantes mais utilizados e se
liga indiscriminadamente a dupla fita de DNA, néo se ligando a fita simples. Como
consequéncia dessa ligacao, a fluorescéncia € aumentada de 800 até 1000 vezes.
No comeco da amplificacdo, a mistura da reacdo contém o DNA desnaturado, os
iniciadores e o SYBR®Green, onde as moléculas néo-ligadas do SYBR® Green
apresentam fluorescéncia muito reduzida produzindo um sinal infimo. A medida que
a reacao de PCR vai ocorrendo, o aumento da quantidade do DNA em fita dupla, ou
seja, os produtos de PCR sintetizados acarretam em um aumento gradual do sinal
fluorescente captada pelo sistema 6tico do equipamento (WEIGHARDT, 2004).

A principal limitacdo dessa metodologia esta relacionada a inespecificidade da
ligagcdo do corante, ja que toda fita dupla de DNA formada, incluindo os produtos nédo
especificos e os artefatos de dimeros de iniciadores, serdo marcados e a
fluorescéncia captada. Para contornar essa limitacdo, deve ser incluida uma analise
através da curva de dissociacdo térmica. Essa curva é marcada pelo aumento
gradual da temperatura e consequentemente pela diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia que é avaliada ao longo do tempo (figura 4). Cada produto de PCR, ou
seja, cada sequéncia de DNA apresentarda uma temperatura especifica onde apenas
metade das moléculas estarda ligada, ou seja, uma temperatura de melting especifica
(Tm) (GASPARIC et al., 2010). Sequéncias maiores e mais ricas em bases guanina
e citosina apresentam maiores valores de Tm, dessa forma é possivel inferir sobre a

especificidade da reacéo.
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Figura 4. Curva de dissociacao térmica mostrando os diferentes estados de
complementariedade das sequéncias de DNA e relacdo com a intensidade de sinal

fluorescente de SYBR® Green.

Fluorescéncia

A 4

T Temperatura

Fonte: http://www.gene-quantification.de/hrm-path-utah.gif (modificada).

Na PCR em tempo real, diferentemente da PCR convencional (end-point), a
deteccdo e a quantificacdo ndo séo avaliadas no estagio final de reacéo, e sim na
fase exponencial onde a eficiéncia da reacdo é maior, permitindo avaliar com mais
robustez a concentracéo inicial do DNA alvo para cada amostra (GASPARIC et al.,
2010).

As fases da amplificacdo da PCR podem ser definidas em trés fases distintas:
i) lag ou de inicio que antecede a emissao de sinal fluorescente, ii) exponencial ou
log que é a mais importante para esta analise, pois evidencia o aumento do sinal
fluorescente e iii) plateau, onde ndo se percebe aumento do sinal fluorescente
gerado. E necessario que seja estabelecida uma linha threshold que é calculada a
partir da média dos sinais fluorescentes medidos. Na prética, a linha threshold é
posicionada pelo equipamento e deve ser corrigida pelo usuario, posicionada no
meio da fase exponencial e no ponto em que as réplicas sejam mais coincidentes.
Existem formas e modelos diferentes para posicionar esse nivel arbitrario de
fluorescéncia que depois de estabelecido deve ser utilizado nas analises realizadas
com o mesmo sistema de deteccéo (alvo, iniciadores e sonda). O ciclo threshold (Ct)

€ caracterizado pelo ciclo da reacdo de PCR em que a curva de amplificacdo cruza a
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linha threshold. Quanto maior a quantidade inicial do alvo, mais cedo ocorre um
aumento significativo da fluorescéncia e menor sera o valor de Ct (figura 5)
(CONCEICAO et al, 2004).

Figura 5 — Curva de amplificagéo por PCR em tempo real.
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Fonte: http://www.highveld.com/pcr/real-time-pcr-quantification-analysis.htm.

Para quantificacdo € necessario que sejam incluidas curvas-padrédo contendo
amostras com conteudo definido de forma que os Ct das amostras sejam
comparaveis ao Ct dos diferentes pontos da curva-padrao.

O contetudo de OGM em uma amostra, na quantificacdo por PCR em tempo
real, € expresso pela quantidade de material geneticamente modificado em relagcéo a
guantidade de um gene ou de uma sequéncia endégena (WEIGARTH et al, 2004).
No caso de alimentos processados e constituidos por varios ingredientes, outros
fatores vao influenciar ainda mais na interpretacdo dos resultados das analises

guantitativas.
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2) JUSTIFICATIVA

A introducdo dos OGM na producdo e comercializacdo de alimentos tem
gerado um intenso debate em diversas sociedades acerca dos riscos e da
necessidade de fornecer informag¢des ao consumidor quanto a presenca destes nos
alimentos. Assim, as técnicas de deteccdo de alimentos transgénicos vém sendo
aprimoradas, principalmente na Europa, a fim de identificar eventos de OGM, ou
eventuais contaminacdes na cadeia produtiva.

A tradicional estratégia de deteccdo de OGM em alimentos consiste, na
deteccdo de dois elementos genéticos mais comumente utilizados nas construcdes
(o promotor P35S extraido do virus do mosaico da couve-flor e o terminador T-nos
extraido da bactéria Agrobacterium tumefaciens) - seguida da identificacdo /
quantificacdo do evento especifico. No entanto, esta estratégia encontra limitacdes
devido ao constante aumento do ndmero de eventos e a diversidade das novas
construcbes e complexidade dos novos eventos que vém sendo desenvolvidos e
lancados no mercado mundial. Portanto, novas abordagens analiticas tém sido
apresentadas, como a selecdo de novos elementos genéticos de triagem que
possibilitem o direcionamento das andlises subsequentes de quantificacdo com
diminuicdo do custo total da andlise; o uso de métodos de alta eficiéncia para
deteccdo de multiplos alvos; e modelos matematicos que convertam os resultados
analiticos em indicacdo de potenciais OGM nas amostras.

As metodologias de deteccdo e as estratégias de investigacao influenciaram
fortemente o potencial de implementacdo e manutencao da legislacdo especifica e
da rotulagem. Contudo a deteccdo e a quantificacdo de OGM tém sido de grande
importancia no comércio brasileiro e internacional, especialmente em paises que
permitem tanto a rotulagem para a presenca como para a auséncia de transgénicos.

Diante das questdes apresentadas um dos desafios dos orgéaos de Vigilancia
Sanitaria € o de associar o direito do consumidor as informacdes confidveis acerca
dos produtos comercializados com a necessidade de fornecimento de alimentos
seguros, tento em vista as limitacbes técnicas de deteccdo, identificacdo e
quantificacdo de qualquer variedade geneticamente modificada aprovada ou ndo, na
diversidade de tipos de alimentos existentes em acordo com o Decreto n°® 4.680 de
24/04/2003.
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3) OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Implantar um método de triagem de OGM por SYBR® Green utilizando varios

iniciadores.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Extrair o DNA dos materiais de referéncia certificados (MRC) e das
amostras dos alimentos

= Avaliar a concentracdo e pureza do DNA dos materiais de referéncia
certificados (MRC) e das amostras por espectrofotometria.

» Avaliar a especificidade dos iniciadores utilizados nas andlises de
triagem, por PCR convencional, incluindo as sequéncias dos genes
enddgenos de soja e milho.

= Avaliar a especificidade dos iniciadores utilizados nas analises de
triagem, por PCR em tempo real com SYBR® Green, incluindo as
sequéncias endbdgenas.

= Estabelecer as temperaturas de dissociacdo de cada sequéncia (Tm).

= Estabelecer os Limites de Detecc¢do (LOD) de cada alvo utilizado na
triagem por PCR em tempo real.

= Detectar as sequéncias de triagem nas amostras de alimentos.
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4) MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS DE REFERENCIA

Foram utilizados os materiais de referéncia certificados (MRC) produzidos
pelo “European Reference Materials” (ERM) e “American Oil Chemists Society”
(AOCS), constituidos por farinhas, na forma de p6é seco, contendo percentuais
distintos de eventos de soja e de milho geneticamente modificados. Os padrdes de
milho sdo: ERM BF 411 contendo milho Bt176; ERM BF 412 contendo milho Btl11;
ERM BF 413 contendo milho MON810; ERM BF 414 contendo milho GA21; EMR BF
415 contendo milho NK603; ERM BF 418 contendo milho TC1507; AOCS 0906E
contendo milho MON89034; AOCS 1208A contendo milho MIR162; AOCS 0406D
contendo milho MON88017 e AOCS 0607A contendo milho MIR604. Também foi
utilizado Material de Referéncia de soja ERM BF 410 contendo diferentes
concentracfes de soja RR; EMR BF 432 contendo soja DAS 68416-4; AOCS 0911C
contendo soja CV127; AOCS 0809A contendo soja MON87701 e AOCS 0906B
contendo soja MON89788-2.

4.2 AMOSTRAS

Todas as amostras de alimentos contendo soja e milho, compreendendo
diferentes marcas e escolhidas aleatoriamente em estabelecimentos comerciais,
foram coletadas nos anos de 2015 e 2016, e catalogadas no setor de amostras do
INCQS para posterior analise de deteccdo de OGM por PCR em tempo real com o
SYBR® Green. Foi analisado um total de 10 amostras com variados graus de
processamento do alimento como farinhas, floculados e granulados. Dentre essas
10 amostras, 2 eram de fubd, 1 de curau, 1 de flocos de milho,1 biscoito de milho, 1
de proteina de soja, 1 de extrato de soja, 1 de soja em gréo, 1 de farinha de sojae 1

de fibra de soja.

4.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

O peso das amostras de alimentos contendo soja e milho variou entre 500 g a

1 Kg. As amostras foram retiradas das suas embalagens originais, transferidas para
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sacos plasticos de amostras (60 cm X 40 cm) onde foram homogeneizadas e
identificadas com o nome do produto, fabricante e data de abertura da embalagem.
A amostra contendo soja em grao foi moida no moinho analitico (M20-IKA) até a
obtencdo de um po fino antes de ser transferida para o saco plastico de amostras.
Parte do conteddo das amostras foi retirada do saco plastico, depois da
homogeneizagéo e transferida para um tubo de 50 mL, identificada e armazenada na
geladeira.

Foram utilizadas 100 mg das amostras de fibra de soja, farinha de soja,
extrato de soja, proteina de soja, soja em grdo e dos MRC de soja e milho. Nas
amostras de curau de milho, fub4 de milho, fubarina e biscoito de milho foram
utilizadas 200 mg. Duas réplicas de cada amostra foram submetidas a extracdo de
DNA.

4.4 METODO DE EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Neste trabalho foi utilizado o método CTAB para extracdo de DNA gendémico.
Ele envolve basicamente a extracdo e precipitacdo do DNA e outros polimeros como
polissacarideos e polifendis pelo detergente aniénico brometo de cetiltrimetil aménio
(CTAB) e posterior purificacdo do DNA com cloroférmio/isopropanol e etanol 70%
(LIPP et al,1999).

As porcbes de 100 mg a 200 mg foram transferidas para tubos de
polipropileno estéreis de 1,5 mL, além de um tubo para o controle da extracéo,
seguido pela hidratacdo com 200 pL de agua deionizada estéril, homogeneizados
em agitador de tubos, e extraidos com 800 pL de detergente CTAB (20 g CTABIL;
1,4 M NacCl; 0,1 M Tris-HCI; 20 mM EDTA, pH 8,0), adicionados de 20 uL proteinase
K (20 mg/mL). Os tubos foram aquecidos a 65°C em banho seco durante 90
minutos, sendo homogeneizados a cada 15 minutos, e posteriormente adicionados
de 20 pL RNAse (20 mg/mL) e prolongada a incubacdo por mais 10 minutos. Os
tubos foram centrifugados a 13000 xg por 10 minutos. Os sobrenadantes foram
transferidos para novos tubos contendo 500 pL de cloroférmio, homogeneizados em
agitador de tubos por 30 segundos e centrifugados a 13000 xg por 10 minutos. 500
uL dos sobrenadantes foram transferidos para tubos contendo 500 pL de cloroférmio
e novamente homogeneizados e centrifugados a 13000 xg por 10 minutos. O

sobrenadante foi transferido para outro tubo e foram adicionados duas vezes o seu
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volume de tampéo de precipitagcdo com CTAB (5 g CTABI/L; 40 mM NaCl, pH 8,0) e
incubado a temperatura ambiente durante 60 minutos. Apos a centrifugacdo a 13000
xg por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi dissolvido em
350 pL NaCl (1,2 M) e adicionado de 350 pL de cloroférmio. Apds a centrifugacéo a
13000 xg por 10 minutos, o sobrenadante foi novamente descartado e o sedimento
foi tratado com 0,6x o volume de isopropanol gelado e incubado por 1h a -20°C.
ApoOs esse periodo, foi centrifugado a 13000 xg por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi adicionado de 500 pL de etanol a
70% e agitado cuidadosamente e centrifugado a 13000 xg por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi mantido a temperatura ambiente
para evaporar residuos de alcoois e por fim, adicionados 50 yL de agua deionizada.
O material foi mantido de 2-8 °C no refrigerador por no maximo 15 dias ou estocados

a -20°C por periodos maiores.

4.5 DOSAGEM DO DNA GENOMICO EXTRAIDO DAS AMOSTRAS E DOS
MATERIAIS DE REFERENCIA

Foi realizada a dosagem e avaliagdo da qualidade do DNA por
espectrofotdmetro, utilizando o equipamento GeneQuant pro spectrophotometer
(Amersham Bioscience, Piscataway, NJ, USA) que determina a concentracdo a
260nm e a pureza do DNA através das medidas de absorbancia em 230nm, 260nm,
280nm, utilizando cubetas de quartzo. As preparacdes de DNA puras devem estar
entre as proporcoes Azso230 > 2.0 € Azeor280 entre 1.8 e 2.0.

4.6 AMPLIFICACAO POR PCR CONVENCIONAL

A PCR convencional foi utilizada para avaliar a especificidade dos iniciadores
utilizados nas analises de triagem, o promotor do virus do mosaico da couve-flor P-
35S, o terminador T-nos da A. tumefaciens, a sequéncia da juncdo do peptideo
transito (CTP2) de Arabidopsis thaliana e o gene epsps da cepa CP4 de A.
tumefaciens, a sequéncia do gene BAR de Streptomyces hygroscopicus e a
sequéncia do gene PAT de Streptomyces viridochromeogenes e os enddgenos de

soja (lectina) e de milho (ADH).
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A reacdo da PCR foi realizada em 25 pL contendo tamp&o 1X (10 mM Tris
HCI pH 8,3, 50 Mm KCI), 1U da enzima TaqgDNA polimerase, 160 uM dNTP, 1,5 mM
MgCI2, 0,24 uM de cada iniciador. Foram utilizados 2uL do DNA (50 ng/ml). Apés a
preparacao da PCR, os tubos foram colocados no termociclador Amplitherm Thermal
Cyclers. O programa utilizado para os iniciadores T-nos, ADH, Lectina, CTP-2, PAT
e BAR foi: desnaturacdo inicial por 3 minutos a 95°C seguida por 40 ciclos de
desnaturacdo durante 1 minuto a 94°C, anelamento durante 1 minuto a 60°C,
extensdo a 72°C por 1 minuto e extensao final de 3 minutos a 72°C. O programa
utilizado para o iniciador P35S foi: desnaturacéo inicial por 3 minutos a 95°C seguida
por 40 ciclos de desnaturacéo durante 40 segundos a 94°C, anelamento durante 40
segundos a 58°C, extensdo a 72°C por 40 segundos e extensao final de 3 minutos a
72°C. Os alvos, a sequéncia dos iniciadores e tamanho dos amplicons estdo na
tabela 1.

4.7 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A visualizacdo dos produtos da amplificacdo dos alvos enddgenos (ADH e
lectina) e das sequéncias de triagem foi realizada por eletroforese em gel de
agarose (Sigma) a 2% (p/v) contendo 3,0 ul de brometo de etidio (Promega), a uma
voltagem constante (80 V durante 15 minutos e 100 V para 90 minutos) imerso em
tampdo TBE 1X (90 mM Tris-borato, 2 mM EDTA pH 8,4) e visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta e registrados no analisador de imagens

(ImageQuant 300, General Electric-GE Healthcare).

4.8 AMPLIFICACAO POR gPCR SYBR® GREEN

A PCR em tempo real (QPCR) foi realizada no equipamento ABI 7500 FAST
Detection System (Applied Biosystems) com SYBR® Green. Os alvos,
oligonucleotideos iniciadores, suas sequéncias e tamanho dos produtos estédo

descritos na tabela 1:
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Tabela 1: Alvos, nomes dos iniciadores, sequéncias e tamanhos dos produtos de

amplificagéo:
Alvo Iniciador Sequéncia Tamanho Referéncia
(pb)
Lectina  sltml 5’ aaccggtagcgttgccag 3’ 81 MBONGOL
sltm2 5’ agcccatctgcaagccttt 3’ O-MBELLA,
et al, 2011
ADH ADH_altFwd 5’tctcttectectttagagcetaccacta3d’ 83 MBONGOL
ADH_alt Rev 5’aatcgatccaaagcgagatga 3’ O-MBELLA
et al, 2011
P-35S 35S _N3Fwd 5’aaagcaagtggattgatgtgata3’ 75 BARDAU-
35S N3 Rev 5’gggtcttgcgaaggatagtg 3’ PIEDNOIR
et al, 2010
T-nos tNOS_NN_Fw 5’gattagagtcccgcaattatacatttaad’ 69 BARDAU-
d tNOS D Rev  S’ttatcctagkttgcgcgctatattt 3° PIEDNOIR
et al, 2010
CTP2- GT73-TmF 5’gggatgacgttaattggctctg3’ 88 HUBER et
EPSPS GT73-TmR 5’ggctgcttgcaccgtgaag 3’ al, 2013
PAT Pat-PatFwd 5’ccgcggtttgtgatatcgtt3’ 109 BARDAU-
Pat-Pat Rev 5’tcttgaacctctctagatcatcaa 3’ PIEDNOIR
et al, 2012
BAR Pat-BarFwd 5’cgtcaaccactacatcgagacaad’ 69 BARDAU-
Pat-Bar Rev 5’gtccactcctgeggttect 3’ PIEDNOIR
et al, 2012

Os iniciadores foram testados com os DNA extraidos dos MRC de milho Bt11
0% e 1%, Bt176 0% e 1%, MIR 604, MIR 162, T25, MON88017 e MON89034; e dos
MRC de soja GTS 40-3-2 (RR 0% e RR 1%), MON87701, MON89788 e CV127. A
reacdo foi realizada em 25 pL contendo SYBR® Green PCR Master Mix 1X e 0,24

UM de cada iniciador e 5 uL de DNA (20 ng/pL). A termociclagem foi de 40 ciclos

com desnaturacdo a 95°C por 10 minutos, amplificacdes a 95°C por 15 segundos e
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anelamento a 60°C por 60 segundos, e as curvas de dissociacdo foram realizadas
de acordo com o fabricante do equipamento Appplied Biosystems 7500 modelo Fast.

4.9 DETERMINACAO DOS LIMITES DE DETECCAO (LOD)

Os limites de deteccdo (LOD) de <cada alvo foram avaliados
experimentalmente através de diluicdes sucessivas dos MRC dos eventos listados
abaixo, calculadas através do peso dos genomas de milho e soja. A quantidade de
DNA de cada ponto da curva de diluicdo, tanto para milho quanto para soja, foi de
aproximadamente 100 ng de DNA em 25 pL de reacdo de qPCR com o SYBR®
Green.

A guantidade em picogramas de DNA de uma unica copia de genoma (1C) foi
baseada nos valores estabelecidos pelo banco de dados “The Royal Botanic
Garden” (BENETT et al, 2004), que no caso da soja e do milho sédo 1,13 pg e 2,73
pg, respectivamente. Os MRC utilizados para estabelecer os limites de deteccao
foram:

1. Soja RR 10% contendo 8850, 888, 88, 44, 22 e 11 cépias dos alvos T-nos, P-
35S e lectina.
2. Soja DAS 68416-4 10% contendo 8850, 880, 88, 44, 22 e 11 copias do alvo

PAT.

3. Soja MON 89788-2 contendo 8850, 880, 88, 44 e 22 copias do alvo CTP-2.
4. Milho MON88017 10% contendo 36000, 7200, 1440, 300, 60, 20 e 10 cépias

do alvo ADH.

5. Milho MON88017 10% contendo 3600, 3600, 360, 72, 18 e 6 cépias dos alvos
T-nos e P-35S.

6. Milho TC 1507 10% contendo 3600, 1200, 400, 130, 44 e 22 cépias do alvo
PAT.

7. Milho NK 603 5% contendo 1800, 600, 200, 66, 22 e 11 cépias do alvo CTP-2.
8. Milho Bt 176 5% contendo 1800, 600, 200, 66, 22 e 11 cépias do alvo BAR.

4.10 DETECCAO PRESUNTIVA DE OGM NAS AMOSTRAS DE ALIMENTOS

As solucbes de DNA das amostras de alimentos foram diluidas a uma

concentracdo de 20 ng/uL e utilizados na deteccdo de OGM pelo método gPCR



32

SYBR® Green. A reacdo foi realizada em 25 pL contendo SYBR® Green PCR Master
Mix 1X e 0,24 yuM de cada iniciador e 5 pL de DNA (20 ng/uL). A termociclagem foi
de 40 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 10 minutos, amplificacdes a 95°C por 15
segundos e anelamento a 60°C por 60 segundos, e as curvas de dissociacao foram
realizadas de acordo com o fabricante do equipamento Appplied Biosystems 7500

modelo Fast.
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5) RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO E PUREZA DOS DNA EXTRAIDOS
Os valores médios das concentracdes de DNA e da relacdo de Azeo/Azs0 €

A2e0/A230 dos MRC e das amostras sao mostrados nas tabelas 2 e 3,

respectivamente.

Tabela 2: Concentragéo e pureza do DNA extraido dos MRC de soja e milho

MRC Concentracdo A2zeo/A2s0 A260/A230
(ng/uL)
Btll 0% 159 2,0 2,21
Btll 1% 150 1,97 1,85
Bt176 0% 137 2,01 2,85
Bt176 1% 142 2,02 2,49
MIR604 346 2,04 2,72
MIR162 500 1,91 2,43
T25 273 1,87 2,62
MON88017 454 1,98 2,37
MON89034 464 2,05 2,69
SojaRR0% 421 1,96 1,62
SojaRR 1% 347 1,93 1,48
MON89788 252 1,90 1,40
Cvi1z7 629 1,88 1,13
MON87701 194 1,99 1,61

Nas extracdes de DNA dos MRC foi observado que a relagdo A2so/Azso
apresentou um produto de boa qualidade visto que os valores se encontravam entre
1,8 e 2,0. Ja na relacdo A2s0/A230 0s valores dos MRC Btll 1%, soja RR 0% e 1%,
MONB89788, CV127 e MON87701 ficaram inferiores a 2,0.
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Tabela 3: Concentracéo e pureza dos DNA extraidos das amostras de soja e milho:

Amostra Concentracdo A2so/A2s0 A260/A230
(ng/uL)

Fibra de soja 300 191 4,27

Farinha de soja 530 1,88 2,39

Extrato de soja 385 1,87 1,07

Proteina de soja 140 1,90 3,0

Soja em grao 34 2,0 1,89

Fub& de milho 90 2,0 2,14

Fubd de milho 56 1,51 0

pré-cozido

Curau de milho
Fubarina 71 1,54 0
Biscoito de milho 28 1,82 2,73

As preparacdes de DNA puras devem apresentar proporcdes Azeorzzo > 2.0 e
Azeo0280 entre 1.8 e 2.0. Uma absorbancia inferior a 2,0 para a razao entre A2s0/A230
pode indicar a presenca de polissacarideos, sais, lipideos restos fendlicos e
guanidina no DNA. Ja valores abaixo de 1,8 ou acima de 2,0 para a razdo Azeo/A2s0
podem indicar presenca de proteinas, marcadas pelo anel benzénico do triptofano,
que também absorvem nesse mesmo comprimento de onda, interferindo na reacao
de PCR (CORBISIER, P. et al.2007).

Pelos resultados de Azsoa2so Observados nas extragbes das amostras
verificou-se a obtencdo de um DNA de boa qualidade. Apenas o fuba de milho pré-
cozido e a fubarina apresentaram valores médios abaixo de 1,8 indicando vestigios
de impurezas, como proteinas, que ainda podem estar presentes.

A relacdo Aze0/A230 das amostras de fibra de soja, farinha de soja, proteina de
soja, fuba de milho e biscoito de milho apresentaram valores acima de 2, ou seja,
apresentando uma boa qualidade de DNA. Ja nas amostras de extrato de soja, soja
em gréo, fuba de milho pré-cozido e fubarina foram observados valores inferiores a
2,0 demonstrando a possivel presencga de substancias inibidoras nessas amostras.

As concentracdes de DNA das amostras em andlise foram adequadas para
utilizacdo na PCR qualitativa e PCR em tempo real, pois mesmo nao atingindo a
quantidade recomendada (30 a 40 ng) foram testadas empiricamente, ja que as
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técnicas sdo sensiveis o suficiente para detectar diferentes concentracdes de DNA.
A Unica excecdo foi a amostra de curau que ndo apresentou leitura
espectrofotométrica, estando, provavelmente, abaixo do limite de deteccdo do
método de doseamento de DNA. Mesmo assim essa amostra foi utilizada na
amplificagéo por gPCR., demonstrando a alta sensibilidade desta metodologia.
Portanto, o método CTAB foi adequado na extracdo de DNA de quantidade e
qualidade aceitavel para a maioria das analises de deteccdo de organismos
geneticamente modificados nas amostras estudadas. Este método se mostrou eficaz
no isolamento de DNA de alimentos processados (Di BERNARDO et al., 2007,
BRANQUINHO et al, 2012), e ainda que o método de extracdo tenha efeitos
altamente significativos na qualidade e quantidade de DNA extraido, estudo
realizado por Di Bernardo et al. (2007) demonstrou que a adequacdo do método
depende basicamente da matriz do alimento e, que ndo ha nenhum método que seja
abrangente a todas as amostras. A escolha do método mais apropriado depende da
presenca e do tipo de substancias inibidoras, do grau de degradacdo e da

guantidade do DNA presente na amostra.

5.2 RESULTADOS DA ESPECIFICIDADE DOS INICIADORES POR PCR
CONVENCIONAL

Os iniciadores foram avaliados primeiramente por PCR convencional frente a
alguns MRC de soja e milho. Segundo descrito na literatura os MRC de soja e milho
devem amplificar somente as seguintes sequéncias: soja RR 1% - lectina, T-nos, e
P-35S; milho GA21 1% - ADH e T-nos; o milho Btl1 1% - ADH, T-nos, P-35S e PAT,;
o milho Bt176 1% - ADH, P-35S e BAR; e 0 milho MON810 1% - ADH e P-35S
(BARDAU-PIEDNOIR et al, 2010; HUBER et al, 2013; MBONGOLO-MBELLA et al,
2011).

Os resultados demonstraram que os iniciadores amplificaram as sequéncias
produzindo amplicons de tamanhos esperados, como mostrado na tabela 4 e figura
6.
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Tabela 4: Resultado da amplificacdo dos produtos por PCR convencional

MRC Iniciadores/Tamanho do amplicon (pb)
Sltm CTP-2 T-nos P-35S ADH PAT BAR
(81) (88) (69) (75) (83) (209) (89)

RR 1% + - + - - - -
GA21 1% - - + - + - -
Bt11 1% - - + + + + -
Bt176 1% - - - - - - -

MON810 1%

Legenda: (+) = presenca do amplicon e (-) = auséncia do amplicon

- - + + - -

A figura abaixo mostra um dos géis de agarose, exemplificando a
amplificagéo positiva dos alvos T-nos e P35S nos MRC de soja RR e milhos
MONS810, GA21, Btll e Bt176.

Figura 6 — Gel de agarose da amplificacdo do iniciador T-nos e P35S com soja RR
1% (pista 3 e11), com milho MON 810 1% (pista 4 e 12), milho GA21 1% (pistas 5 e
13), milho Bt11 1% (pistas 6 e 14) e milho Bt176 1% (pistas 7 e 15). Peso molecular

de 50 pb (pistas 2 e 10) e de 100 pb (pistas 8 e 16).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

75pb
69pb
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Todos os alvos foram amplificados com éxito e apresentaram os tamanhos de
produtos esperados.

5.3 RESULTADOS DA ESPECIFICIDADE DOS INICIADORES POR gPCR
SYBR® GREEN

A especificidade dos iniciadores foi testada por gPCR frente ao MRC de soja
RR (0% e 10%), milho MON88017, milho MON89034, soja MON87701, soja
MONB89788, soja CV127, milho T25, milho NK603, milho MIR162, milho MIR604,
milho Bt176, milho Btll (0% e 1%). Foram consideradas como positivas as
amplificagbes anteriores ao Ct 35 e que apresentaram temperaturas de dissociacéo
semelhantes as temperaturas descritas na literatura. Esses resultados estédo

descritos, resumidamente, na tabela 5.

Tabela 5: Especificidade dos iniciadores por gPCR SYBR® Green com as

respectivas temperaturas de dissociacao.

MRC Iniciadores/Temperatura de dissociacdo — Tm (°C)

ADH Slitm P-35S T-nos CTP-2 PAT BAR
76,5 80,1 76,8 72,2 79,5 77,4 80,3

Bt11 0% + - - - - - -
Bt11 1% + - + + - + -
Bt176 + - + - - - +
MIR604 + - - + - - -
MIR162 +- - + ] ) ]
NK603 v + . 4 ] )
T25 + - + - - + -
MONB88017 + - + + + - -
MON89034 + - + + - - -
RR 0% - + - - - - -
RR 1% - + + + - - -
MONB87701 - + ; - + ; ;
MONB89788 - + ; - + ; ;
cv127 - + - - - - -

Legenda: (+) = presenca de amplificacdo e (-) = auséncia de amplificacéo.
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Os resultados deste trabalho confirmaram que os iniciadores ADH, Sltm, P-
35S, T-nos, CTP-2, PAT e BAR, conforme descrito na literatura (BARDAU-
PIEDNOIR et al, 2010; HUBER et al, 2013; MBONGOLO-MBELLA, et al, 2011)
foram eficientes na deteccdo dos elementos de triagem. Esses resultados foram
alcancados tanto por PCR convencional quanto em tempo real utilizando SYBR®
Green. Os MRC serviram para confirmar a presenca ou auséncia dos elementos de

triagem e dirimir quaisquer duvidas sobre a especificidade dos ensaios.

5.4 RESULTADOS DO LIMITE DE DETECCAO (LOD) DOS ALVOS DE TRIAGEM
POR gPCR SYBR® GREEN

Os limites de deteccao foram estimados como 0 menor niumero de cépias que
amplificou positivamente em todas as réplicas das curvas-padrdo feitas pelas
diluicdbes dos MRC. Estes limites ficaram em torno de 10 e 20 cépias nos trés
diferentes eventos de soja (RR 1%, DAS 44406-6, MON89788-2) e nos quatro
eventos de milho (MON88017, TC1507, NK603, Bt176). Os resultados da tabela 6
mostram os limites estabelecidos por alvo de MRC testado.
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Tabela 6. Valores dos limites de detecgéo dos alvos nos MRC de soja e milho

ALVO MATRIZ dos MRC LOD
Lectina soja RR 21 cp
ADH milho 88017 10 cp
T-nos milho 88017 18 cp
soja RR 22 cp
P35S soja RR 22 cp
milho 88017 18 cp
PAT soja DAS 44406-6 11 cp
milho TC 1507 22 cp
CTP-2 milho NK603 11 cp
soja MONB89788-2 22 cp
BAR milho Bt176 11 cp

Legenda: cp = cépias

Dessa maneira foram testados todos os elementos de triagem empregados no
estudo nas duas matrizes analisadas (soja e milho), a excecdo do alvo BAR que ndo
esta presente em cultivares de soja conhecidos.

Levando-se em conta que 100 ng de DNA correspondem a aproximadamente
88500 e 36500 copias de genoma de soja e milho respectivamente, e que os limites
encontrados nesse trabalho ficaram em torno de 10-20 cépias, podemos considerar
gue a metodologia empregada é capaz de detectar entre 0,01% e 0,05% de material
geneticamente modificado presente nos MRC de soja e milho, estando bem abaixo
do limite de 1% estabelecido no decreto n° 4.680 em relacao a rotulagem obrigatoria
dos alimentos transgénicos.

Estes limites encontram-se um pouco acima dos valores encontrados em
laboratorios de analise de OGM na Europa (SCHOLTENS et al, 2013; VAN DE
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BULCKE et al, 2010). No entanto, mais analises sdo necessarias para o real
estabelecimento desse limite e outros parametros importantes na andlise de

produtos.

5.5 DETECCAO PRESUNTIVA DE OGM DAS AMOSTRAS DE ALIMENTOS

Foram analisadas 10 amostras de alimentos sendo 05 de matriz de soja e 05
de matriz milho (tabela 7). As solucbes de DNA extraidas das amostras foram
submetidas a PCR em tempo real frente aos iniciadores sltm, ADH, P35S, T-nos,
PAT, BAR, e CTP-2.

As amostras foram consideradas positivas na amplificacdo dos diferentes
alvos quando os valores de Ct ficaram abaixo de 35 e os valores das temperaturas
de dissociacao (Tm) corresponderam aqueles obtidos nas amplificacdes dos MRC,
aceitando-se variacdes de até + 1°C. As figuras 7 e 8 mostram a curva de
amplificacdo e a curva de dissociacao, respectivamente, dos iniciadores sltm, P35S,

T-nos e CTP-2 presentes na amostra de farinha de soja.

Figura 7: Curva de amplificacdo da qPCR SYBR® Green da amostra farinha

de soja mostrando a amplificacéo dos alvos sltm, P35S, T-nos e CTP-2.
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Figura 8: Curva de dissociagao dos alvos sltm (80,1°C), P35S (76,8°C, T-nos
(72,2°C) e CTP-2 (79,5°C) da qPCR SYBR® Green da amostra de farinha de soja.
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As figuras 9 e 10 mostram a curva de amplificacdo dos iniciadores ADH,
P35S, T-nos, PAT, CTP-2 presentes em uma amostra de fuba pré-cozido e a
respectiva curva de dissociagao.

Figura 9: Curva de amplificacdo da qPCR SYBR® Green na amostra de fuba

pré-cozido mostrando a amplificacdo dos alvos ADH, P35S, T-nos e CTP-2, PAT.
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Figura 10: Curva de dissociacédo dos alvos ADH (76,5°C), P35S (76,8°C), T-

nos (72,2°C) e CTP-2 (79,5°C) e PAT (77,4°C) da gPCR SYBR® Green da amostra
de fuba pré-cozido.
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A tabela 7 apresenta os elementos de triagem presentes em cada amostra
assim como cada um dos possiveis eventos que podem constituir essas amostras,
baseando-se nos eventos aprovados no Brasil até setembro de 2016. Por fim, pode-
se observar, na coluna mais a direita, a relagdo entre o nimero de eventos possiveis
de serem encontrados nas amostras, que podem ser explicados pela presenca ou

auséncia dos elementos de triagem, e o total de eventos aprovados no Brasil.
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Amostras Elementos Possiveis eventos presentes nas Eventos
de triagem amostras possiveis/eventos
detectados aprovados

Fibra de soja Lectina NAO GM -

Farinha de soja Lectina, GTS-40-3-2 ,MON87701x MON89788 2/9
P35S, T-nos,

CTP2 N

Extrato de soja  Lectina NAO GM -

Proteina Lectina, GTS-40-3-2 1/9

de soja P35S, T-nos

Sojaemgrdo  Lectina NAO GM -

Curau de milho ADH, P35S, MONS810;T25;Bt11;NK603;GA21;Tc1507; 28/33
T-nos, PAT, MIR162;MON88034;MIR604;MON88017 ;

CTP-2 hibridos

Fuba ADH, P35S, MONS810;T25;Bt11;NK603;GA21;Tc1507; 28/33
T-nos, PAT, MIR162;MON88034;MIR604;MON88017 ;

CTP-2 hibridos

Fubarina ADH, P35S, MON810;T25;Bt11;NK603;GA21;Tc1507,; 28/33
T-nos, PAT, MIR162;MON88034;MIR604;MON88017 ;

CTP-2 hibridos

Fuba ADH, P35S, MON810;T25;Bt11;NK603;GA21;Tc1507; 28/33

pré cozido T-nos, PAT, MIR162;MON88034;MIR604;MONS88017 ;
CTP-2 hibridos

Biscoito ADH, P35S, MON810;T25;Bt11;NK603;GA21;Tc1507,; 28/33

de milho T-nos, PAT, MIR162;MON88034;MIR604;MON88017 ;
CTP-2 hibridos

Devido ao fato das analises terem sido realizadas em alimentos processados

e ndo em sementes individuais, ndo se pode determinar se as amostras analisadas

possuem associacdes de eventos simples ou eventos hibridos. Ndo ha como saber,

pela metodologia utilizado, se a presenca de elementos de triagem € explicada por

diferentes gréos transgénicos ou um mesmo grao contendo constru¢cbes mais

complexas.

O método de triagem proposto neste trabalho com os 5 elementos genéticos

se mostrou bastante eficaz, na discriminacdo dos eventos de soja geneticamente

modificada presentes nas amostras analisadas. Dos 9 eventos ja aprovados no

Brasil, o uso dos 5 elementos genéticos identificou presuntivamente 1 evento na



44

amostra de proteina de soja e 2 possiveis eventos na de farinha de soja, o que
reduziu consideravelmente a necessidade de ensaios de identificacdo posteriores
para completar a analise das amostras. Em relacdo as analises nas amostras de
milho, esses mesmos elementos genéticos ndo foram suficientes para uma boa
discriminagdo dos possiveis eventos, uma vez que dos 33 eventos aprovados, 28
seriam possiveis de estar presentes nas amostras. Uma alternativa para melhorar
essa discriminacdo seria a inclusdo de mais elementos de triagem, como por
exemplo da endotoxina delta de Bacillus thurigiensis (CrylAb), cruciferina (CRU),
neomicina fosfotransferase (nptll), promotor da nopalina sintase (PNOS) e o
terminador 35S (T-35S) (SCHOLTENS, et al, 2013; VAN DE BULCKE et al, 2010).
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6) CONCLUSOES

O método de extracdo CTAB se mostrou adequado para a extracdo de DNA
das amostras de farinha de soja, fibra de soja, extrato de soja, proteina de soja, soja
em grao, fubd, fubarina, fubd pré-cozido, biscoito de milho, e dos MRC utilizados
neste trabalho, fornecendo solu¢gdes de DNA de boa qualidade e integridade para as
analises de deteccdo de organismos geneticamente modificados, utilizando os
meétodos de PCR convencional e PCR em tempo real.

A amplificacdo pelo método da PCR qualitativo demonstrou que todos os
iniciadores estavam amplificando satisfatoriamente e produzindo amplicons dos
tamanhos descritos na literatura.

A amplificacdo pela qPCR demonstrou que todos os iniciadores estavam
amplificando adequadamente os alvos presentes nos diferentes MRC e as
temperaturas de dissociacdo estavam proximas as descritas na literatura.

As analises das amostras de soja mostraram que trés delas ndo eram
geneticamente modificadas e a deteccao presuntiva foi eficiente pois reduziu, nas
outras amostras, para 1 e 2 0s possiveis eventos do total de 9 aprovados pela
CTNBIo. Todavia, em todas as amostras de milho analisadas, a detec¢éo presuntiva
foi pouco discriminatéria pois foram encontrados possiveis 28 eventos do total de 33
aprovados.

A gPCR SYBR® Green demostrou ser uma técnica robusta na amplificagdo
das matrizes de alimentos com alta sensibilidade ficando o Limite de Detecc¢éao
(LOD) de cada alvo em torno de 10 a 20 coépias que correspondem a,
aproximadamente, 0,01% e 0,05% de OGM em termos relativos. Estes valores estédo
bem abaixo do limite de 1% estabelecido na legislacao de rotulagem obrigatéria dos

alimentos transgénicos (Decreto 4680/2003).
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