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RESUMO

VENZKE, Janaina Guimardes. Seguranca alimentar de milho geneticamente
modificado contendo gene crylAb de Bacillus thuringiensis,2006. 65f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia Agricola.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O desenvolvimento rapido e crescente dos produtos biotecnoldgicos pode contribuir
para o melhoramento genético de plantas, visando a obtencdo de caracteristicas
agrondmicas, qualidade nutricional ou na producdo de vacinas e enzimas de uso
industrial. Caracteristicas bioinseticidas estdo sendo introduzidas em plantas como
milho, algodéo, soja e arroz. O uso destes produtos é alvo de criticas por que seus
efeitos ndo podem ser previstos em sua totalidade. Estudos abordam a equivaléncia
substancial para determinar a seguranca alimentar do produto geneticamente
modificado, porém compara apenas a composicdo quimica do transgénico com o
analogo convencional. O recomendado € que sejam realizados testes bioldgicos,
toxicolégicos e imunoldgicos que caracterizam a relagdo dose-resposta. Para tanto,
avaliacdes de toxicidade subcrénica do milho Bt em que foram inseridos o gene
crylAb de Bacillus thuringiensis, e a proteina CrylAb (comercialmente usada na
pulverizacdo de plantac6es de milho) foram testados em camundongos da linhagem
BALB/c. As dietas contendo 10% e 30% de milho Bt e 10% de proteina CrylAb a
dieta foram preparadas de acordo com as recomendagbes para roedores e
comparada a dieta controle com milho convencional ndo geneticamente modificado.
As variaveis respostas avaliadas foram ganho de peso, eficacia alimentar, dados
hematoldgicos, dosagens bioquimicas, avaliagbes histopatologica e de
comportamento animal. O grupo alimentado com milho Bt apresentou ganho de peso
maior que o grupo controle, porém a eficacia alimentar ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle. Os resultados bioquimicos e
histopatoldgicos indicam lesdo hepética nos camundongos alimentados com a dieta
contendo 10% e 30% de milho transgénico e proteina Cry quando comparados com

0 grupo controle.

Palavras chave: milho Bt, proteina CrylAb, seguranca alimentar, transgénicos



ABSTRACT

VENZKE, Janaina Guimardes. Food safety of genetically modified corn containing
gene crylAb of Bacillus thuringiensis,2006. 65f. Dissertacdo (Mestre) - Programa de
Pés-Graduagdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The fast and growing development of biotechnological products may contribute to the
genetic improvement, aiming at agronomic characteristics, nutritional quality or on the
production of vaccines and enzymes of industrial use. Bioinsecticide characteristics
are being introduced in plants like corn, cotton, soy bean and rice. The use of these
products has been suffering criticisms because its effects cannot be totally predicted.
Studies approach the substantial equivalence to determinate the food safety of the
genetically modified product, but they only compare the chemical composition of the
transgenic with its conventional analogous. Biological, toxicological and
immunological tests that characterize the assurance relation are recommended. For
that, evaluations of subchronic toxicity of the Bt corn with the crylAcb gene from
Bacillus thuringiensis and the CrylAb protein (commercially used for spraying the
corn crops) were tested in BALB/c lineage mice. The diets were enhanced with 10%
and 30% of Bt corn and 10% of CrylAb protein, and compared with the control diet
produced with the analogous corn. The evaluated parameters were: weight gain,
feeding conversion, hematological data, biochemical doses, histo-pathological
evaluation and animal behavior. The group fed with Bt corn has presented higher
gain weight than the control group, however the feeding conversion did not present
statistic difference. The biochemical and histo-pathological results indicate hepatic
injuries in the mice fed with the 10% - 30% transgenic corn plus Cry protein diet,
when compared to the control group.

Keywords: Bt corn, Cry1lAb protein, food safety, transgenic.
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INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo da tecnologia do DNA recombinante constitui uma nova e
fundamental ferramenta para o continuo desenvolvimento de sistemas agricolas e
producdo de alimentos. O cultivo de produtos que utilizam esta tecnologia tem
provocado opinides diversas e contraditorias. “Talvez em nenhum outro momento o
mundo cientifico tenha assistido tantas controvérsias, como as que estdo ocorrendo
na atualidade sobre a manipulacdo de genes” (CAVALLI, 2001). Hoffmann (1999)
aponta que a ciéncia jamais foi questionada de forma tdo impetuosa ao desvelar os
resultados de seus estudos e investigacbes até o surgimento dos produtos
geneticamente modificados.

Alguns pesquisadores garantem o consumo de produtos geneticamente
modificados baseado na equivaléncia substancial (ES). Porém, a ES tem sido alvo
de criticas pela falta de critérios mais rigorosos, pois valida o principio de que
alimentos transgénicos sdo iguais aos convencionais, dispensando a analise de
risco (NODARI & GUERRA, 2000). Nos Estados Unidos, é utilizada esta abordagem
para os alimentos transgénicos. Este principio € considerado Gtil para a industria,
mas inaceitavel do ponto de vista do consumidor e da saude publica.

A defesa da existéncia de testes bioldgicos, toxicolégicos e imunoldgicos ao
invés de considerar meramente a equivaléncia substancial, tem como objetivo
garantir a verificagcdo da inexisténcia de toxinas prejudiciais, carcinogénicas e
mutagénicas (NODARI & GUERRA, 2000).

“E necessario que todos os produtos transgénicos sejam examinados, avaliados e
julgados, caso a caso, tendo em vista a sua finalidade benéfica e que, em concordancia com a
legislacdo e baseados nos preceitos éticos, morais, sOcio-econdmicos e seguranca ambiental,
venham garantir vantagens ao consumidor e ao processo produtivo, sem que, no entanto, se ponha

em risco a vida e sua evolug¢do como processo dindmico e multivariavel”. (Binsfeld, 2000).

Resultados de estudo de seguranca alimentar realizado por 90 dias, tém sido

apresentados e discutidos para fornecer evidéncias confirmatérias de uso seguro de
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transgénicos para o consumo humano (HAMMOND et al, 2004). Tais estudos ainda
sdo poucos, nem mesmo nos Estados Unidos, que reconhecendo o fato,
manifestaram a necessidade de fazé-los (NODARI & GUERRA, 2003). A British
Medical Association (1999), considerando a possibilidade de eventuais efeitos
adversos das plantas transgénicas serem irreversiveis, sugeriram o banimento dos
genes de resisténcia a antibiéticos, a moratéria de plantacbes comerciais e a
melhoria da Vigilancia Sanitaria.

E importante que as questbes relativas aos geneticamente modificados, seja
discutida mais tecnicamente e divulgada de forma direta para a populacdo (SOUZA,
1999). A garantia do consumo seguro é de responsabilidade dos 6rgdos que a
liberam para a comercializagdo. O consumidor deve decidir se ir4 utilizar produtos
oriundos ou ndo da biotecnologia e o setor privado deve ter liberdade na tomada de
decisbes estratégicas (NEVES et al, 2000). A verdade atual € a falta de dados
cientificos que possam permitir uma avaliacdo conclusiva para esta liberacao.

Considerando a importancia do assunto, este estudo procura abordar alguns
dos aspectos mais relevantes sobre o tema, com énfase no principio da precaucao
que deve ser aplicado para prever e preparar a liberacdo de organismos
geneticamente modificados e seus produtos na cadeia alimentar. Avaliar a
seguranca alimentar do gene crylAb presente em milho, através de toxicidade
subcronica, de 90 dias, quando presente em dieta alimentar de camundongos.
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ARTIGO 1

“O MILHO GENETICAMENTE MODIFICADO E A SEGURANCA ALIMENTAR”

Revisdo bibliografica em forma de artigo, conforme as normas de Brazilian Journal of
Nutrition, Campinas, SP.
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O MILHO GENETICAMENTE MODIFICADO E A SEGURANCA ALIMENTAR

Janaina Guimaraes Venzke!, Andréa Ramos Rocha?, Leonor Almeida de Souza
Soares?,

11Centro de Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas/RS. Campus Universitario, s/n°, Caixa Postal, 234, Pelotas/RS,
Brasil. E-mail:Janaina_venzke@ufpel.edu.br

2Biotério Central, UFPEL e Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia e Ciéncia de Alimentos — Fundagéo Universidade
Federal do Rio Grande/RS, Brasil. E-mail: lassoares@brturbo.com.br

RESUMO: Com a rapidez que a biotecnologia vem desenvolvendo novas plantas
transgénicas e a dificuldade que se tem em garantir que o produto desta tecnologia
ndo traga riscos a saude humana, uma abordagem alternativa se fez necessaria
para a avaliacdo de seguranca de alimentos geneticamente modificados, que é
direcionada pelo estabelecimento de sua equivaléncia substancial. O trabalho a
seguir faz uma pequena revisao dos aspectos positivos e negativos da equivaléncia
substancial, e a necessidade do desenvolvimento de testes que avaliem a
toxicidade, alergenicidade e outros efeitos inesperados que tragam riscos a saude
humana. Paralelamente, aborda tépicos relacionados ao milho Bt, em que foi
inserido o gene crylAb do Bacillus thuringensis, e que esta de alguma forma sendo
consumido ou na racao para animais, ou na alimentacao do brasileiro. Vale ressaltar
ainda, que o principio da precaucdo € a melhor estratégia para prever e preparar a
liberacdo de organismos geneticamente modificados e seus produtos na cadeia
alimentar, e é importante que se tenham resultados cientificamente embasados para
avaliacdo de dominio publico.

Palavras-chave: seguranca alimentar, transgénicos, alimentos geneticamente

modificados.

TITLE: The discord grains and table risks. A transgenic corn and food safety
approach.

ABSTRACT : In agreement with the speed biotechnology has been developing new
transgenic plants and the difficulty that has been found in guaranteeing that the
product of the technology does not bring risks to human health, it has been
necessary an alternative approach for the genetically modified food safety evaluation,
wich is based on the establishment of its substantial equivalence. The following
paper does a small review of positives and negatives aspects from the substantial

equivalence, and the need of tests development that evaluate the toxicity,
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allergenicity and other unexpected results that might bring risks to human health.
Besides, the paper approaches topics related to the Bt corn, in witch the Bacillus
thuringensis crylAb gene was inserted, and that is somehow being consumed in
Brazil, whether for animal or human feeding. It's still worth to stand out that
precaution’s principle is the best strategy to predict and prepare the genetically
modified organisms and its products’ release in the food chain, and it's important to
have scientifically based results for public domain evaluation.

Key words: food safety, transgenic, genetically modified foods.
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INTRODUCAO

Historicamente, um alimento utilizado de maneira tradicional é considerado
seguro com base na experiéncia adquirida ao longo do tempo. A selecdo destes
alimentos se da escolhendo o que ha na natureza, alguns por serem saudaveis,
outros toxicos ou ndo comestiveis. Reconhece-se que alimentos podem conter
varios antinutrientes e toxinas que, em determinados niveis de consumo, podem
induzir efeitos deletérios em seres humanos e animais (Kuiper et al, 2001). Muitos
alimentos tradicionais sdo considerados seguros, embora esses mesmos alimentos
possam nao ser seguros sob determinadas circunstancias. Entretanto, no que se
refere a tecnologia de alimentos, a introducdo de novas tecnologias sempre foi
acompanhada de controvérsia (Watanabe e Nutti, 2002).

Produtos geneticamente modificados ndo sdo inerentemente perigosos. A
modificacdo genética tem sido utilizada na producdo de produtos farmacéuticos ha
25 anos, sem que tenham sido documentados casos de perigos atribuidos ao
processo de modificacdo genética. Consumidores norte-americanos tém consumido
muitos alimentos geneticamente modificados, cultivados em mais de cem milhdes de
hectares, desde 1994. Nao existem casos documentados de perigos atribuiveis ao
processo pelos quais os produtos geneticamente modificados foram desenvolvidos
(Mhughen, 2000).

Uma das maiores preocupacbes dos consumidores em relacdo aos
transgénicos e tecnologias relacionadas é que nem todos o0s riscos tenham sido
avaliados. Isto se deve ao fato de que riscos ndo previsiveis ou inesperados
poderiam acarretar conseqiiéncias a saude publica. A caréncia de dados cientificos
dificulta uma avaliagcdo conclusiva sobre o uso de geneticamente modificados.
Considerando a rapidez com que os produtos resultantes da moderna biotecnologia
vém sendo disponibilizados e aprovados para seu uso comercial e alimentar,
considera-se de fundamental importancia buscar metodologias de avaliacdo da
seguranca dos alimentos desenvolvidos a partir da tecnologia do DNA recombinante,
para que oS mesmos possam ser avaliados caso a caso (conforme prevé a Instrucao
Normativa n°20 — CTNBIO, 2001).

A maioria das pesquisas em melhoramento de plantas nas duas Ultimas
décadas tem sido direcionada para aumentar a produtividade e a resisténcia dos

vegetais a doencas e pragas. Atualmente, porém, a aplicacdo da biotecnologia as
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plantas tem se voltado também para elevar a sua qualidade nutricional
(Zimmermann & Hurrel, 2002). Produtos com caracteristicas que promovem
melhoras na saude do consumidor, como o arroz dourado ou o Oleo vegetal rico em
tocoferol (alimentos funcionais) ou produtos contendo medicamentos e outros
componentes importantes para a saude humana e producdo animal (biofabricas),
resultariam numa “revolucdo da saude” promovida por produtos geneticamente

modificados (Portugal et al., 2001).

O primeiro caso de liberacdo comercial de uma planta transgénica no Brasil foi
0 da soja Roundap Read (RR), da Monsanto. O principal argumento apresentado
pela CTNBIO para sua liberacdo foi de que se tratava de espécie autbgama
(autofecundacéo) e sem parentes silvestres no pais. J4 a segunda e ultima liberacéo
foi a do algoddo Bt, também da Monsanto, trata-se de uma espécie alégama
(fecundacéao cruzada) com parentes silvestres no Brasil. O parecer que liberou a soja
RR foi contrario ao do algoddo, e estas contradicdes afloram ainda mais a
desconfianca da opinido publica a respeito dos produtos geneticamente modificados
(ANBIO, acesso em 18/02/2006).

O pais que mais aumentou o cultivo de plantas geneticamente modificadas em
2005 foi o Brasil, com um aumento de area estimado provisoriamente em 4,4
milhdes de hectares (9,4 milhdes de hectares em 2005 comparados aos 5 milhdes
em 2004), seguido pelos Estados Unidos (2,2 milhdes de hectares), Argentina (0,9
milhdes de hectares) e india (0,8 milndes de hectares). A india apresentou o maior
aumento proporcional anual, quase triplicando sua area de 500.000 hectares em
2004 para 1,3 milhdes de hectares em 2005 (ANBIO, acesso em 18/02/2006).

O milho Bt ndo esta liberado para comercializacdo no Brasil, apesar de terem
sido encontradas no noroeste do Rio Grande do Sul plantagbes do milho
geneticamente modificado Bt e de ter sido importado da Argentina para racao
animal. O seu emprego na cadeia alimentar tanto in natura como processado deve

ser acompanhado de investigacdes que permitam avaliar a seguranca do seu uso.
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A transformacdo genética de plantas

A transformacdo genética é definida como sendo a introducéo controlada de
acidos nucléicos em um genoma receptor (Tacchini e Walbot, 1986). Esta técnica
tem sido recentemente utilizada para obtencdo de caracteristicas antes né&o
existentes em um organismo, ou presente, mas com pouca expressado. O organismo,
produto desta transformacéo genética, € chamado popularmente de transgénico.

Inimeras sdo as caracteristicas que podem ser obtidas com os transgénicos
sendo possivel a transferéncia de gene de espécies completamente distintas como,
por exemplo, de bactérias para plantas. A transformacdo genética amplia
consideravelmente os limites de disponibilidade de genes impostos pela
incompatibilidade de reproducdo natural entre espécies.

Uma vez que o gene € identificado como responsavel por determinada
caracteristica, este pode ser isolado, clonado, sequienciado e utilizado em programas
de melhoramento genético de plantas, por meio da transformacdo genética
(Brasileiro e Dusi, 1999). Ap6s a transformacéo, ainda se faz necessario o uso do
melhoramento tradicional para introduzir o gene em plantas mais adaptadas e
selecionar plantas que poderdo posteriormente entrar no mercado com potencial

para concorrer com materiais ndo modificados.

Genes de Bacillus thuringiensis utilizados em transformacéo genética de
plantas

O Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positiva que tem sido
utilizada como bioinseticida contra lepidopteros desde 1959 (Navon, 2000). A partir
de 1990, seu uso cresceu devido ao aparecimento de produtos combinados para
atingir um maior espectro de espécies de insetos. Com introducéo de partes do DNA
da bactéria em plantas de interesse, novas estratégias de manejo foram adotadas,
aumentando o conhecimento das interagdes entre insetos, Bt e o ambiente (Navon,
2000).

A bactéria produz uma variedade de cristais de proteinas que tém acéo
inseticida. Até hoje foram caracterizadas mais de 50 genes com propriedades
inseticidas derivados deste microrganismo, sendo que muitas delas podem ser
desenvolvidas simultaneamente (Van Rie et al. 1990). A acao tdxica das proteinas é

oral e, portanto a praga morre quando se alimenta das folhas e/ou outras partes da
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planta genticamente modificada, ocorrendo dessecacéo do tubo digestivo. Os genes
que codificam estas proteinas tém sido introduzidos em plantas com sucesso, tais
como milho, algodédo, arroz, tomate, batata, brécolis e berinjela. A expressdo dos
genes em plantas resulta em resisténcia a campo contra insetos da ordem
lepidoptera (Mandaokar et al. 2000), permitindo o controle de insetos sem que haja a
necessidade de sucessivas pulverizacfes de inseticidas quimicos.

Em 1999, os produtores americanos cultivaram cerca de oito milhdes de
hectares com culturas contendo os genes provenientes do Bt reduzindo, em muito, o
atague de pragas e consequentemente o uso de inseticidas (Mandaokar et al. 2000).

Diversas companhias produtoras de sementes tém se utilizado destes genes
em seus novos produtos. Na tabela 1 encontra-se uma lista das maiores
corporagOes envolvidas no desenvolvimento de culturas transgénicas a partir dos

genes obtidos do Bt.
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Tabela 1. Empresas que desenvolvem plantas transgénicas contendo genes do Bt.

Empresa Gene Bt" Principal cultura Fase (ensaios de
campo/comercializac&o)®
Aventis crylAb Batata Pequena escala
crylAb Milho Pequena escala
Cyanamid crylAc Algodao Pequena escala
americana
Cargill (Monsanto) CBI-Bt Milho Pequena escala
DeKalb Genetics crylAb Milho Grande escala
Deltasand Pine crylAc Algodao Comercializacdo (1996)
Land
DowElanco crylAc Milho Pequena escala
ELM/Asgrow CBI-Bt Milho Pequena escala
Frito Lay cry3Aa Batata Pequena escala
Genetic Enterprises CBI-Bt Milho Pequena escala
Hunt Wesson crylAb Milho Pequena escala
Miles crylAc Algodao Pequena escala
Monsanto” crylAc Algodao Larga escala
crylAc Tabaco Pequena escala
crylAb Milho Comercializacdo (1996)
crylAb Tomate Larga escala
crylAc Algodao Larga escala
cry3Aa Batata Comercializacdo (1995)
crylAa Algodéo Comercializacdo (1995)
crylAc Algodéo (com Comercializacdo (1996)
CBI-Bt toleréncia a
herbicida) Pequena escala
Milho
Mycogen crylAb Milho Comercializacdo (1996)
crylAb Algodao Larga escala
crylAb Tomate Pequena escala
crylAb Canola Larga escala
Novartis® crylAb Milho Comercializacdo (1995)
crylAb Tabaco Pequena escala
crylAb Algodéo Pequena escala
crylAb Tomate Pequena escala
crylAb Milho Pequena escala
Pionner Hi-Bred crylAb Milho Larga escala
International
Rohm and Haas crylAb Tabaco Pequena escala

1.CBI-Bt: informacé&o confidencial, 2. O ano quando citado indica ano de comercializagdo nos EUA 3. Delta and Pine Land Co.
comercializa algodao sobre licenga da Monsanto, 4. Inclui Calgene sendo a Monsanto proprietaria de mais da metade e 5. Ciba
e Sandoz (incluindo Northrup King, Rogers NK e S & G Seeds). Tabela compilada de Kough & Watson, 1999. Obs: Algumas
dessas empresas passaram por processos recentes de fusdo, compra e venda, portanto os nomes podem néo corresponder a
situacao legal atual das mesmas.

No Brasil, empresas e instituicdes publicas interessadas em trabalhar com
culturas transgénicas devem submeter um projeto a Comissédo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBIO) para que possam desenvolver ensaios a campo. A
implantacdo dos campos experimentais s6 deve ocorrer apds aprovacdo emitida

pelo 6rgdo competente e publicado no Diario Oficial da Unido (www.ctnbio.gov.br).

Na tabela 2 estédo relacionadas as culturas e genes provenientes do Bt aprovados
pela CTNBio para ensaios de campo, bem como estudos agronémicos em territorio

nacional.
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Tabela 2. Liberacdes controladas pela CTNBIO para ensaios de campo de plantas
transgénicas.

Cultura Empresa Gene Ensaios aprovados
Algodao Monsanto do Brasil Ltda. crylAb 18
crylAc 34
Cana-se-aclcar Cooperativa de Produtos de Cana e crylAb 3
Alcool do Estado de S&o Paulo
Milho Braskalb Agropecuéria Brasileira Ltda.  crylAb 80
Cargill Agricola S/A
Hoechst schering AgrEvo do Brasil Ltda crylAb 144
Monsanto do Brasil Ltda cry9c 4
Novartis Seeds Ltda crylAb 98
CRWT 11
Pioneer Sementes Ltda crylAb 59
Confidencial 15
ICP 1
Confidencial 2
Sementes Agroceres S.A. crylAb 44
crylF 2
Sementes Monsanto Ltda. crylAb 12
crylAc 25
crylAb 16
crylAc 40
Soja Monsanto do Brasil Ltda. crylAb 2
crylAc 10

Dados obtidos na home page da CTNBIo: www.ctnbio.gov.br/ctnbio/sistema/LIBERACOESogmresp.asp
em 18 de dezembro de 2005.

O gene crylAb inserido no milho transgénico

O gene crylAb proveniente do Bacillus thuringiensis codifica a proteina
CrylAb. As proteinas que foram obtidas pela expressdo do DNA inserido em milho
sdo similares aquelas produzidas pela bactéria Bt e sdo ativas contra os insetos
alvo, em geral lepidépteros (Kough & Watson, 1999).

O gene sintético crylAb foi produzido baseado em um cristal protéico do
Bacillus thuringensis variedade kurstaki (Btk). Esse gene codifica a proteina CrylAb
que contém porcdes de aminoacidos idénticas aos encontrados no organismo em
seu ambiente natural, correspondendo também a proteina da formulacédo comercial
do Btk (Dipel®). As modificacdes do gene incluiram mudar sequéncias genéticas de
DNA, destinadas a realcar a expressdo em plantas. As modificagdes nao resultaram
em nenhuma mudanca de seqiéncia de aminoacidos na proteina codificada pelo
gene (Hofte & Whiteley, 1989).

A proteina CrylAb pode ser expressa em diferentes niveis e partes distintas
da planta. Na Tabela 3 encontram-se 0s niveis de expressao e parte da planta onde
a referida proteina ocorre (EPA, 1998).
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Tabela 3. Expresséo da proteina CrylAb em tecidos vegetais.

Proteina Folha Raiz Pdlen Sementes Planta
inteira
CrylAb 3,3ng/mg 2,2-37,0 <90 ng/g 1,4 ng/mg
Bt11l ng/mg  peso seco (espiga) -
(Novartis)* de pdlen
CrylAb 10,34 ug/g <90 ng/g 0,19-0,39 pg/g 4,65 pg /g
Mon810 - peso seco (gréo)
(Monsanto)* de pdlen

* Empresas detentoras dos genes descritos

O gene crylAb tem 3468 nucleotideos e codifica uma proteina completa,
B.t.k.HD-1[CrylA(b)], de 1156 aminoacidos (Fischhoff et al. 1987) que, quando
submetida a tripsina produz uma proteina ativa, resistente a tripsina, com

aproximadamente 600 aminoacidos, tanto in vivo como in vitro (Perlak et al. 1991).

A Composicao Centesimal do Milho Transgénico e do Milho Isogénico
A composicao do milho transgénico e do milho isogénico foi determinado em
alguns estudos. Flachowsky & Chesson (2003) citaram os trabalhos de autores que

compararam os constituintes do produto, conforme descrito na tabela 4.



21

Tabela 4. Selecéo dos constituintes (g/kg) de milho transgénico
resistente a insetos (Bt) comparado ao milho isogénico.

Milho Milho Bt
Parametros iIsogénico
Nutrientes
Cinzas 15 16
Proteina bruta 108 98
Gordura bruta 54 56
Fibra bruta 23 25
Amido 710 708
Acucares na na
Minerais
P 3,7 3,2
Mg 1,2 1,2
Ca 0,03 0,04
Aminoacidos
Lisina 2,9 3,0
Metionina 2,2 2,1
Cisteina 2,5 2,4
Acidos graxos (%
de acidos graxos
totais)
Ci16:0 12,4 12,5
cils8:1 31,1 28,6
c18: 2 50,0 51,2

n.a: ndo analisado
Adaptado de Flachowsky & Chesson, 2003.

Os resultados dos dados apresentados revelam que ndo ha diferenca de
composicdo centesimal nas fontes contendo material derivado de plantas
geneticamente modificadas em comparacdo com variedades ndo modificadas

geneticamente (Flachowski & Chesson, 2003).
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Seguranca Alimentar
Normas de seguranca: Instru¢cdo Normativa CTNBIO n° 20, de 11.12.2001

A CTNBIO, criada no ambito do Ministério da Ciéncia e Tecnologia, tem a
finalidade de prestar apoio técnico consultivo e de assessoramento ao governo
federal na formulacédo, atualizacdo e implementacdo da Politica Nacional de
Biosseguranca relativa a organismos geneticamente modificados (OGM).
Estabelecendo normas técnicas de seguranca e pareceres técnicos conclusivos
referentes a protecdo da salde humana, dos organismos vivos e do meio ambiente,
para atividades que envolvam a construcdo, experimentacdo, cultivo, manipulacao,
transporte, comercializacdo, consumo e armazenamento, liberacdo e descarte de
OGM e derivados (Lajolo & Nutti, 2003). A instru¢do normativa n°20, dispbe de
normas para avaliar a seguranga alimentar de plantas geneticamente modificadas ou
de suas partes. As normas se aplicam a producéo, importacédo e comercializacéo de
plantas geneticamente modificadas destinadas a alimentacdo humana ou animal.
Apbs o parecer conclusivo da CTNBIO, sobre a seguranca alimentar do produto, 0os
alimentos transgénicos, poderéo ser liberados pelas autoridades federais.

Estas questbes devem ser respondidas pelos proponentes do produto e
apresenta um fluxograma que estabelece os procedimentos de avaliacdo de
seguranca alimentar. Funcionam como uma lista de itens a serem estudados para a
futura liberacdo, e o proponente deve apresentar relatério com estes dados
respondidos, podendo um CTNBIO solicitar informacdes  adicionais
(http://www.ctnbio.gov.br).

As questdes se dividem em:

1. Relativas ao organismo doador: se jA& é usado na producdo de
alimentos ou como alimento, se ha necessidade de algum processamento, se tem
caracteristica de alergenicidade ou de toxicidade.

2. Relativas a planta receptora: a proteina especificada pode ser
alergénica ou tbxica, se a planta jA é usada como alimento, se ha necessidade de
processamento, ou se a planta receptora tem caracteristicas de alergenicidade ou de
toxicidade.

3. Relativas a proteina expressa no Vegetal Geneticamente Modificado
(VGM): se o teor da proteina transgene é comparavel ao teor no organismo doador

ou outros alimentos, se a proteina expressa apresenta algum risco a saude humana
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ou animal e se a proteina pode ser um macrocomponente na dieta humana ou
animal.

4, Relativas a qualidade nutricional: se necessitar algum processamento
anterior ao consumo, se ha diferenca significativa entre a composicdo quimica e
nutricional do alimento transgénico e do vegetal ndo modificado in natura ou
processado, se a qualidade nutricional foi alterada (apresentar resultados
experimentais), se alimentos derivados de animais alimentados com VGMS in natura
ou processado apresentam diferencas na composi¢cdo quimica ou caracteristicas
nutricionais. Os novos carboidratos ou carboidratos modificados e 6leos ou gorduras
novos ou modificados houve alteracdo na estrutura, composicdo ou teor dos
nutrientes, modificando ou ndo a qualidade nutricional, ou que afetando a
digestibilidade.

5. Relativas a alergenicidade: se existe identidade ou similaridade da
estrutura primaria da proteina em relacdo a alérgenos conhecidos, a afinidade
imunoquimica pelo anticorpo IgE do soro de individuos alérgicos a fonte do material
genético transferido, e a estabilidade a digestdo e ao processamento industrial da
proteina especificada pelo transgene.

6. Relativas a outros efeitos adversos: se o0 vegetal geneticamente
modificado produz metabdlitos causando efeitos adversos a saude, e se estes
metabdlitos se concentram na cadeia alimentar e tornar-se téxico; se foi produzido
alguma proteina, lipidio ou carboidrato incomum ou téxico, e se ha evidéncias de
transferéncia horizontal para o genoma do homem ou animal.

A Instrucdo Normativa n°20 é mais um passo que demonstra estar o Brasil no
mesmo patamar de paises como os da Unido Européia, a Austrélia, a Nova Zelandia
e 0 Japao, que estabelecem exigéncias de rigorosos testes de seguranca alimentar
antes que plantas geneticamente modificadas e seus derivados possam ser

cultivados, comercializados e importados (Lajolo & Nutti, 2003).

Recomendacfes da FAO/OMS

A introducdo de um produto geneticamente modificado em um organismo
receptor ndo € precisamente um processo controlado, e pode ter varios resultados
com respeito a integracdo, expressao e estabilidade do gene inserido no hospedeiro
(WHO, 2003). A comissdao do Codex alimentarius (codigo internacional sobre

alimentos) é responsavel em desenvolver normas, praticas e recomendacfées em



24

alimentos, e é formado pela FAO/OMS. O Codex alimentarius descreve
metodologias para o desenvolvimento de avaliacBes da inocuidade em alimentos
derivados de plantas e microorganismo com DNA recombinante (CAC, 2003).

O Codex alimentarius recomenda uma avaliagdo prévia a comercializacao de
produtos geneticamente modificados caso a caso, incluindo uma avaliacéo tanto dos
efeitos diretos (do gene inserido) como dos efeitos ndo desejados (que podem surgir
em consequéncia da inser¢do de um novo gene). O principio da avaliacdo da
inocuidade proposta pelo Codex alimentarius para alimentos geneticamente
modificados requer investigar:

a) Efeitos diretos sobre a saude (toxicidade);

b) Tendéncia a causar reac¢des alérgicas (alergenicidade);

C) Componentes especificos que poderiam ter propriedades nutricionais
toxicas;
d) Estabilidade do gene insertado;

e) Efeitos nutricionais associados com a modificacdo genética especifica,
f) Todo efeito ndo desejado que poderia originar da insercao do gene.
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Identificac@o dos perigos

aracterizacao dos perigos

Avaliacao da ingesta de alimenta

Avaliagéo integrada
nutricional e toxicolégica, incluindo identificagdes
de novos perigos

|

Caracterizag&o dos riscos >

Figura 1. Esquema de um processo de avaliagcdo de riscos sugeridos pelo
Codex alimentarius (FAO/OMS 2003)

Os efeitos potenciais diretos dos alimentos geneticamente modificados sobre
a saude sao geralmente comparados aos riscos associados ja conhecidos dos
alimentos convencionais e incluem, por exemplo, o potencial de alergenicidade e a
toxicidade dos componentes presentes, e da qualidade nutricional e inocuidade
microbiolégica dos alimentos. As dificuldades intrinsecas em se avaliar a toxicidade
dos alimentos utilizando modelos animais tém originado o desenvolvimento de
enfoques alternativos para a avaliacdo da inocuidade dos alimentos geneticamente
modificados (OMS, 2005).

Os fatores que se leva em conta para a avaliacao da inocuidade s&o:

a) identidade dos genes de interesse, incluindo a analise sequencial das
regides flanqueadoras e a quantidade de cépias (bioinformatica);

b) origem do gene de interesse;

¢) composicédo do OGM;

d) produto da expressao protéica do novo DNA,;

e) potencial de toxicidade;

f) potencial de alergenicidade;

g) possiveis efeitos secundarios da expressao genética e ruptura do DNA nas
vias metabolicas, incluindo composicdo de macronutrientes, micronutrientes,

antinutrientes, téxicos enddgenos, alergénicos e substancias fisiologicamente ativas.
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A equivaléncia substancial

As plantas transgénicas, aprovadas para o cultivo comercial nos Estados
Unidos, tiveram sua liberacdo baseada no principio da equivaléncia substancial.
Para determinacdo da equivaléncia substancial, a composicdo do produto
geneticamente modificado devera ser comparada a composicdo de seu analogo
convencional, preferencialmente a linhagem parental direta, que, em alguns casos,
nao esta disponivel (Watanabe & Nutti, 2002). As andlises devem ser realizadas em
plantas que tenham se desenvolvido sob condicdes ambientais similares, uma vez
gue estas podem levar a diferencas na composicdo nao relacionadas a modificacao
genética (Watanabe & Nutti, 2002). Ao mesmo tempo, € necessario avaliar a nova
variedade geneticamente modificada em diferentes locais (diferentes condicdes
climaticas), com a finalidade de verificar se ndo houve alteragdo de rotas
metabolicas, com possiveis efeitos adversos na composicao da planta (Kuiper et al.,
2001).

Este conceito de equivaléncia substancial tem sido alvo de criticas, porque,
entre outras razdes a falta de critérios mais rigorosos pode ser util a industria, mas &
inaceitavel do ponto de vista do consumidor e da saude publica (Millstone et al.,
1999). H4, portanto dificuldades praticas no conceito de equivaléncia entre plantas
engenheiradas e naturais ou obtidas por técnicas convencionais de melhoramento
geneético, pois a rigor, genomicamente, elas ndo sao equivalentes nem iguais (Nodari
& Guerra, 2003). Esta estratégia foi introduzida na década passada para evitar que
as industrias tivessem custos maiores com testes de longa duragcdo, como ocorreu
na area farmacologica. Este principio é equivocado e deveria ser abandonado em
favor de testes bioldgicos, toxicolégicos e imunologicos mais aprofundados e
eficazes (Guerra & Nodari, 2001).

Ensaios de toxicidade oral

Poucas variedades tradicionais de alimentos tém sido objeto de avaliacdes
toxicolégicas como os produtos oriundos da biotecnologia, uma vez que, por causa
de seu consumo comum séo reconhecidas como seguras. No entanto, a introducéo
de novas tecnologias sempre foi acompanhada de controvérsias. O principio da
precaucdo considera um alimento sadio quando “existe uma certeza razoavel de que

nenhum prejuizo resultard do seu consumo sob as condi¢cdes de uso estipuladas”
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(Cockburn, 2002; Miraglia, 1998). Portanto, se fazem necessérios testes para a
avaliacao da toxicidade de substancias especificas caso a caso.

O requerimento minimo necessério para demonstrar a seguran¢a do consumo
do alimento em longo prazo é a realizacdo de um estudo subcrénico de 90 dias.
Estudos mais longos podem ser necessarios se os resultados do estudo subcroénico
indicarem efeitos adversos (Kuiper et al., 2001).

Os protocolos para a verificagdo da toxicidade de alimentos produzidos por
biotecnologia ndo diferem do que é recomendado para analisar a seguranca de
qualquer produto (Costa & Borém, 2003). Inicialmente, caracteriza-se a relacéo
dose-resposta e, assim, os diversos niveis de efeito. As tabelas 5, 6 e 7 descrevem
alguns parametros que se pode utilizar para avaliar a resposta ao produto
geneticamente modificado. Uma das consideracdes na avaliagdo da seguranca
desses alimentos é o possivel reflexo da modificagdo genética em seus niveis de

antinutrientes e toxinas.

Tabela 5: Parametros nas analises Hematoldgicas para efeitos na relacéo dose-resposta em ensaios

de toxicidade oral.

PARAMETRO
HEMATOLOGICOS

RESPOSTA

Contagem de
eritrocitos (RBC)
Hemoglobina (HGB)

Hematécrito (HCT)

Volume Corpuscular
Médio (VCM)
Hemoglobina
Corpuscular Média
(HCM)
Concentracdo da
Hemoglobina
Corpuscular Média
(CHCWM™)

Plaguetas (PLT)

a diminuicdo da contagem de eritrécitos indica anemia, devido a baixa
concomitante de hemoglobina.

€ o dado basico do eritrograma, sua deficiéncia abaixo do seu limite é causa de
anemia.

indica a viscosidade sangiinea (é o volume da massa eritréide de uma amostra
de sangue).

usado para classificar anemias. E o parametro mais importante para o
diagndstico diferencial laboratorial dos diversos tipos de anemia.

€ uma cifra pouco Uutil, pois é paralela ao VCM. Glébulos grandes tém muita
hemoglobina, glébulos pequenos tém pouca.

a concentracao da hemoglobina dentro dos eritrocitos, calculada pelo quociente
HCM/VCM, é notavelmente constante na faixa de normalidade. CHCM elevada
indicam hemolise do material, coma hiperosmolar, desidratacao dos eritrocitos ou
excesso de EDTA no sangue colhido.

indica sindrome hemorragica, trombocitose (doengas inflamatdrias cronicas, ndo
representa uma doenca hematoldgica) e trombocitopenias (gravidez, purpura,
hemorragias tratadas com transfusdes, viroses, esplenomegalia, doencas de
medula 6ssea)

Fonte: adaptado de Failacce, R., 1995.
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Tabela 6: Parametros nas analises Bioquimicas para efeitos na relacdo dose-resposta em ensaios de

toxicidade oral.

PARAMETROS RESPOSTA

BIOQUIMICOS

Fosfatase a fosfatase alcalina esta amplamente distribuida nos tecidos humanos. A forma
predominante desta enzima origina-se do figado e esqueleto. No figado, a
fosfatase esta localizada na membrana celular, portanto esta elevada nas
desordens do trato biliar (carcinoma hepatocelular, metastases, abscessos,
hepatites, cirroses, uso de farmacos).

Creatinina a concentracdo da creatinina sérica € uma medida para avaliar a funcao renal.
Qualquer condi¢éo que reduz a velocidade de filtragdo glomerular promove uma
menor excrecao urinaria de creatinina, aumentando a concentragao plasmatica.
Valores aumentados indicam a deterioracao da fungéo renal.

Uréia o nivel de uréia no plasma ¢ afetado pela funcao renal, contetdo protéico da

Transaminase
glutdmica-oxalacética
(TGO)

Transaminase
glutdmica-piravica
(TGP)

dieta e teor do catabolismo protéico, estado de hidratacéo e presenca de
sangramento intestinal.

as aminotransferases estdo amplamente distribuidas nos tecidos. Os aumentos
estdo associados a doencas hepatobiliares, infarto do miocardio, distrofias
musculares, embolia pulmonar, pancreatite aguda, insuficéncia cardiaca
congestiva. As enzimas sdo intracelulares e estdo presentes no citoplasma do
hepatdcito. LesBes ou destruicdo das células hepaticas liberam essas enzimas
para a circulagdo. A TGP é encontrada principalmente no citoplasma e a TGO
esta nas mitocondrias. Essa diferenca tem auxiliado no diagndstico e prognéstico
de doencas hepaticas. Em dano hepatocelular leve a forma predominante no
soro é citoplasmatica, enquanto em lesdes graves ha liberacdo da enzima
mitocondrial, elevando a relacdo TGO/TGP.

Fonte: adaptado de Failacce, R., 1995.
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Tabela 7: Parametros nas andlises de Urina para efeitos na relagdo dose-resposta em ensaios de

toxicidade oral.

URINA

RESPOSTA

Acido Ascorbico
Bilirrubina

Cetonas

Glicose

Nitritos

pH

Proteinas

Sangue

Urobilinogénio

0 excesso da vitamina é excretado pela urina. A sua deficiéncia esta associada
por hemorragias, fraqueza, gengivite, dificuldade de cicatrizacao e anemia.

a bilirrubina conjugada esta presente na urina em enfermidades hepatocelular ou
ictericia obstrutiva pelo seu extravasamento para a circulacéo.

0 excesso desses compostos por distlrbios no metabolismo de carboidratos e
lipidios provoca o aumento na concentracéo sangiiinea e conseqliente excrecao
urinaria

guantidades significantes de glicose s@o detectadas na urina quando elevadas
concentracdes de glicose no sangue (diabetes). Também é encontrada na urina
em enfermidades do tdbulo proximal, que podem impedir a capacidade de
absorcéo.

a deteccéo de nitritos € uma prova indireta para o diagnéstico de bacteridria
significativa e assintomatica.

o pH urinario reflete a capacidade do rim em manter a concentracdo normal dos
fons hidrogénio no liquido extracelular. Normalmente o pH da urina varia entre
4,6 e 8,0.

proteinas na urina indicam lesédo da membrana glomerular, comprometimento da
reabsorcéo tubular, mieloma multiplo, nefropatia diabética e proteindria postural.
a presenca de hemacias na urina reflete sangramento no trato genitourinario, por
infeccdes do trato urinario, célculo renal, tumor do trato urinario, rim policisistico
e glomerulonefrite.

pigmento biliar resultante da degradacdo da hemoglobina. Encontra-se na urina

em hepatopatias e distlrbios hemoliticos.

Fonte: adaptado de Failacce, R., 1995.

Situacao no Brasil

A estrutura do mercado brasileiro relacionado com os OGMs para a agricultura
vem passando por grandes transformacdes, apontando para um cenario de
concentracdo de mercado. As empresas multinacionais foram ampliando suas
participacbes no mercado brasileiro através de fusBes e aquisicdes, estimuladas
pelo tamanho do mesmo, pela possibilidade de liberacéo definitiva para o plantio de
OGMs em escala comercial (concretizada com a aprovacao da lei de biosseguranca
em marco de 2005) e também pelas sinergias com outras areas de atuagdo, por
exemplo, os agroquimicos (Castro, Padula & Carvalho, 2005). Neste cenario, houve
muitos entraves, entre eles a suspensdo temporaria do trabalho da CTNBIO em
2005 e a revisdo de suas atividades. A soja polémica passou a ter zonas livres de
seu cultivo por decreto; portos foram proibidos de escoar a producdo de soja
transgénica para o mercado exportador; o milho argentino geneticamente modificado
atende o mercado interno brasileiro, com a ressalva de ser utilizado apenas para a
racdo animal; e nos primeiros dias de 2006, o milho Bt é encontrado sendo cultivado
no noroeste do Rio Grande do Sul (ANBIO). A atuacdo da CTNBIO na avaliacdo da

seguranca ainda € lenta e sem autonomia. Posteriormente aos seus relatorios, €
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necessario que Ministérios da Saude, Meio ambiente, Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, avaliem e aprovem para a comercializacdo do produto (Lajolo &
Nutti, 2003).

Desde o Decreto n° 4.680, de 24 de abril de 2003, foi estabelecido no Brasil, a
definicdo de 1% no limite da presenca de alimento geneticamente modificado. Acima
deste nivel, produtos embalados, a granel ou in natura que contenham ou sejam
produzidos a partir de organismo geneticamente modificados, deverdo ser rotulados,
e o consumidor deverd ser informado sobre a espécie doadora do gene no local

reservado para a identificacéo dos ingredientes.
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CONCLUSAO

Muitos alimentos tradicionais sdo considerados seguros, embora esses
mesmos alimentos possam ndo ser seguros sob determinadas circunstancias, isto é,
reconhece-se que alimentos podem conter varios antinutrientes e toxinas que, em
determinados niveis de consumo, podem induzir efeitos deletérios em seres
humanos e animais. Na avaliacdo de seguranca de compostos como pesticidas e
aditivos alimentares, a utilizacdo de estudos toxicoldégicos com animais encontra-se
bem estabelecidas. Nestes casos, animais sao alimentados diretamente com esses
compostos, em doses muito superiores ao nivel de exposicdo esperada para
consumo humano. No caso de alimentos, esses fatores de seguranga ndo seriam
aplicaveis nos estudos toxicologicos, pois a dieta do animal teste deveria ser
composta exclusivamente por este alimento. Os efeitos adversos poderiam estar
relacionados ao desbalanceamento nutricional e ndo a modificacdo genética inserida
no alimento testado. Consequentemente, as dificuldades para se aplicar testes
toxicoldgicos tradicionais a alimentos fazem com que uma abordagem alternativa
fosse requerida para a avaliacdo de seguranca de alimentos transgénicos, o0 que
levou ao estabelecimento de uma analise comparativa, definida caso a caso, onde
0S mesmos sao comparados com seus analogos convencionais. Paises onde a
comercializacdo de alimentos transgénicos é permitida, os mesmos sao submetidos,
antes de serem aprovados para consumo, a um processo de avaliacdo de
seguranca que € constituido por diversos tipos de estudos: moleculares,
agronémicos, de composic¢ao, toxicoldgicos, de alergenicidade, de nutricdo animal e
de impacto ambiental. A avaliacdo de seguranca de alimentos transgénicos ainda
necessita elaboracdo adicional e harmonizacédo internacional no que se refere a
selecdo de parametros criticos, requerimentos de testes de campos, analise
estatistica dos dados e interpretagdo dos mesmos no contexto das variagfes
naturais. Tal trabalho vem sendo realizado pelo Codex Alimentarius e tem como
objetivo garantir que todos os laboratorios envolvidos utilizem metodologias e
condicbes de analise validadas e, assim, produzam resultados que tenham
credibilidade internacional e que possam ser comparados entre si.

Enfim, o principio da precaucdo deve ser aplicado para prever e preparar a
liberacdo de OGM e seus produtos na cadeia alimentar, até que seus impactos na

saude e no meio ambiente sejam devidamente avaliados.
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RESUMO

O desenvolvimento rapido e crescente dos produtos biotecnoldgicos pode contribuir
no melhoramento genético de plantas, visando a obtencdo de caracteristicas
agrondmicas, qualidade nutricional ou como “biofébricas” na producdo de vacinas e
enzimas de uso industrial. Ndo obstante, o maior problema na andlise de risco
destes organismos gerados pela biotecnologia € que seus efeitos ndo podem ser
previstos em sua totalidade. Os riscos a saude humana incluem aqueles
inesperados, alergias, toxicidade e intolerancia. O presente estudo relata a relacéao
dose-resposta camundongos BALB/c alimentados com milho Bt com dosagem de
10% e 30%, e dieta adicionada de endotoxina CrylAb em pd6 (comercialmente
utiizada como Dipel®) comparadas a um grupo controle que recebeu dieta
acrescida de milho parental. Os parametros avaliados foram consumos de alimento
e de &gua, ganho de peso, eficdcia alimentar e comportamento animal. Os
resultados obtidos apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos
CrylAb, 10% e 30% de milho Bt, quando comparados ao grupo controle nos
parametros ganho de peso e eficacia alimentar. O comportamento animal de maior
atividade pode ter relagdo com o baixo ganho de peso do grupo controle.

Palavras chaves: seguranca alimentar, transgénicos, CrylAb, seguranca
nutricional.

ABSTRACT

Sub-chronic answer to transgenic corn and CrylAb protein consume, when
added to mice’s diet.

The fast and growing development of biotechnological products may contribute to
plants genetic improvement, aiming at agronomic characteristics, nutritional quality or
as “bio-factories” for the industrial use vaccines and enzymes production. In spite of
that, the biggest issue at these biotech organisms risk analysis is that its effects
cannot be totally predicted. Risks to human health include those unexpected,
allergies, toxicity and intolerance. This study relates the dose-answer relation of
BALB/c mice fed with transgenic corn on 10% and 30% dosage, and powder CrylAb
endotoxin (commercially used as Dipel®) added in their diet, compared to a control
group that received its diet enhanced with parental corn. The evaluated parameters
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were: food and water consume, weight gain, feeding conversion and animal
behavior. The obtained results did not presented statistic differences among the
Cry1lAb, 10% and 30% transgenic corn groups, when compared to the control group.
The animal behavior recurrent of higher activity may be related to the low weight gain
in the control group. The parameters used (weight gain and feeding consume) don’t
seem to be enough sensitive to indicate possible harmful effects related to the
genetically modified product and the Cry1Ab protein.

Keywords: food safety, transgenic, Cry 1Ab, nutritional assessment.
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1.INTRODUCAO

O rapido e crescente desenvolvimento de produtos biotecnolégicos pode
contribuir de forma significativa no melhoramento genético de plantas, visando a
obtencéo de caracteristicas agronémicas desejaveis, melhor qualidade nutricional ou
para fins de producdo de vacinas e enzimas de uso industrial. O impacto destas
modifica¢cdes na salde humana e no ambiente deve ser criteriosamente avaliado, e
a falta de dados cientificos dificulta uma avaliacdo conclusiva do uso de alimentos
geneticamente modificados. Os alimentos serdo considerados seguros desde que
nenhum dano ou efeito indesejavel resulte de seu consumo [5].

Segundo Wal [20], a avaliagdo da seguranca alimentar deve estudar dois
aspectos fundamentais: a auséncia de toxicidade e o valor nutricional do novo
alimento. Alguns dados séo exigidos para estabelecer a seguranca dos produtos
produzidos por uma tecnologia nova e que envolva possivel risco a saide humana.
Os dados avaliados visam especialmente determinar o potencial alergénico da nova
proteina presente, a termoestabilidade, a analise bioquimica de taxas de
glicosilacdo, a toxicidade da proteina expressa pelo gene introduzido ou metabdlito
de sua acdo. Os efeitos secundérios da insercdo do gene, o risco tedrico de
mutagénese pela insercdo do gene com alteracdo da expressao habitual de outros
genes e a ativacdo de genes silenciosos ou pouco expressos, provocando
biossintese de metabdlitos téxicos também sdo importantes para garantir a
seguranca dos novos produtos [14].

Internacionalmente, parametros para avaliacdo da seguranca alimentar de
produtos obtidos através da engenharia genética tém sido definidos desde a década
de 80. A Organizacdo para Cooperacdo Econbmica e Desenvolvimento,
Organizacdo para a Agricultura e Alimentos e a Organizacdo Mundial da Saude, tém
se empenhado no desenvolvimento de estratégias para garantir a seguranca
alimentar dos produtos geneticamente modificados [14]. Pesquisadores
desenvolveram procedimentos basicos para identificacdo de compostos toxicos e
carcinogénicos prejudiciais a salde humana assimilados pela exposicéo a alimentos,
adgua, produtos farmacéuticos ou outras fontes contaminadas do ambiente [1].
Estudos feitos com roedores na Nova Zelandia, Zhang et al. [21] demonstram que 0s
roedores sdo mais tolerantes a produtos farmacéuticos do que seres humanos. Eles

validam a toxicidade do uso do cha de chifre de veado em roedores para determinar
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a seguranca para o consumo humano. Roedores de laboratério tém a vantagem de
serem estaveis, podem ser analisados sempre que necessario e sao facilmente
manejaveis [15].

Todas as mudancas ndo intencionais podem ocorrer também nos processos
convencionais de melhoramento, até em maior proporcdo devido a sua
inespecifidade, o que faz com que, em ambos 0s casos, Sejam necessarias
avaliacdes da seguranca dos produtos resultantes [13]. Por isso desenvolveram-se
principios, estratégias e metodologias que vém sendo discutidos em ambito nacional
e internacional e aplicados quando da aprovacdo de um produto geneticamente
modificado [13].

O presente estudo foi realizado com o objetivo de buscar métodos de
avaliacdo da seguranca alimentar de milho Bt em camundongos, contendo o gene
crylAb do Baccilus thuringiensis, adicionado na dieta alimentar dos animais. Foram
analisados as variaveis resposta: consumo alimentar e de agua, ganho de peso,
eficacia alimentar e atividade, observando o comportamento do animal, no periodo

experimental de 90 dias.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Origem do material

O milho Bt e seu analogo usado para o desenvolvimento da pesquisa,
originam da empresa Sementes Monsanto Ltda., e foram obtidos através de parceria
do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e Instituto
CENA da Universidade de Sao Paulo.

2.2 — Animais

Foram utilizados 32 camundongos fémeas da linhagem BALB/c com 6 a 8
semanas de idade provenientes do Biotério Central da Fundacdo Estadual de Ensino
e Pesquisa em Saude (FEEPS), de Porto Alegre/RS.

2.3 - Preparo das dietas

Foram preparados quatro tipos de dietas: controle (sem adicdo de milho Bt),
Cry 1Ab (acrescido 10% do produto comercial Dipel® utilizado na pulverizacdo das
plantacdes), 10% (adicionada esta quantidade de milho Bt) e 30% (acrescentada
esta quantidade de milho Bt a dieta), conforme as recomendacdes de HERMAN et
al. [9]. A quantidade de milho geneticamente modificada e a endotoxina da CrylAb,
foram calculadas estimando a quantidade de milho utilizado diariamente na dieta de
humanos [11, 17, 12, 8]. As dietas foram confeccionadas semanalmente, no
Laboratério de Processamento de Alimentos do Departamento de Quimica de
Alimentos da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), e oferecidas diariamente aos
animais, em quantidade suficiente para garantir o consumo ad libitum. Os teores de
vitaminas, sais minerais, fibras e demais nutrientes foram equilibrados segundo as
recomendacgOes da American Institute of Nutrition (AIN 93) para roedores [16] e
submetidas a andlise de composicdo proximal no Laboratério de Andlise de
Alimentos do Departamento de Quimica de Alimentos UFPel/RS. A composicdo das

dietas experimentais esté indicada na Tabela 1.
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Tabela 1. Formulagdo bésica das dietas (g/Kg).

Ingredientes Dietas (g)

controle CrylAb 10% 30%
Farinha de milho convencional 400 360 360 280
Farinha de milho Bt - - 40 120
Amido de milho comercial 120 120 120 120
Caseina 100 100 100 100
Malto Dextrina 112 112 112 112
Sacarose 100 100 100 100
Celulose microcristalina 50 50 50 50
L-cistina* 3 3 3 3
Colina* 2,5 2,5 2,5 2,5
Mistura de minerais * 35 35 35 35
Mistura de vitaminas * 10 10 10 10
Oleo de soja (ml) 70 70 70 70
Produto Dipel® - 40 - -

* De acordo com AIN 93.

2.4 - Ensaio bioldgico

Os camundongos fémeas da linhagem BALB/c foram criados em isoladores,
em grupos de 4 animais acomodados em oito gaiolas metabdlicas, nas
dependéncias do Biotério Central da UFPel/RS. Os camundongos tiveram uma
semana para adaptacdo as condicbes de criacdo, ou seja, isoladores, gaiolas
metabolicas, temperatura, periodo de luz e escuro, antes de iniciar o experimento. A
agua e a dieta foram oferecidas ad libitum. Uma vez por semana a agua era reposta
e trés vezes por semana a dieta, ap0s era realizado o registro do consumo de cada
grupo. O local foi mantido a temperatura de 22°C (£ 3°C), tendo ainda um ciclo de 12
horas de luz e 12 horas de escuro [8].

Os 32 camundongos fémeas foram submetidos a 4 tratamentos por um
periodo de 90 dias (toxicidade sub-crénica). No tratamento 1, oito animais
receberam dieta balanceada a base de milho convencional. No tratamento 2, oito
animais receberam 10% da proteina CrylAb (Dipel®) acrescido a dieta. Tratamento
3, oito animais receberam 10 % de milho Bt e no tratamento 4, oito animais

receberam 30% de milho Bt na dieta.

2.5 - Pesagem dos animais

Os animais foram pesados no dia 0, aos 30 dias e 60 dias de tratamento e ao
final dos 90 dias, sempre no turno da manha. A balanca utilizada foi da marca Marte
AS1000 com capacidade minima de 0,5 g e maxima de 1000 g e tarada na bancada
de apoio do Biotério Central da UFPel/RS.
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2.6 - Consumo alimentar e consumo de agua

A racao foi reposta a cada 2 dias em cochinhos com capacidade de 150g.
Antes da reposicdo, os cochinhos eram retirados com cuidado, agrupados conforme
o tipo de dieta e colocados em beckers identificados para efetuar posteriormente a
pesagem. As racfes misturadas as fezes foram pin¢cadas e pesadas em placas de
petri ja identificadas. Sobras de dietas dentro da gaiola, caidas na malha ou na
bandeja de apoio foram pesadas a fim de se realizar o calculo total da ingesta da
dieta.

A 4gua das mamadeiras foi reposta nas gaiolas, independente do consumo. O
nivel determinado foi de 250 ml. Os bicos das mamadeiras foram verificados para
certificar-se que ndo estavam entupidos ou vazando. Frascos foram utilizados abaixo

do bebedouro para a verificagdo de desperdicio.

2.7 - Observacado do comportamento animal

Os animais foram observados entre os 30 e 90 dias de tratamento. A duracao
da observacao foi de aproximadamente 30 minutos para a determinacéo do nivel
operante (Tabela 2). Os dados foram obtidos a partir de 3 repeticbes, e 0s
comportamentos foram registrados em intervalos de 1 minuto. Assim o produto final

foi de respostas por minuto [7, 19].

Tabela 2. Comportamentos observados pelos animais para determinacdo do
nivel operante.

Sigla Comportamentos

L Comportamento de limpeza (cocar-se, lamber-se).

Andar
Parado ou dormindo
Farejar a barra, bebedouro, a grade...
Erguer-se nas patas traseiras
Bebendo
Comendo
Brincando na grade ou barra

OwWwmmnTo>

Este exercicio consiste na observacdo de um comportamento especifico do
sujeito experimental e o seu propésito € determinar possiveis efeitos de um produto

no comportamento animal.
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2.8 - Andlise estatistica

As varidveis passiveis de quantificacdo foram analisadas estatisticamente por
andlise de variancia com medidas repetidas com comparacdo entre médias de
acordo com Teste de Tukey (p<0,05), utilizando o software Statistix 8 for windows.

Para obter dados estatisticos do comportamento animal foi realizada a analise

de variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis Test (p<0,05).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Composicao proximal das dietas avaliadas

Na Tabela 3, estdo expressos os valores médios dos nutrientes em cada
dieta. Ao analisar-se estes dados, observa-se que sdo isoproteicas e isolipidicas, e
adequadas para as necessidades diarias dos camundongos. A adicdo de milho
transgénico e da proteina ndo alterou a composi¢ado quimica da dieta.

Tabela 3. Composicdo proximal das diferentes dietas avaliadas.

Componente (g/100g) Dietas

Controle  Cry 1Ab** 10% 30%
Umidade e substancias volateis a 9,25 9,85 10,34 9,19
105°C
Cinzas 2,70 3,10 2,71 2,76
Fibra bruta 0,47 0,47 0,50 0,51
Gordura 6,39 5,99 6,48 6,46
Proteina (N X 6,25) 9,35 9,88 9,22 9,37
Carboidrato por diferenca 71,84 70,71 70,75 71,71

*dados obtidos a partir de 2 repeticbes
**Proteina obtida através do produto Dipel®

3.2 — Resposta do consumo, ganho de peso e eficacia alimentar entre os
tratamentos

Parametros nutricionais sdo importantes quando se quer avaliar a qualidade
da proteina utilizada na dieta dos animais [18]. Conforme a Tabela 4, o peso médio
inicial dos animais ndo apresentou diferenca estatistica, parametro importante que
demonstra homogeneidade do grupo.

Os grupos apresentaram diferenca estatistica significativa quanto ao ganho de
peso (Tabela 4). O grupo controle foi o0 que menos ganhou peso durante o

tratamento, porém o consumo de agua e alimentos ndo apresentou diferenca
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estatistica. Este dado pode ser relacionado com a atividade do animal, conforme
descrito na Tabela 5. Assim, no grupo com 10% de milho Bt o ganho de peso foi
maior, porém indiretamente proporcional a atividade e consumo alimentar e de 4gua.

Parametros de peso corporal e eficacia alimentar ja foram estudados por Chen
et al [3], usando ratos alimentados com algoddo com a endotoxina Bt por 28 dias, e
seus resultados ndo apresentaram diferenca estatistica. Outros estudos com
produtos transgénicos obtidos através da inser¢cao de gene na soja, sao citados na
literatura, porém com milho evento CrylAb (BTK) ndo se tem conhecimento.

Um dado importante, quando se trata de racédo animal, € a eficacia alimentar.
Os camundongos BALB/c que consumiram menos quantidade de dieta obtiveram

maior ganho de peso (10% e 30% de milho Bt) conforme descrito na tabela 4.

Tabela 4: Peso médio, ganho de peso e eficicia alimentar entre os tratamentos.

Paradmetros Controle Cry 1Ab 10% 30%
Peso médio (g) 2359+0,35" 21,96+047" 24,13+0,75" 23,77 +0,63"
Consumo de agua 1142 +8,27" 123,15+8,55" 123,9+11,09° 109,5+10,37"
(ml/animal/més)

Consumo alimentar 1459 +2,16" 14852 +3,95" 127,09+0,54" 1293 +1,44"
(g/animal/més)

Ganho de peso (g) 1,21+0,32°  3,85+0,77° 5,67 +0,8" 4,60 +0,73"°
Eficacia alimentar 0,82 + 0,22° 2,69 + 0,58° 4,46 + 0,63" 3,52 +0,53"°

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste de Tukey HSD.
Eficacia alimentar: ganho de peso médio/consumo alimentarX100

3.3 —Influéncia do comportamento no ganho de peso do animal

A analise do comportamento animal permite observar a influéncia da atividade
dos animais no ganho de peso. Conforme a Tabela 5, o grupo controle teve maior
namero de respostas/minuto nos comportamentos de brincar, erguer-se e farejar. O
grupo que consumiu a proteina CrylAb também apresentou maior respostas/minuto
nos comportamentos de andar, farejar e brincar. A diferenca no comportamento do
animal pode estar relacionado ao seu ganho de peso ou o comportamento pode ter
influenciado o ganho de peso e a eficacia alimentar. O consumo alimentar dos
animais com 10% e 30% milho Bt acrescidos a racdo foram menor que 0 grupo
controle, e 0 seu ganho de peso foi maior e a média de atividade respostas/minuto

menor.



Tabela 5: Média de respostas/minuto do comportamento animal em cada dieta

Parametros DIETAS

Controle CrylAb* 10% 30%
Comer 15° 6,5" 8,62" 6,5"
Limpeza 14,75" 17,38" 17,88" 15,5"
Andar 6" 21,83° 4,75" 7,14%
Parado 12,4* 12,63" 11,63° 14,43*
Farejar 25,87° 24° 18%® 12,88"
Erguer 12,71° 8,86" 7,25% 3,294
Brincar 28,43° 16,338 54 8,25"
Beber 267" 254 1,25% 34

45

*Proteina endoégena CrylAb , usada na pulverizagéo de plantagdes com o nome comercial de Dispel®
Letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05) pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis.
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4- CONCLUSAO

Camundongos da linhagem BALB/c foram alimentados com diferentes
concentracbes de milho Bt, e com a proteina Cry 1Ab, por 90 dias, caracterizando
estudo de toxicidade subcrénica. O ganho de peso do grupo controle foi menor que
0S grupos que receberam milho Bt e proteina Cry 1Ab. Além disso, este grupo
consumiu mais ragdo em relagéo aos tratamentos citados. Em consequéncia destes
resultados, a eficacia alimentar do grupo controle foi menor em relacdo aos outros
grupos. A melhor eficacia alimentar foi dos grupos 10% e 30% de milho Bt contido na
dieta. No parametro comportamento animal, foi observado maior resposta/minuto
nas observacgoes de erguer, brincar e farejar do grupo controle e grupo Cry1Ab. Com
estes dados pode-se inferir que o consumo de milho Bt influenciou o ganho de peso

e 0 comportamento animal.
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ARTIGO 3

“Avaliacdo hematoldgica, bioquimica e histopatoldgica do efeito do milho
geneticamente modificado e da proteina crylAb na dieta de camundongos”

Artigo escrito conforme as normas de submisséo de trabalhos da revista Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, SP.
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a seguranca alimentar de produtos transgénicos foi
realizado um estudo de 90 dias utilizando 32 camundongos BALB/c com idade entre
6 a 8 semanas, em que foi utilizado milho geneticamente modificado através da
insercdo de um gene, a CrylADb, inseticida para lepidépteros. Os animais foram
alocados em 4 grupos de 8 que receberam dieta controle (0%), dietas contendo 10%
de milho transgénico (10%), e 30% de milho transgénico (30%) e a endotoxina da
CrylAb, usada comercialmente na pulverizacdo das lavouras (CrylAb). Os
resultados hematolégicos ndo apresentaram alteracdoes. Os dados bioquimicos e
histopatoldgicos indicam que houve lesdo hepatica nos camundongos alimentados
com a dieta contendo proteina CrylAb, 10% e 30% de milho geneticamente
modificado quando comparados com o0s do grupo controle.

Palavras chaves: proteina CrylAb, seguranga alimentar, transgénicos, milho Bt.

ABSTRACT

Hematological, biochemical and histo-pathological evaluation of the transgenic
corn and Cry1lAb protein effect on mice diet.

In order to developing a methodology evaluating the alimentary security of transgenic
products, it has been done a ninety-days study using thirty-two BALB/c mice aging 6
to 8 weeks, where transgenic with Cry1Ab, an insecticide protein against Lepidoptera
bugs was used. The animals were divided in four groups of eight; and received
control diet (0%), 10%transgenic corn diets (10%), 30% transgenic corn diets (30%),
and the endotoxin from Cryl1Ab, commercially used for spraying the crops (CrylAb).
The hematological results did not presented alterations. The biochemical and histo-
pathological data indicate that has been hepatic injuries in the mice fed with the
Cry1Ab protein, 10% and 30% transgenic corn diets, when compared with the control
groups.
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1.INTRODUCAO

Uma das maiores preocupagbes dos consumidores em relacdo aos
transgénicos e tecnologias relacionadas € que nem todos os riscos tenham sido
avaliados. A utilizacdo da tecnologia do DNA recombinante constitui uma nova e
fundamental ferramenta para o continuo desenvolvimento de sistemas agricolas e
producdo de alimentos. Apesar da adocao desta tecnologia nos Estados Unidos da
América, China, Argentina e partes da Africa, uma variedade de fatores tem sido
questionada em diferentes paises. As duas principais questdes incluem: a
seguranca dos produtos derivados para consumo humano e o potencial impacto
negativo sobre o meio ambiente [17]. De um lado, pesquisadores admitem a
equivaléncia substancial (comparacdo bromatolégica e nutricional com o anélogo
convencional) para avaliar a seguranca alimentar dos produtos geneticamente
modificados, de outro, a preocupacao de investigar se a transferéncia de genes
produz proteinas similares, mas com diferencas minimas, que tém efeitos nos
organismos vivos muito distintos das proteinas originais [18].

Conforme prevé a Instrucdo Normativa n°20 da Comissao Técnica Nacional
de Biosseguranca [CTNBIO, 2001], e as recomendacdes da FAO/OMS (2005), sédo
necesséarias metodologias de avaliacdo da seguranca dos alimentos desenvolvidos a
partir da biotecnologia, para que 0s mesmos possam ser avaliados caso a caso [10].
Determinacdes da biodisponibilidade, como: deplecéo/replecéo realizada em animais
de laboratério, técnicas in vitro, analises da composicdo quimica, uso da
bioinformética, tém sido utilizados por agéncias de regulamentagédo, em paises onde
0 uso de transgénicos foi aprovado para cultivo comercial [17].

O gene crylAb foi produzido baseado em um cristal protéico do Bacillus
thuringiensis variedade kurstaki (Btk). Esse gene sintetiza a proteina Cry 1Ab,
contendo porgfes de aminoacidos idénticos aos encontrados no organismo em seu
ambiente natural, controlando as lagartas da ordem dos Lepidopteros, as mais sérias
pragas da cultura do milho. As modificacdes do gene incluiram mudar seqiéncias
genéticas de DNA, destinadas a realcar a expressdo em plantas. As modificacdes
ndo resultaram em nenhuma mudanca de sequéncia de aminocidos na proteina
codificada pelo gene [14]. As proteinas do Bt sdo normalmente encontradas em
bactérias do solo, portanto ocasionalmente ingeridas. Além disso, a endotoxina

Cry1lAb esta disponivel comercialmente ha mais de 30 anos, com o0 nome de Dipel®
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sendo pulverizada para controle bioldgico de insetos sem que fossem observados
efeitos nocivos ao homem [3]. No entanto, quando um gene exdgeno € inserido no

DNA da planta, h&a possibilidade de riscos associados a uma nova proteina [9].

A composi¢do dos alimentos é uma indicagdo muito significante do seu valor
nutritivo, contudo ndo € suficiente para uma caracterizacdo completa do ponto de
vista nutritivo, isso porque, rarissimos sao 0s nutrientes que contidos nos alimentos,
tornam-se totalmente disponiveis ao organismo apds a ingestdo destes. A porcéo
disponivel de qualquer nutriente é aquela que é absorvida em uma forma que possa
ser utilizada pelo organismo em seu metabolismo celular. Os fatores que mais
interferem na biodisponibilidade dos nutrientes sdo: digestibilidade, absorcao,
complexacéo e presencga de substancias toxicas[20]. A necessidade de se ter estes
dados para orientar a opinido publica, e assegurar o consumo de alimentos
geneticamente modificados, baseado na pesquisa cientifica e para cada evento que
sera desenvolvido no futuro, inclusive na area de alimentos funcionais, € que se faz
necessaria metodologia prépria para alimentos que serdo comercializados no Brasil
[15].

Testes comparativos de variedades geneticamente modificadas com
variedades convencionais servem como referéncia para assegurar o consumo dos
alimentos geneticamente modificados [7]. Embora a andlise comparativa da
composi¢cdo quimica do milho Bt o abstém de efeitos pleiotrépicos, estudos com
animais por 90 dias sdo empregados para garantir a seguranca nutricional do
consumo humano [7].

Este estudo foi realizado com o objetivo de buscar avaliar a seguranca
alimentar de milho modificado geneticamente com a inser¢cdao do gene crylAb do
Baccilus thuringiensis, avaliando a toxicidade subcrénica de 90 dias [10], analisando

dados bioquimicos, hematoldgicos e histopatolégicos em animais de laboratorio.

2 - MATERIAL E METODOS
2.1 - Origem do material

O milho transgénico usado para a pesquisa e seu analogo, originou-se da

empresa Sementes Monsanto Ltda., e foi obtido através de parceria do Centro de
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Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e Instituto CENA da
Universidade de Sao Paulo (USP).

2.2 — Animais

Foram utilizados 32 camundongos fémeas da linhagem BALB/c com idade
entre 6 a 8 semanas provenientes do Biotério Central da Fundagdo Estadual de
Ensino e Pesquisa em Saude (FEEPS), Porto Alegre/RS.

2.3 - Preparo das dietas

Foram preparados quatro tipos de dietas: Dieta controle (sem adi¢cdo de milho
transgénico), Dieta Cry1lAb (contendo 10% do produto comercial Dispel® utilizado na
pulverizacdo das plantacbes), Dieta 10% (contendo esta quantidade de milho
transgénico) e Dieta 30% (contendo esta quantidade de milho transgénico a dieta),
conforme as recomendacdes de HERMAN et al. [8]. A quantidade de milho
transgénico e a endotoxina da CrylAb, foram calculadas estimando a quantidade de
milho utilizado diariamente na dieta de humanos [10, 19, 11, 7]. As dietas foram
confeccionadas semanalmente, no Laboratério de Processamento de Alimentos do
Departamento de Quimica de Alimentos da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), e oferecidas diariamente aos animais, em quantidade suficiente para
garantir o consumo ad libitum. Os teores de vitaminas, sais minerais, fibras e demais
nutrientes foram equilibrados segundo as recomendacdes da AIN 93 para roedores
[17] e submetidas a andlise de composicao proximal no Laboratério de Analise de
Alimentos do Departamento de Quimica de Alimentos UFPel/RS. A composi¢cédo das
dietas experimentais esta indicada na Tabela 1.
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Tabela 1. Formulacdo basica das dietas (g/Kg).

Ingredientes Dietas (g)

controle CrylAb 10% 30%
Farinha de milho nao 400 360 360 280
transgénico
Farinha de milho transgénico - - 40 120
Amido de milho 120 120 120 120
Caseina 100 100 100 100
Malto Dextrina 112 112 112 112
Sacarose 100 100 100 100
Celulose microcristalina 50 50 50 50
L-cistina 3 3 3 3
Colina 25 2,5 25 2,5
Mistura de minerais * 35 35 35 35
Mistura de vitaminas * 10 10 10 10
Oleo de soja (ml) 70 70 70 70
Endotoxina Cry1Ab (Dispel®) - 40 - -

* De acordo com AIN 93.
2.4- Ensaio biolégico

Os camundongos fémeas da linhagem BALB/c foram criados em isoladores,
em grupos de 4 animais acomodados em oito gaiolas metabdlicas, nas
dependéncias do Biotério Central da UFPel/RS. Os camundongos tiveram uma
semana para adaptacdo as condicbes de criacdo, ou seja, isoladores, gaiolas
metabolicas, temperatura, periodo de luz e escuro e racdo de laboratério, antes de
iniciar o experimento. A agua e a dieta foram oferecidas ad libitum. O local foi
mantido a temperatura de 22°C (£ 3°C), tendo ainda um ciclo de 12 horas de luz e
12 horas de escuro [7].

Os 32 camundongos fémeas foram submetidos aos 4 tratamentos por um
periodo de 90 dias (toxicidade subcrénica) [10]. Tratamento 1 dieta balanceada a
base de milho ndo transgénico (controle). Tratamento 2, dieta contendo 10% da
endotoxina CrylAb. Tratamento 3, dieta contendo 10 % de milho transgénico e no

tratamento 4, 30% de milho transgénico na dieta.
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2.5 - Coleta de sangue para analises hematoldgica e bioquimica

O sangue foi coletado através da puncédo do plexo retro-orbital nos dias 0, 30,
60 e 90. O sangue foi coletado em tubos de 2 ml heparinizados para as analises
hematolégicas de séries vermelhas (eritrograma) e branca (leucograma). No
eritrograma foi realizada a contagem de plaquetas e de hemécias, a determinacao
do hematdcrito, da hemoglobina, do volume corpuscular médio, da hemoglobina
corpuscular média, e da concentracdo da hemoglobina corpuscular média. No
leucograma contaram-se os leucécitos e fez-se a contagem da diferenciacéo celular
(linfocitos, mondcitos e granuldcitos). Essas determinagcBes foram realizadas no
analisador ABX Micros 60®.

O sangue para as determinacdes bioquimicas foi coletado em tubos de
2000pl, colocados em banho-maria a temperatura de 36°C por 1 hora e
centrifugados em centrifuga Eppendorf Centrifuze 5415C por 10 minutos, a 3.500
rpm, obtendo-se, assim, 0 soro. As analises bioquimicas constaram da dosagem de
fosfatase alcalina, creatinina, uréia, transaminase glutamica-oxalacética (TGO) e
transaminase glutamica piravica (TGP). As dosagens foram determinadas em

Express plus® Bayer.

2.6 - Coletada urina e analise

A coleta da urina foi realizada nos dias 0, 30, 60 e 90 de tratamento, em
frasco proprio esterilizado. Foi determinado através de pool para cada gaiola, com 4
animais. Apos, fitas de reagente foram imersas na urina, revelando o resultado dos
testes por modificacdo de cor. As tiras de reagente utilizadas foram da marca URI-
TEST 10 INLAB Diagndéstica®.

2.7 — Avaliacao histopatolégica

Apo6s os 90 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados através de
deslocamento cervical e realizado o dessecamento dos orgaos. Coracao, figado, rim,
estbmago, intestino, baco e pancreas foram pesados e preservados em solucdo
neutra de 10% de formol [13]. As laminas foram preparadas e avaliadas pelo
Departamento de Patologia da Faculdade de Veterinaria da UFPel/RS.



57

2.8 - Andlise estatistica

As variaveis passiveis de quantificacdo foram analisadas estatisticamente por
analise de variancia com medidas repetidas com comparacdo entre médias de
acordo com Teste de Tukey (p<0,05), utilizando o software Statistix 8 for windows.
As variaveis da urina: &cido ascorbico, bilirrubina, cetonas, glicose, nitritos, pH,
proteinas, sangue e urobilogénio foram agrupadas em duas classes, sendo elas
fisiologicas e alteradas, conforme tabela 2, desta forma permitindo analise categorica

pelo teste de Fischer Exact.

Tabela 2. Categorizagdo das variaveis qualitativas da urina.

Parametros Fisiologico Alteracdes
Acido Negativo Positivo
ascorbico

Bilirrubina Negativo + ++ +++
Cetonas Negativo Positivo
Glucose Negativo ou Normal 5 50 150
Nitritos Negativo Positivo

PH <=7,0 >7,0
Proteinas 30 100 500

Sangue Negativo Ca 5-10 Ca 50 Ca 250
Urobilogénio Negativo ou Normal Positivo

Ca contagem analisada

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o estudo de 90 dias com 32 animais, houve a perda de um, aos 60
dias do grupo Cry 1Ab. A causa mortis ndo foi associada ao tratamento. A necropsia

nao apresentou causa aparente e os tecidos néo evidenciaram alteracoes.

3.1 - Composicao proximal das dietas avaliadas

Na Tabela 3, estdo expressos os valores médios dos nutrientes em cada
dieta. Ao analisar-se esta tabela, observa-se que sdo isoproteicas e isolipidicas, e
adequadas para as necessidades diarias dos roedores [17]. A adicdo de milho

transgénico e da proteina ndo alterou a composi¢do quimica da dieta.
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Tabela 3. Composicdo proximal das diferentes dietas avaliadas.

Componente (g/100g) Dietas

Controle  Cry 1Ab 10% 30%
Umidade e substancias volateis a 9,25 9,85 10,34 9,19
105°C
Cinzas 2,70 3,10 2,71 2,76
Fibra bruta 0,47 0,47 0,50 0,51
Gordura 6,39 5,99 6,48 6,46
Proteina (N X 6,25) 9,35 9,88 9,22 9,37
Carboidrato por diferenca 71,84 70,71 70,75 71,71

* dados obtidos a partir de 2 repeticbes

3.2 - Anélises hematoldgicas e bioquimicas

Na Tabela 4 estdo listadas as médias das analises hematologicas e
bioquimicas nos tratamentos com as dietas. As dosagens hematolégicas sao
exames laboratoriais de rotina para avaliagdo quantitativa e qualitativa dos
elementos figurados do sangue. Pode sofrer alteracfes de significacdo diagndstica
ndo apenas nas doencas hematologicas, mas também em doencas das mais
variadas patogéneses [5]. As dosagens bioquimicas tém imensa importancia clinica,
pelo fato de que as alteracbes em suas atividades fornecem indicadores sensiveis
de lesé&o ou proliferagéo celular [12].
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Tabela 4. Andlises hematoldgicas e bioguimicas entre os 4 tratamentos (+ erro padrdo da média).

Analises hematoldgicas n 0% CrylAb 10% 30%

e bioquimicas Média Média Média Média
Contagem de 31-32 1,76 +0,08" 1,61 +0,088" 1,57 +0,085" 1,46 + 0,085"
leucdcitos (WBC)

Contagem de 31-32  4,29+0,19" 4,07 +0,15* 4,18 +0,099* 3,80+0,17"
eritrocitos (RBC)

Dosagem de 31-32 8,76+0,33" 8,62 +0,39" 8,96 +0,42" 9,38 +0,74"
Hemoglobina(HGB)

Hematdcrito (HCT) 31-32 2653+1,45" 2508+1,72" 25,68 + 1,53" 24,18 + 1,56"
Plaquetas (PLT) 31-32 422,28 +15,8" 412,25+235" 422,65+1925" 400,78 + 17,36
Contagem de 31-32 367,50+2520" 33569+225" 386+3049”  327,09+19,66"
plaquetas (PCT)

Volume Corpuscular 31-32  47,32+0,34"  48,06+0,35" 48,42 +0,47" 48,50 + 0,274
Médio (MCV)

Hemoglobina 31-32 17,1+0,31* 17,35+0,26"  17,45+0,26" 17,27 + 0,234
Corpuscular Média

(MCH)

Concentracéo de 31-32 36,02+0,78% 3599+0,52" 36,3+0,34" 35,64 + 0,40
Hemoglobina

Corpuscular Média

(MCHC)

% de Linfécitos (LIM) 24-25 8214+196" 84,56 +1,80" 86,77 + 0,99" 82,92 + 3,31"
% de Mondcitos (MON)  24-25 14,37 +1,72* 13,66 + 1,61" 11,29 + 0,86" 11,70 +0,79*
% de Granulécitos 24-25 3,52 +0,58" 1,79 + 0,30* 1,96 + 0,44% 1,86 +0,29"
(GRA)

Fosfatase Alcalina 31-32 82,87 +8,12° 72,5+ 6,18" 85,1+ 4,27" 99,44 + 7,58"
Creatinina 31-32 0,24+0,015* 0,24+0,018" 0,269 +0,021* 0,290 + 0,033"
Uréia 31-32 5497+177" 59,16+1,88"  5571+1,75" 56,88 + 1,694
Transaminase 31-32 158,47 +9,92° 207,34 +17,3" 154,74 +6,97° 152,25 + 7,19°
glutdmica-oxalacética

(TGO)

Transaminase 31-32 112,13+14,1* 12891 +12,1* 118,16 +14,52"* 109,75+ 10,29"

glutamica pirtvica
(TGP)

As letras A e B na linha horizontal indicam que houve diferenga estatistica entre os grupos analisados pelo teste de

Tukey HSD(P<0,05)
n- nimero de animais.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4, observa-se que os
valores de transaminase glutamica-oxalacética (TGO) foram estatisticamente
diferentes entre os grupos avaliados. O grupo com dieta CrylAb foi o que
apresentou maior valor (207,34g/dl); ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
alimentados com dieta controle e acrescidos de 10% e 30% de milho transgénico. A
TGO é encontrada principalmente na mitocondria (80%), quando aumentada na
circulacdo indica lesdo grave das células hepéticas [12], levando ao diagndéstico de
doenca hepatica.

Os resultados obtidos nas andlises hematologicas, ndo apresentaram
diferenca estatistica entre os grupos. A comparacao das respostas com estudos em
galinhas e suinos demonstram que o milho Bt ndo causa alteracdes. Conforme
Flachowsky & Chesson [6], os pesquisadores Chowdhury et al, (2003), investigaram
a degradacao da proteina Cry 1Ab do milho geneticamente modificado Bt11l no trato

digestivo de bezerros e suinos. Eles ndo encontraram lesdes patoldgicas no trato
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digestivo. Suinos sdo considerados bons modelos para testes de seguranca de
alimentos, pois possuem sistema digestivo e cardiovascular semelhante aos dos

humanos.

3.3 - Analise da urina

A Tabela 5 mostra as distribuicbes de frequéncias (%) das observacdes
realizadas nas avaliacdes qualitativas da urina, quanto aos parametros de acido

ascorbico, bilirrubina, cetonas, glicose, nitritos, pH, proteinas, sangue e urobilogénio.

Tabela 5. Distribuicdo de frequiéncia (%) das ocorréncias dos parametros qualitativos da urina.

Parédmetros Controle (%) Cryl1Ab (%) 10% (%) 30% (%)
F A F A F A F A
Acido ascorbico  100,0 0 75,0 25,0 87,5 12,5 100,0 0
Bilirrubina 25,0 75,0 25,0 75,0 12,5 87,5 25,0 75,0
Cetonas 75,0 25,0 87,5 12,5 75,0 25,0 87,5 12,5
Glicose 75,0 25,0 87,5 12,5 75,0 25,0 87,5 12,5
Nitritos 75,0 25,0 25,0 75,08 125 87,5% 25,0 75,0*
pH 75,0 25,0 87,5 12,5 87,5 12,5 100,0 0
Proteinas 75,0 25,0 50,0 50,0 57,1 42,9 62,5 37,5
Sangue 62,5 37,5 50,0 50,0 62,5 37,5 62,5 37,5
Urobilogénio 100,0 0 100,0 0 100,0 0 100,0 0

F= fisiolégico, A= identifica a freqliiéncia de alteragdes na urina por tratamento.
As letras A e B na linha horizontal indicam que houve diferenga estatistica entre os grupos analisados pelo teste de
Fischer Exact (P<0,05), os dados que ndo constam letras nédo foram diferentes estatisticamente.

As frequéncias descritas na tabela 5 foram agrupadas em dois grupos das
avaliacOes fisiologicas e alteradas, conforme a Tabela 2.

Durante o periodo de realiazacdo do experimento, os resultados demonstram
gue ndo houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos nos parametros de acido
ascorbico, bilirrubina, cetonas, glucose, pH, proteinas, sangue e urobilogénio.
Resultados dos nitritos presente na urina indicou maior frequéncia (p<0,05) no grupo
10% de milho transgénico em relacdo ao grupo controle, porém este efeito néo foi
verificado com as demais comparacfes entre os tratamentos. Os nitritos na urina
sdo uma prova indireta para o diagnostico precoce de bacteritria significativa e
assintoméatica [12]. Este dado pode estar relacionado com infeccbes do trato renal

especifico ao grupo e néo ao tratamento em estudo.

3.4 - Caracteristicas histopatolégicas

3.4.1. Alteracdes histopatolégicas
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Os o6rgdos coletados foram submetidos a avaliagbes histopatoldgicas.
Coragédo, rim, estbmago, intestino, baco e pancreas, em todos os tratamentos,
apresentaram auséncia de alteracdes ou sem alteracdo aparente. O figado conforme
descrito na Tabela 7, apresentou modificacfes em sua estrutura. Na dieta controle,
observou-se apenas 2 animais com degeneracao gordurosa aleatéria (figura 1) e um

discreto aumento de volume no érgéo.

. n . Figura 2: Hepatdcito da zona centrolobular do
Figura 1: Regido portal de ammal,d_o figado de um animal que consumiu dieta contendo
grupo _controle apresentelndo hepatpcnos Cry 1Ab, exibindo degeneragéo, caracterizada pelo
com discreta degeneragéo H-E. Obj. 20X aspecto finamente granular do citoplasma dessas

células. H.E. Obj. 40X

Os animais alimentados com o a dieta CrylAb, tiveram incidéncia de
alteracbes com acentuado aumento de volume em todos os figados analisados
(figura 2). Em 4 animais, observou-se degeneracdo gordurosa aleatéria com focos
difusos de necrose e 2 animais uma degeneracdo gordurosa difusa. Os animais que
consumiram dietas com 10% apresentaram dos 7 figados avaliados, 4 com
moderado ou acentuado aumento do volume e com degeneracdo gordurosa
aleatoria e difusa, 3 estavam ausentes de alteragdes (figura 3 e 4).

No tratamento com 30% de milho transgénico, 4 figados apresentaram
degeneracdo gordurosa aleatéria ou difusa com acentuado aumento de volume do

orgao e dois destes com focos difusos de necrose (figura 5).

Figura 3: Detalhe do 6rgdo de animal que Figura 4: Outro detalhe de figado de animal que

consumiu dieta com 10% de milho transgénico, consumiu dieta com 10% de transgénico, com
onde se observa hepatdcito da zona centrotubular células um pouco menos delineadas,
exibindo degeneragéo mais severa. H.E.Obj. 40X apresentando degeneracdo severa (sem definir

a zona). H.E Obj. 40X
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Conforme Flachowsky & Chesson [6], os pesquisadores Chowdhury et al,
(2003), investigaram a degradacdo da proteina Cry 1Ab do milho geneticamente
modificado Bt1l1l no trato digestivo de bezerros e suinos e ndo encontraram lesfes

patoldgicas no mesmo.

Figura 5: Detalhe de hepatdcito de animal que
consumiu dieta com 30% de milho transgénico. Sem
definir a zona e pontuando que a degeneragéo é mais
severa. As células binucleadas e com grandes
nucleos séo tipicas da espécie, sendo um achado
casual.H-E. Obj. 40X
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Tabela 7. Incidéncia microscoépica de alteracdes histopatoldgicas no figado dos camundongos
entre os_tratamentos.

Caracteristicas Controle CrylAbn=7 10%n=7  30% n=7
n=7
Auséncia de alteracdes 2 3 3
Sem alteracdes aparentes 3
Degeneracao gordurosa aleatéria 2 4 2 2
Degeneracéo gordurosa 1

discretissima

Degeneracéo gordurosa discreta

Degeneracao gordurosa difusa 2 2 3
Focos difusos de necrose 4 2
Discreto aumento de volume do 2

orgao

Moderado aumento de volume do 3

orgao

Acentuado aumento de volume do 7 1 4
orgao

Comparando com os resultados dos dados bioguimicos, pode-se confirmar
gue houve doenca hepética no grupo que consumiu dieta acrescida de CrylAb. Os
grupos com 10% e 30% de milho transgénico apresentaram mais da metade dos
orgdos analisados com alteracbes, porém nao confrmados com os dados
bioquimicos e com a relacéo peso do 6rgdo e peso do animal.

No momento da necropsia, 0os 6rgaos foram avaliados macroscopicamente, e
observou-se que os figados dos animais que continham 10% e 30% de milho
transgénico na dieta apresentavam pouca resisténcia ao corte e com cor marrom
escuro, diferente do grupo controle cujo 6rgdo apresentava-se tenro e com
coloracao vermelho vivo.

Os dados histopatolégicos sdo importantes, pois permitem conhecer os
processos patolégicos gerais e correlacionar as imagens com os aspectos clinicos
desses processos. No estudo realizado, os dados histopatolégicos demonstram
alteracbes hepdaticas graves nos tratamentos com proteina e milho transgénico,
porém pouco correlaciona com os dados bioguimicos e hematoldgicos, sugerindo

continuidade ao estudo.

3.4.2 Relacéo do peso do figado com o peso animal

Para se buscar mais informacfes das alteracdes apresentadas no estudo
histopatolégico do figado do animal e nas analises bioquimicas apresentadas, foi

realizado o calculo do peso do figado com o peso animal. Conforme apresentado na
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Tabela 8, os resultados demonstram que nao houve diferenca (p>0,05) entre os

tratamentos.

Tabela 8: Relacdo do peso médio do figado com o peso médio do animal em jejum.
Parametro Controle (%) Cry 1Ab (%) 10% (%) 30% (%)
Relacdo Peso do figado 4,3+0,07" 4,36 +0,05 4,01+0,19 4,07+0,09

e peso do animal A A A

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05) pelo teste de Tukey HSD.

O peso do 6rgao foi proporcional ao peso do animal, comparado com o grupo
controle. Mesmo o 6rgdo apresentando aumento no volume, ndo foi estatisticamente
diferente entre os grupos avaliados. Esse dado ndo possibilitou correlacionar as

imagens com processos patolégicos no orgao.

4- CONCLUSAO

Considerando-se os resultados obtidos, pode-se concluir que o acréscimo da
proteina CrylAb, tanto em p6 como € comercializado para pulverizar as lavouras,
como o presente no milho que sofreu transformacdo genética, mesmo em
concentracdo alta de 30%, ndo apresentou diferencas nos niveis hematoldgicos. No
entanto, dados bioquimicos demonstram lesdo hepatica nos camundongos
alimentados com a dieta contendo a proteina CrylAb, e as analises histopatolégicas
dos o6rgdos dos camundongos com dietas contendo a proteina demonstram
degeneracgdes, necroses e aumento de volume do 6rgdo, sugerindo a importancia da

continuagao das investigacdes sobre o tema.
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CONCLUSOES GERAIS

O ganho de peso do grupo controle foi estatisticamente menor do que o dos
grupos que receberam milho Bt e a proteina CrylAb, e quanto ao consumo alimentar
nao teve diferenca estatistica, entre 0s mesmos.

A eficacia alimentar do grupo controle foi estatisticamente menor em relacao
ao dos outros grupos.

Grupo controle e grupo CrylAb tiveram maior respostas/minuto em
observacdes de erguer, brincar e farejar, caracterizando maior atividade.

Parametros hematolégicos e de urina ndo tiveram diferenca estatistica entre
0s grupos. As dosagens bioquimicas de transaminase-glutamica oxalacética (TGO),
indicam leséo hepatica na dieta contendo a proteina Cry1Ab.

Camundongos com dietas contendo a proteina CrylAb e as contendo 10 e
30% de milho transgénico, apresentaram hepatocitos com degeneragfes severas,
necroses e aumento de volume do 6rgéo.

Os resultados apresentados neste trabalho evidenciaram alteracdes hepéaticas
importantes em camundongos de raca isogénica (BALB/c), mantida sob condicbes

controladas. Sugerem-se investigacoes mais aprofundadas sobre o assunto.
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