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RESUMO

Com a aprovac¢ao do plantio de Organismos Geneticamente Modificados (OGM)
no Brasil, e com a Lei de Biosseguranga/2005, ¢ importante que sejam ampliados e
efetivados os estudos toxicologicos de proteinas que sdo expressas em cultivares
transgénicas de interesse econdmico, a fim de garantir a sua seguranca alimentar para o
consumo humano e animal. Os genes cry, denominados cryllal2 e cry8Hal, isolados
pelo nosso grupo de pesquisa, a partir de uma estirpe de Bacillus thuringiensis, estdo
sendo introduzidos em cultivares de algoddo, com o intuito de gerar resisténcia ao
ataque de insetos-praga, reduzindo dessa forma o uso indiscriminado de pesticidas,
aumentando a qualidade dos produtos finais. No presente trabalho, as atividades
desenvolvidas tiveram como foco a avaliacdo dos efeitos antinutricionais e/ou toxicos,
em mamiferos (ratos), das toxinas entomotoxica Cryllal2 e Cry8Hal em ensaios sub-
cronico e agudo. Para isso, foi estabelecido e otimizado um sistema de expressdo
heterologa e de purificacdo dessas entomotoxinas em larga escala. No ensaio sub-
cronico, as toxinas Cryllal2 e Cry8Hal foram incluidas na dieta dos animais, na
propor¢ao de 100 mg/Kg de dieta, representando 0,1% da proteina total, e ofertadas
durante 10 dias. Como proteina de referéncia ou padrao foi utilizada albumina da clara
do ovo, por ser de alto valor bioldgico. Nenhum efeito adverso oriundo do consumo das
proteinas teste foi observado nos animais, quando comparados aqueles que receberam a
proteina padrdo. Os diferentes parametros analisados compreenderam taxa de
crescimento, ganho de peso, consumo de dieta, eficiéncia alimentar, balanco
nitrogenado, utilizacdo liquida de proteina (NPU), digestibilidade in vivo, valor
biologico, peso seco relativo de orgaos internos e glandulas anexas, histologia do
duodeno e bioquimica sanguinea. No ensaio agudo, as toxinas Cryllal2 e Cry8Hal
foram administradas aos animais em jejum de 12 horas, com auxilio de uma sonda
orogastrica, em dose Unica, encerrando 12 mg de proteina dissolvida em NaCl 0,15 M,
calculada com base na quantidade total de proteina ingerida no experimento sub-
cronico. Como controle foi utilizado apenas NaCl 0,15 M. A taxa de mortalidade dos
ratos foi zero, ndo tendo sido detectada qualquer alteragdo de comportamento. Os
resultados obtidos demonstraram a inexisténcia de efeitos antinutricionais e toxicos em
ratos apds a administragao das toxinas Cryllal2 e Cry8Hal, evidenciando a seguranca
alimentar dessas proteinas e reforcando o seu potencial de utilizagio no
desenvolvimento do algodao GM com resisténcia a insetos-praga.
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ABSTRACT

The approval of Genetically Modified Organisms (OGM) in Brazil as well as the
Biosafety Law/2005 demand the enlargement and effectiveness of toxicological
analyses of proteins expressed is transgenic cultivars of economical interest. These
analyses can guarantee its food security for the human and animal consumption. The cry
genes, called cryllal2 and cry8Hal isolated by our research group, from a Bacillus
thuringiensis ancestry, are currently being introduced in cotton cultivars, aiming the
generating of the resistance against insect-pests attack. This strategy will decrease the
indiscriminate use of pesticides improving the products quality. The research activities
developed in the present work, focused the evaluation of antinutritional and/or toxic
effects, of Cryllal2 e Cry8Hal entomotoxic in mammals (mice) using sub-chronic and
acute bioassays. To accomplish that, an optimized heterologous expression system
followed by a large scale step purification was carried out. For the sub-chronic
bioassays, a proportion of 100 mg / Kg of the toxins Cryllal2 and Cry8Hal were
included in the animals’ diet representing 0,1% of the total protein. This diet was
offered to the mice during 10 days, and egg albumin was used as a protein standard due
to its high biological value. No adverse effect was observed in the animals which
consumed the test proteins when compared to those that received the control protein.
The different analyzed parameters corresponding to growth tax, weight gaining, diet
consumption, alimentary efficiency, nitrogen balance, liquid use of protein (NPU),
digestion in vivo, biological value, relative dry weight of internal organs and enclosed
glands, duodenum histology and sanguine biochemistry. In the acute bioassays, the
toxins Cryllal2 and Cry8Hal were administered in a unique dose, using an orogastric
probe to animals in 12 hours fast. These doses contained 12 mg of protein dissolved in
NaCl 0,15 M and its calculations were based on the total amount of protein ingested in
the sub-chronic experiments. A solution of NaCl 0,15 M was used as a control. The
mice mortality rate was zero, and no behavior alteration was detected. According to the
results, the toxins Cryllal2 and Cry8Hal did not show antinutritional and toxic effects
for the mice. Thus, the alimentary biosafety of those proteins reinforce their potential
use in the development of cotton GM with resistance against insect-pests.
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1 - INTRODUCAO

O cultivo de plantas geneticamente modificadas (GM) inseriu o setor agricola
mundial na era da biotecnologia moderna. Segundo o relatorio divulgado pelo Servigo
Internacional para a Aquisicdo de Aplicagdes Agrobiotecnologicas (ISAAA), a area
mundial plantada com variedades geneticamente modificadas em 2007 superou a marca
de 114 milhdes de hectares (JAMES, 2007). O rapido crescimento anual da area global
cultivada com plantas GM ¢ devido, principalmente, as caracteristicas introduzidas, que
incluem resisténcia a insetos-praga, tolerancia a herbicidas, dentre outras, permitindo
um incremento na produtividade e reducdo no custo de producdo (JAMES, 2002).

O Brasil possui, atualmente, a terceira maior area plantada de transgénicos do
mundo (CTNBio, 2008), com o plantio e consumo de eventos GM, que expressam as
caracteristicas de resisténcia a insetos e tolerancia a herbicidas. Entretanto, assim como
em outros paises, existe uma preocupacdo em relacdo as questdoes de seguranga e
bioética envolvendo os transgénicos, uma vez que as provaveis conseqiliéncias geradas
pelo uso da engenharia genética levantam questionamentos, sobretudo em relacdo aos
potenciais riscos a saude humana e ao meio ambiente. No que se refere a qualidade e
aos fatores de riscos dos alimentos geneticamente modificados para o consumo humano,
o grande questionamento baseia-se entre os possiveis efeitos alergénico, toxicoldgico da
proteina expressa codificada pelo gene inserido ou na possivel alteracdo da composi¢ao
nutricional dos alimentos por intermédio da proteina heterologa. (ALTIERI e ROSSET,
1999).

Nesse sentido, torna-se fundamental a pratica de avaliacdo sistematica de
toxicidade dos alimentos derivados do melhoramento genético. Atualmente, estes sdo
avaliados a partir da equivaléncia substancial, onde as caracteristicas moleculares e
fenotipicas, assim como a composi¢ao da planta e de seus derivados sao analisadas e
comparadas com a cultivar ndo transgénica. Uma vez submetidos a rigidos
procedimentos analiticos, onde ¢ considerado o potencial alergénico, toxicologico e
antinutricional da proteina expressa por um gene inserido na cultivar GM, esses sdo
liberados sem restri¢ao para o consumo humano.

Os genes cry, denominados cryllal2 (esta seqiiéncia encontra-se depositada
no Genbank, niimero de acesso AY788868) e cry8Hal (esta seqiiéncia estd sendo

submetida a patente), isolados pelo nosso grupo de pesquisa (MAGALHAES, 2006), a
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partir de uma estirpe de B. thuringiensis (devido a seus varios mecanismos de viruléncia
especificos e eficazes), estdo sendo utilizados no processo de introdu¢ao em variedades
de algodao, com o intuito de gerar resisténcia ao ataque de insetos-praga, reduzindo
dessa forma o uso indiscriminado de pesticidas, aumentando a qualidade dos produtos
finais.

Nesse contexto, as atividades do presente trabalho justifica-se devido a
importincia na geracao de resultados, com foco nos efeitos antinutricionais e/ou toxicos
das toxinas entomotdxicas Cryllal2 e Cry8Hal para mamiferos (ratos), em
experimentos sub-cronico e agudo. Os resultados obtidos sdo de relevancia na
elucidacao dos possiveis impactos dessas proteinas em sistemas biologicos, no sentido
de contribuir com informagdes sobre a sua utilizagdo com seguranca, fornecendo
subsidios nas discussdes sobre transgénicos e conferindo ao produto brasileiro

qualidade e competitividade.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Plantas Geneticamente Modificadas

O século XX foi marcado por profundas transformagdes na tecnologia
agronOmica, resultantes dos avangos na agricultura de precisdo (informagdes
geoposicionadas, satélites e informatica) e do melhoramento genético de plantas,
associado a biologia molecular, contribuindo para o surgimento da biotecnologia
moderna. A rapida evolucao da biotecnologia moderna trouxe ilimitadas possibilidades
ao melhoramento genético de plantas, além de ter proporcionado uma maior rapidez e
agilidade nos programas desenvolvidos, tornando o uso dessa tecnologia, um elemento
chave para o aumento da produgdo de alimentos, face as preocupagdes ambientais, a
limitagdo de terras cultivaveis e ao crescimento da populagao.

Durante o ano de 2007 e apds 12 anos da utilizacdo da nova tecnologia foram
cultivados 114,3 milhdes de hectares de variedades geneticamente modificadas (Figura
1). O que Representou um aumento de 12% em relagdo a 2006, segundo o relatério
anual do ISAAA - Servico Internacional para a Aquisicdo de Aplicagdes

Agrobiotecnologicas (JAMES, 2007).

AREA GLOBAL COM LAVOURAS GM
Milhdes de hectares (1996 a 2007)

=== Total [ 23 paises biotech
140 === Desenvolvidos
=ir= Emergentes
120 -
32738
100 A 2

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Figura 1. Area Global com Lavouras GM. Aumento de 12% de 4rea plantada com
culturas transgénicas, 12,3 milhdes de hectares, entre 2006 ¢ 2007. Fontes:

James (2007).
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Atualmente no mundo 23 paises utilizam culturas transgénicas. Dentre eles 12
paises em desenvolvimento ultrapassando os 11 paises desenvolvidos que usam a
agrobiotecnologia. O crescimento entre 2006 e 2007 nos paises em desenvolvimento foi
de 21% em relagdo ao periodo anterior, superando os paises desenvolvidos que atingiu
um crescimento de apenas 6%.

Dentre as plantas cultivadas geneticamente modificadas (GM), a soja
transgénica continua sendo a principal cultura usada pelos agricultores que chega a 57%
da area total cultivada. O milho, o algoddo e a canola sdo as outras trés culturas mais
utilizadas. Essas variedades transgénicas compreendem 25%, 13% e 5%,
respectivamente da area plantada. O ISAAA prevé um aumento na area cultivada por
variedades transgénicas das culturas citadas e de novas espécies, incluindo o arroz, o
trigo e a berinjela.

Dos seis principais paises que adotaram a engenharia genética na agricultura,
quatro sdo paises em desenvolvimento (Brasil, Argentina, fndia e China). Dentre esses,
a India teve o maior aumento proporcional em 2007 (63%) e o Brasil o maior
crescimento absoluto, atingindo uma é4rea de 15 milhdes de hectares. Sendo que 96%
dessa area plantada no Brasil foram cultivados com Soja Roundup Ready e 4%, com
Algodao Bollgard 1. E, com a aprovacao de duas variedades de milho transgénico: a
Guardian (desenvolvida pela empresa norte-americana Monsanto e resistente a insetos)
e a Libertlink (da alema Bayer e resistente ao herbicida glufosinato de amdnio, utilizado
na pulverizagdo para combater ervas daninhas), tem capacidade para um crescimento
ainda mais vertiginoso (CTNBio, 2008). Para a safra 2008/2009, o Brasil pode igualar-
se, ou mesmo superar, a Argentina, ocupando o segundo lugar em area de plantas

geneticamente modificadas (JAMES, 2007).

2.1.1. O cultivo do Algodédo Bt

Apesar da soja GM se destacar como a principal cultura transgénica, o algodao
Bt, algodao geneticamente modificado contendo um gene proveniente da bactéria
Bacillus thuringiensis (Bt), foi muito usado entre os pequenos agricultores que se

encontram principalmente em paises em desenvolvimento, como exemplos China,
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india, Africa do Sul, assumindo um papel importante em 2007 com implicacdes
humanitarias, beneficiando aqueles com recursos escassos.

Na India, o uso do algodio Bt aumentou seu rendimento em 50% e reduziu
aplicacdes de pesticidas pela metade. Com isso, a India ultrapassou os Estados Unidos e
se tornou o segundo maior produtor de algodao na safra de 2006/07. Apds a adogdo da
variedade transgénica, que possui uma area estimada em 6,33 milhdes de hectares ou
66% da area total de algoddao em 2007/08, passando dos 3,69 milhdes de hectares de
2006/07 de acordo com o Cotton Advisory Board (2008).

Na China, em média a nivel agricola o algodao Bt aumentou o rendimento em
9,6% e reduziu o uso de pesticidas em 60%, j4 na Africa do Sul o algoddo Bt reduziu as
aplicacdes de pesticida de dez vezes por estagdo com algodao ndo-Bt para duas vezes
com algoddo Bt. Como conseqiiéncia da redu¢do do uso de inseticidas houve uma
diminui¢do na exposi¢do dos agricultores aos agrotoxicos o que resultou em um numero
menor de agricultores intoxicados. O meio ambiente também se beneficia com a
redu¢do macica de defensivos agricolas. Segundo a FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations), o uso do algoddo GM tem demonstrado um forte
impacto ambiental positivo resultando em redugdo significativa da contaminagdo de
fontes de 4gua e menor impacto a insetos benéficos (FAO, 2004).

Até o momento dos 18 tipos de algoddio GM que receberam aprovagao
regulatoria em pelo menos um pais, alguns deles sdo resistentes a insetos, mas a grande
maioria expressam, genes derivados de B. thuringiensis (Tabela 1) (JAMES, 2004;
JAMES, 2005; JAMES, 2006; AGBIOS GM DATABASE, 2008).
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Tabela 1. Principais tipos de algodio GM comercializados no mundo (AGBIOS GM
DATABASE, 2008)

herbicida

Gene Caracteristica Companhia e C
Evento comercializacdo
Tolerancia a
BXN Bxn herbicida Calgene Inc. 1994
Bollgard® CrylAc Resisténcia a insetos  Monsanto 1996
RoundU Tolerancia a
p CP4 epsps herbicida (fase Monsanto 1996
Ready® :
vegetativa)
DuPont
a Tolerancia a Canada
19-51 ALS herbicida Agricultural 1996
Products
BtCpTi cotton CrylA_\C/crylAb Resisténcia a insetos Setor .Pubhco 1997
+ cpti da China
31807/31808  CrylAc+bxn ~ NCsISIENCIaainsetoss oo onone. 1998
tolerancia a herbicida
Bollgard [I® crylAc - Resisténcia a insetos  Monsanto 2003
cry2Ab
VipCot Vip3A Resisténcia a insetos ~ Syngenta 2004
Dow
281-24-236 CrylF Resisténcia a insetos ~ AgroSciences 2004
LLC
Dow
3006-210-23 CrylAc Resisténcia a insetos ~ AgroSciences 2004
LLC
LL Cotton25  Bar Toleranciaa — Bayer 2004
herbicida CropScience
. 4 T™ A . . Dow
WideStrike CrylAc + crylF  Resisténcia a insetos . 2005
AgroSciences
RoundUp Tolerancia a
Ready® Flex CP4 epsps herbicida Monsanto 2005
. . Tolerancia a Bayer
LibertyLink Bar herbicida CropScience 2005
COT 102 Vip3A Resisténeia a insetos oY "SeNa 2005
Seeds, Inc.
LL Cotton 25 x bar + crylAc + Res;s‘izllq;lgniilgzetos Bayer 2007
MONI15985 cry2Ab CropScience
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Atualmente, no Brasil, apenas uma espécie de algodoeiro transgénico esta
liberada para o plantio em escala comercial. Ele ¢ denominado Bollgard Evento 531 e ¢
conhecido como Bollgard I. Esta variedade apresenta resisténcia a pragas da Ordem
Lepidoptera que afetam a produgao do algodao no Brasil, como o curuqueré-do-algodao
(Alabama argillacea), a lagarta-rosada (Pectinophora gossypiella) e a lagarta-da-maca
(Heliothis virescens). Porém ¢ pouco eficaz com relagdo a Spodoptera sp. ¢ ao
Anthonomus grandis (bicudo-do-algodoeiro). Espera-se que o uso de cultivares
Bollgard possibilite a redugdo de inseticidas, mesmo sabendo que ndo sera de uma
forma drastica devido ao niumero de aplicagdes que ainda sdo necessarias.

Dessa forma, outros genes de resisténcia, incluindo outras toxinas Bt e seus
variantes, por meio do uso de técnicas de evolu¢do molecular in vitro vém sendo
estudados pela Embrapa em associa¢do com o setor produtivo. O objetivo ¢ lutar contra
as principais pragas que afetam o algoddo no pais, incluindo o bicudo-do-algodoeiro.
Esta tecnologia quando estabelecida possivelmente permitird uma significativa redugao
de custos e o aumento da competitividade da cotonicultura nacional (GROSSI-DE-SA e

GIBAND, 2006).

2.1.2. Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis ¢ uma bactéria de solo, anaerdbica facultativa, Gram-positiva,
flagelada, esporulante, caracterizada por sua forma de bastdo e pela presenca de
inclusdes cristalinas protéicas (ICP ou Cry Proteins) (BENINTENDE e MARQUEZ,
1996). Essa bactéria ¢ sistematicamente classificada como:

Classe: Firmibacteria

Ordem: Eubacteriales

Familia: Bacilaceae

Género: Bacillus

Espécie: Bacillus thuringiensis

Esse microrganismo tem sido amplamente utilizado no mundo inteiro como
bioinseticidas e, mais recentemente, vem sendo empregado como uma nova ferramenta
para o controle de insetos-praga, por meio da introdugcdo de genes que expressam

proteinas  entomotdxicas em plantas transgénicas (BETZ et al, 2000;
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CHATTOPADHYAY et al.,, 2004). Hoje muitas espécies de plantas, tem sido
geneticamente modificadas com os genes cry resultando no desenvolvimento de plantas
transgénicas resistente a insetos pragas (CHRISTOU et al., 2006). Intmeras
consideracdes sdo feitas em relacdo ao desenvolvimento de produtos a base de B.
thuringiensis, pois ao contrario dos inseticidas quimicos, eles ndo deixam residuos no
ambiente.

No mundo inteiro, diversas estirpes de Bt foram isoladas e, atualmente, muitos
laboratorios continuam buscando outras novas. Existem vérias cole¢des espalhadas pelo
mundo e ¢ estimado que existam 40.000 estirpes. Entre essas, ha as que sdo eficazes
contra diversas ordens de insetos (lepidopteros, dipteros e coledpteros) e as que sao
efetivas frente a outros grupos de invertebrados como nematdides e himendpteras
(PIGOTT e ELLAR, 2007).

A atividade entomopatogénica do microorganismo ¢ devida a presenga de uma
inclusdo protéica cristalina, produzida durante a fase de esporulagdo. Esse cristal
protéico € composto por proteinas denominadas de delta-endotoxinas ou proteinas
cristal (Cry). Vérios fatores de viruléncia podem ser produzidos pelo Bt, além das
proteinas cristal, incluindo proteinas tdxicas com atividade inseticida como a o-
exotoxina, B-exotoxina, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases (HANSEN
e SALAMITOU, 2000). Por outro lado, o esporo também pode contribuir para a
patogenicidade através de sinergismo com as proteinas cristal (JOHNSON et al., 1998).
A rigor, todos esses fatores podem atuar em sinergismo, mas a exata contribuicdo de

cada um deles ainda ndo ¢, totalmente, conhecida.

2.1.3. 8-endotoxinas ou Proteinas Cristal (Cry)

As d-endotoxinas formam atualmente uma familia de 110 proteinas,
classificados em 40 grupos. Essas proteinas apresentam massa molecular variando de 65
a 138 kDa. Existem mais de 300 diferentes genes Cry, classificados em diferentes
grupos. A classificacdo das proteinas Cry ¢ baseada na similaridade das seqiiéncias de

aminoacidos (CRICKMORE et al., 1998; BEARD et al., 2001).
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O processo de formacdo do cristal estd ligado ao segundo estagio da
esporulagdo, sendo liberado quando as células sdo lisadas. Esses cristais sao produzidos
sob a forma de protoxinas, transformadas em peptideos toxicos no intestino do inseto,
pela acdo do pH alcalino intestinal e de proteases. A toxina ativada causa a lise das
células epiteliais e a morte do inseto susceptivel (ARONSON et al., 1986). Sendo assim
classificadas de acordo com suas seqiiencias de aminoacidos e com sua atividade toxica
especifica a classe de insetos suceptiveis.

As toxinas contra os insetos da ordem lepidoptera sdo representados pelas
proteinas Cryl, Cry2 e Cryl5, no entanto as toxinas podem ser subdividas, como por
exemplo, a toxina do tipo Cry1 que tém 36 subgrupos representados por CrylAa,..., CrylKa
(CRICKMORE et al., 1998). Algumas dessas toxinas pertencentes ao grupo Cryl podem
apresentar atividade dupla contra lepidopteros e dipteros e contra lepidopteros e
coledpteros, como ¢ o caso das proteinas CrylCa e Cryll, respectivamente (BRADLEY et
al., 1995; SASAKI et al., 1996).

As toxinas contra a ordem coleopteras sdo representadas pela as toxinas Cry3,
Cry7 e Cry8. Ja as toxinas Cry4, Cryl0, Cryll, Cryl9 e Cry20 possuem atividade
contra os dipteros e as demais toxinas apresentam atividade contra nematodide,
hemipteros e acaros (HOFTE e WHITELEY, 1989).

Das diversas classes de toxinas Cry, as toxinas Cryllal2 e Cry8Hal
provenientes do Bacillus thuringiensis S811 possuem atividade contra o Anthonomus
grandis (Coleoptera: Curculionidae), principal praga do algodoeiro brasileiro.

(MAGALHAES, 2006; GROSSI DE SA et al., 2007).

2.1.4. Mecanismo de Acdo das Proteinas Cry

Os sintomas observados, a partir do momento em que as larvas dos insetos
susceptiveis ingerem os cristais e esporos sdo: parada alimentar, paralisia do intestino,
vomito, diarréia, paralisia total ¢ morte (ARONSON et al., 1986). O mecanismo de agdo
das proteinas Cry ¢ um processo que pode ser dividido em etapas. A 1? etapa ocorre pela
solubilizacdo dos cristais no intestino dos insetos, devido ao pH extremamente alcalino,
expondo as toxinas que o compodem. Essas toxinas em solucdo sdo ativadas por

proteases existentes no intestino médio dos insetos, causando a perda das porgdes N-
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terminal e C-terminal da protoxina, liberando um mondmero de aproximadamente 60-
70 kDa, conhecido como fragmento téxico (GROCHULSKI et al., 1995). O monémero
liga-se a receptores especificos presentes na regido apical da membrana de células do
intestino médio do inseto (HOFMANN et al., 1988; BRAVO et al., 1992; PIGOTT ¢
ELLAR, 2007). Em lepidopteros, a toxina Cryl A liga-se a uma aminopeptidade (APN)
de 120 kDa (KNIGHT et al., 1994; SANGADALA et al., 1994; LEE et al., 1996;
BRAVO et al., 2007) e a proteinas do tipo caderina (Bt-R;) de 210 kDa em Manduca
sexta (VADLAMUDI et al., 1995). Quando realizados estudos de interacdo ¢
especificidade das toxicas Cry com esses receptores, sao notadas diferengas de afinidade
de ligagdo, onde a forte interagdo com as caderinas Bt-R; sugere uma primeira ligagao
da toxina com as microvilosidades da membrana (VADLAMUDI et al., 1993). Apos
essa ligacdo, o contato intermonomérico de quatro moléculas forma uma estrutura
oligomérica, conhecida como pré-poro que, subseqiientemente, se insere na regido
apical da membrana para formagdo do poro (VIE et al., 2001; GOMEZ et al., 2002;
RAUSELL et al., 2004). Estudos recentes mostraram que caderinas e aminopeptidases
interagem de modo consecutivo com diferentes estruturas da toxina. Inicialmente, o
fragmento toxico se liga com as caderinas ocasionando a primeira modificagdo
conformacional da proteina. Essa modificagdo expde a regido da primeira a-hélice, que
¢ proteoliticamente clivada por uma protease de membrana, exibindo, dessa forma, a
proteina que tende a formar o tetrAmero, complexo pré-poro (GOMEZ et al., 2002).
Esse oligdbmero liga-se a aminopeptidase, que estd ancorada na membrana, através de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), coordenando o complexo para a membrana, causando a
insercdo e, subseqiiente, formagdo do poro (BRAVO et al., 2004; PARDO-LOPEZ et
al., 2006). Assim, as células epiteliais morrem por inativa¢do do sistema que mantém o
gradiente de pH (WOLFERSBERGER, 1992) e por citolise osmodtica (KNOWLES e
ELLAR, 1987). As toxinas Cry aumentam a permeabilidade das microvilosidades
apicais a cations, anions, 4gua e moléculas de maior tamanho. Isso causa um colapso na
diferenca de potencial e, portanto, perda de forca motriz que dirige a entrada de
aminoacidos ao interior celular, assim como promove a redistribuicdo dos cations entre
o limen e o citoplasma. O efeito mais devastador desse processo ¢ a alcalinizacdo do
citoplasma, que interfere no metabolismo celular normal e tem como conseqiiéncia final
a destruicdo do epitélio intestinal (HARVEY, 1992; WOLFERSBERGER, 1992). Uma
vez destruidas as células colunares e caliciformes, os esporos de B. thuringiensis tém

acesso a hemolinfa, na qual proliferam. A conseqiiéncia final da destruicdo do intestino
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médio e da proliferacdo de bactérias na hemolinfa ¢ a morte das larvas por inani¢do e

septicemia.

2.1.5. Desenvolvimento de Plantas Bt

Devido ao fato, dessas toxinas Cry se ligarem a receptores especificos
presentes na membrana do intestino do inseto, elas sdo caracterizadas como ndo nocivas
a mamiferos, aves, anfibios e répteis, sendo seletivas para grupos de insetos e alguns
invertebrados. Isso as torna uma 6tima ferramenta biotecnoldgica, no desenvolvimento
de plantas geneticamente modificadas, expressando proteinas entomotdxicas com
atividade inseticida especifica.

Dessa forma inimeros genes Cry tém sido introduzidos em plantas, tais como
fumo, tomate, batata, algodao, milho ¢ outras (BARTON et al., 1987; FISCHHOFF et
al., 1987; VAECK et al., 1987; PERLAK et al., 1990; JAMES, 2007), inclusive com
modificacdes genéticas e fusdes de genes, resultando num espectro de agdo mais amplo.
Tais alteragdes diminuem os custos finais de produgdo, além de aumentar a
produtividade em fung¢ao do melhor controle de pragas, nao havendo em toda a Historia
da Ciéncia, uma tecnologia com tamanha aceitagdo como a engenharia genética de
plantas. Em resposta a essa expansdo, paises t€ém desenvolvido uma regulamentacao de
biosseguranga para pesquisa, desenvolvimento e liberagdo no meio ambiente de

Organismos Geneticamente Modificados (OGMs).

2.2. Desenvolvimento do protocolo de Biosseguranca

A partir da década 80, com o aperfeicoamento das técnicas de engenharia
genética a preocupagdo com a criagdo de regulamenta¢do de biosseguranga aumentou.
Desse modo organismos internacionais como, a Organizacdo para Cooperagao
Econdmica ¢ Desenvolvimento (OECD), FAO (Food and Agriculture Organization) e
OMS (Organizagdo Mundial de Saude) elaboraram um relatério intitulado

“Recombinant DNA Safety Considerations”. Desde entdo as normas de biosseguranca
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vem sendo internacionalmente analisadas, visando assegurar que 0S processos
biotecnoldgicos se realizem sem prejudicar a saide humana e o meio ambiente

Para alcancar esse objetivo foi feito uma compilacdo dos dados existentes
sobre o desenvolvimento de plantas transgénicas, de forma a estabelecer alternativa
viavel e segura para o uso na nova tecnologia. Dentre os diversos relatdrios e
documentos pesquisados sobre o assunto, o Relatorio preparado sob os auspicios da
Royal Society de Londres, Academia nacional de Ciéncias dos Estados Unidos,
Academia Brasileira de Ciéncias, Academia de Ciéncias da China, Academia Nacional
de Ciéncias da India, Academia de Ciéncias do México e Academia de Ciéncias do
Terceiro Mundo e assim Na Conferéncia das Partes, em 1996 na Argentina, foi redigido
e aprovado o uso das Normas Técnicas de Biosseguranca do Programa das Nacdes
Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA), fazendo referéncia a saide humana e a
seguranca ambiental na aplicacdo da biotecnologia, que vai da pesquisa e
desenvolvimento até a comercializacdo dos produtos biotecnologicos (Fontes, 1998).

Em janeiro de 2000, em Montreal no Canada, foi assinado por 176 paises o
Protocolo de Cartagena ou Protocolo Internacional de Biosseguranga, no qual permite
um maior controle sobre os OGM. O protocolo impde condi¢des para o comércio
internacional dos produtos transgénicos sendo os pontos principais, o principio de
equivaléncia, de precaucdo e a rotulagem dos produtos transgénicos (NODARI e
GUERRA, 2000), visando estabelecer um regime internacional para o movimento trans-
fronteirigo de OGMs.

Sendo o Brasil um pais essencialmente agro-exportador, o estabelecimento de
normas de biosseguranga, bem como a infra-estrutura institucional especifica para
regular o uso da engenharia genética e liberacdo no ambiente e para o consumo de
Organismos Geneticamente modificados tornou-se necessdrio. Assim, no Brasil,
qualquer empresa (publica ou privada) que queira pesquisar, cultivar ou comercializar
transgénicos, deve atender as exigéncias de cinco 6rgaos: a Comissao Técnica Nacional
de Biosseguranca (CTNBio), a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa), o
Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (Ibama), o Ministério do Meio Ambiente (MMA)
e o Conselho Nacional de Meio Ambiente (Conama).

A CTNBio, 6rgao responsavel por "emitir parecer técnico prévio conclusivo
sobre registro, uso, transporte, armazenamento, comercializagdo, consumo, liberagdo e
descarte de produto contendo OGM ou derivados, encaminhando-o ao o6rgido de

fiscalizagdo competente", estabelece uma série de normas para que seja autorizada a
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liberagdo de transgénicos no meio ambiente. Em seguida, hd as exigéncias da Anvisa,
do Ibama e do Ministério do Meio Ambiente, que, em conjunto fornecem o chamado
Registro Especial Temporario (RET), no qual se aplica a OGM com caracteristica
biocida, ou seja, que eliminam bactérias, insetos, € outras pragas, que poderiam
eventualmente ameacar outras espécies que nao aquelas para que foram "programados".

Finalmente, o Conama, estabelece critérios e procedimentos para
licenciamento ambiental e exigéncia de Estudo de Impacto Ambiental (EIA/RIMA) para

atividades e empreendimentos com OGM e seus derivados.

2.3. Biosseguranca de Transgénicos

Com vistas a estabelecer um regime internacional para produgdo e
comercializacdo de OGMs, foram estabelecidos os procedimentos para regulamentagao
de um protocolo internacional de biossegurang¢a, denominado de Protocolo Cartagena.

A principal preocupagdo internacional estd voltada para os principios e as
normas a serem aplicados ao uso da engenharia genética para o desenvolvimento de
OGMs, visando assegurar que os processos biotecnologicos aumentem a producao e a
qualidade dos alimentos, reduzam o impacto da agricultura no meio ambiente, através
da diminuicdo do uso de agrotoxicos e quimicos, e elevem o valor nutricional dos
alimentos, sem afetar a satde humana ¢ o meio ambiente (EFSA, 2006a). Assim sendo,
tornou-se essencial o desenvolvimento de metodologias para avaliagao da seguranca dos
alimentos geneticamente modificados (AGM) (ENTRANSFOOD, 2004; EFSA, 2006a).

A avaliagdo de seguranca de alimentos GM envolve o conhecimento de varios
fatores: a) Quantidade de alimentos GM que a populagdo provavelmente consumird; b)
Descri¢ao detalhada do que ¢ o alimento e de como ele foi produzido; c¢) Historico de
qualquer possivel efeito adverso a saude, relacionado ao organismo que esta sendo
modificado; d) Descricdo detalhada do processo de modificagdo genética; e) Avaliagdo
dos possiveis efeitos adversos, seja nutricional, toxicoldgico e/ou microbiologico e f)
Avaliagao de dados obtidos com pessoas alimentadas que consumiram o AGM sob
condi¢des controladas (DONALDSON e MAY, 2000). Assim, a FDA (Food and Drug

Administration), a FAO a OMS, estabeleceram como critério para avaliagdo dos
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alimentos geneticamente modificados o conhecimento de sua Equivaléncia Substancial

(ES).

2.3.1. O Conceito de Equivaléncia Substancial (ES)

A avaliagdo de seguranca de determinados OGM ¢ estabelecida a partir de sua
Equivaléncia Substancial (ES). Tal abordagem ndo se destina ao estabelecimento da
seguranca absoluta, meta praticamente inatingivel para qualquer alimento. O objetivo ¢
garantir que o OGM seja tdo seguro quanto seus analogos convencionais (WHO, 2000).
O conceito de ES estd associado, quase que somente, a avaliagdo de plantas
geneticamente modificadas, mas também poderia ser expandido para outros OGMs, ou
organismos modificados por outras biotécnicas ou, ainda, por melhoramento tradicional
(PEDERSEN, 2000).

Para determinagdo da ES, o OGM ¢ comparado ao seu andlogo convencional,
sendo identificadas similaridades e diferengas (OECD, 2007a,b). Os resultados dessa
comparagdo direcionam o processo de avaliacdo, cujos fatores a serem considerados
incluem: a) Identidade, fonte e composicdo do OGM; b) Efeitos do processamento sobre
o OGM; c¢) Processo de transformacgado; d) Produto de expressdao da proteina do novo
DNA (sendo avaliados os efeitos fisiologicos, o potencial de toxidade e o de
alergenicidade); e) Avaliagdo dos possiveis efeitos secundarios da expressdao do gene; e
f) Ingestdo potencial e impacto da introducao do OGM na dieta. O tipo e extensao de
estudos adicionais dependem da natureza das diferencas observadas e se estas podem ou
ndo ser bem caracterizadas (WHO, 2000).

O estabelecimento da ES pode resultar em trés possiveis afirmagdes:

1) O OGM ¢ substancialmente equivalente ao analogo convencional, quanto a
composicao e aos seus aspectos agrondmicos e toxicologicos;

2) O OGM ndo ¢ substancialmente equivalente ao andlogo convencional,
exceto por algumas poucas diferengas claramente definidas;

3) O OGM nao ¢ substancialmente equivalente ao analogo convencional
porque este ndo existe (DONALDSON e MAY, 2000).

O fato de o OGM ser substancialmente equivalente ao seu andlogo

convencional, ndo significa que ele seja seguro, nem elimina a necessidade de se
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conduzir uma avaliagdo rigorosa para garantir a seguranga do mesmo antes que sua
comercializacao seja permitida (DONALDSON e MAY, 2000). Quando o OGM difere
de seu anélogo pela presenca de novas linhagens e produtos de transformacgdo génica, ¢
possivel isolar e estudar tais genes e seus derivados, de maneira analoga aos testes
toxicologicos convencionais empregados na avaliagdo de seguranga de aditivos
alimentares (WALKER, 2000). Entretanto, ¢ necessaria a garantia de que o material
testado ¢ bioquimica e funcionalmente equivalente ao OGM (WHO, 2000). Por outro
lado, a ndo equivaléncia substancial ndo significa que a utilizagdo do OGM ndo seja
segura, mas que ha necessidade de se gerar dados de maneira extensiva que possam
demonstrar a sua seguranca (DONALDSON e MAY, 2000).

Organismos internacionais recomendam que o conceito de ES seja visto como
um dos passos no processo de avaliacdo de seguranca do OGM para o consumo
humano. Todavia, a aplicacdo desse conceito ndo se constitui, por si so, na avaliacdo de
seguranga do OGM e ndo caracteriza o perigo embutido no seu consumo. Os dados
devem ser obtidos e analisados, utilizando-se métodos validados e técnicas estatisticas

apropriadas (WHO, 2000).

2.3.2. Avaliacdo de Sequranca do Material Genético Introduzido

A primeira etapa da avaliag@o constitui-se no exame detalhado da modificacdo
genética. Varios métodos para introdu¢do do novo material genético, em organismo
vivos, sdo utilizados. A escolha do método depende da espécie a ser modificada. Em
plantas, os dois métodos mais comuns sdo a biobalistica e a transformag¢do mediada por
Agrobacterium, adaptada ao processo que ocorre na natureza (ANZFA, 2000), enquanto
os menos usados sdo o das microinjecoes de DNA e o da introducao de plasmideos em
células da parede celular (BOREM e SANTOS, 2001).

A caracterizagdo do material genético inserido inclui a identificagcdo da origem
do material genético, para verificar se ¢ proveniente de fonte patogénica, toxica ou
alergénica. Os principais parametros a serem avaliados sdo o tamanho do material
genético inserido, o numero de genes inseridos, a localizacio da insercdo e a
identificacdo das seqii€ncias marcadoras do material genético construido, que permitem

sua deteccao (genes marcadores) e expressao (promotor) (IFT, 2000a).
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Tendo a certeza que todos os alimentos contém DNA, que este ¢ digerido pelo
trato gastrointestinal e que ndo ha evidéncia de transferéncia de DNA do alimento para
as células intestinais, ou para os microorganismos da flora intestinal, o DNA do
alimento ndo ¢ submetido a avaliagdo de seguranga (IFT, 2000a). Entretanto, algumas
pessoas tém expressado preocupagdo com relacdo a possibilidade dessa transferéncia.
Nesse sentido, as consideracdes relacionadas a saide humana dependem da natureza de
cada modifica¢do genética, em particular, e devem ser avaliadas caso a caso (ANZFA,

2000).

2.3.3. Avaliacdo de Sequranca da Proteina Expressa pelo Gene Inserido

Apds a completa caracterizagdo do material genético, ¢ preciso avaliar a
seguranca da proteina expressa pelo gene inserido. Técnicas moleculares e bioquimicas
classicas sdo utilizadas para verificar se o tamanho de qualquer produto novo do gene
estd de acordo com o esperado e, também, para quantificar tais produtos em tecidos
especificos. Na maioria dos casos, esses aspectos sdo considerados em maiores detalhes
nas etapas subseqiientes da avaliagdo (ANZFA, 2000).

A avaliagdo da seguranca da proteina expressa inclui as seguintes etapas:
quantificagdo, identificagdo da composi¢cdo e estrutura primaria da proteina, busca de
similaridade com outras toxinas, alérgenos, fatores antinutricionais e proteinas
funcionais, termoestabilidade, digestibilidade, testes toxicoldgicos e avaliagao do

potencial alergénico in vitro e in vivo (IFT, 2000b).

2.3.4. Toxicidade

Exposicao significa dose, ou seja, quantidade determinada de um agente que
pode desencadear efeitos adversos ao organismo. A exposicdo humana a inumeros
agentes quimicos de origem natural e sintética pode implicar em toxicidade. Compostos
toxicos agem de forma aguda, produzindo lesdes nos orgdos e tecidos e alteragdes

fisiologicas diversas que podem levar a morte (EC, 2002).
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A toxicidade esta relacionada a absor¢do do composto, que depende de sua
capacidade de penetragdo através da membrana bioldgica, seja na forma original ou
biotransformada. Assim, a toxicidade do composto ndo depende necessariamente da
integridade de sua estrutura quimica, com a qual esse se apresenta as células ou tecidos,
mas, sim a afinidade aos receptores funcionais da membrana ou ao potencial de lesdo ao
arcabouco celular. Alguns agentes quimicos, ainda que ja tenham sido absorvidos,
podem passar indenes pelo sistema porta-hepatico, enquanto outros sdo rapidamente
metabolizados e eliminados (OGA, 2003).

A ingestdo de OGM pode implicar no aparecimento de novos constituintes
xenobioticos, cujos niveis de tolerancia necessitam de uma avaliagdo, caso a caso.
Tomando-se por base os estudos de seguranga quimica de determinado produto, ha que
se caracterizar, inicialmente, a dose-resposta e, com base nessa avaliagdo, os diversos
niveis de efeitos. Idealmente, utilizando niveis maximos de valores (valores limiares) de
dose (ou ingestdo), cujos efeitos deletérios ndo sejam detectaveis na morfologia, na
capacidade funcional, no crescimento, no desenvolvimento e na sobrevivéncia do
organismo (WHO, 1987). Entretanto, ¢ consenso que técnicas adicionais precisam ser
desenvolvidas para analisar mudangas complexas e substanciais provindas de AGM,
tanto individualmente, quanto sob a forma de misturas (SOT, 2002).

Os alimentos sao constituidos por misturas complexas de varios compostos e
sdo caracterizados por sua ampla variacdo na composi¢do e valor nutricional. Devido ao
seu volume e efeito nos mecanismos de saciedade, os alimentos sdo usualmente
fornecidos a animais em quantidades equivalentes a multiplos daquela que,
provavelmente, estaria presente na dieta humana (WHO, 2000; DONALDSON e MAY,
2000; EFSA, 2006a). Um fator-chave a ser considerado na condugdo desse tipo de
estudo, ¢ o valor nutricional do alimento e, consequentemente, o balanceamento da dieta
utilizada. A deteccdo de qualquer efeito adverso e a relacdo deste a determinada
caracteristica individual do alimento pode ser, algumas vezes, extremamente dificil.
Todavia, deve ser considerado, ao se decidir sobre a necessidade desse tipo de estudo, a
exposi¢do de animais experimentais ao OGM, ainda que a obtencdo de informacdes
relevantes seja improvavel (WHO, 2000). As dificuldades de aplicagdo de testes
toxicoldgicos tradicionais e de procedimentos na avaliagao de risco conduziram a uma
abordagem alternativa que possibilitasse a avaliacdo dos OGMs, contribuindo, dessa
forma, para o desenvolvimento do conceito de ES, mencionado anteriormente (WHO,

2000)
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Um fato interessante, particularmente diante de toda cobranca e especulagdo
relacionadas a seguranca de OGMs, ¢ que poucos alimentos convencionais (nao
geneticamente modificados) consumidos foram submetidos a quaisquer testes
toxicologicos. Mesmo assim, esses alimentos sdo quase sempre aceitos como sendo
seguros (TOMLISON, 2000). Muitos dos alimentos convencionais existentes,
provavelmente, apresentariam efeitos adversos, se 0os mesmos fossem consumidos em
doses suficientemente altas (DONALDSON e MAY, 2000) ou mesmo processados

inadequadamente.

2.3.5. Potencial Alergénico

Alergias alimentares atingem aproximadamente 6% das criancas e por volta de
2% da populacdo mundial e, em alguns casos, podem levar ao choque anafilatico
(SAMPSON, 2003). Alergias alimentares sdo reagdes adversas, provocadas por
determinado alimento ou por um de seus componentes, tendo como mediador o sistema
imune, envolvendo a participagdo de anticorpos da classe IgE (PASTORELLO et al.,
1998). A substancia capaz de desencadear a alergia recebe o nome de alergénico ou
alérgeno. Quase todos alérgenos alimentares sdo proteinas, embora exista a
possibilidade de outros componentes atuarem como haptenos (pequenas moléculas que
podem interagir com proteinas do organismo, desencadeando alergenicidade)
(PASTORELLO et al., 1998; WHO, 2000; EFSA, 2006a).

Os alimentos mais comumente envolvidos em alergia alimentar sao: leite de
vaca, carne de porco, ovo, peixe, tomate, laranja, banana, soja, nozes, amendoim, trigo,
chocolate, camardo e marisco, respondendo por 90% de todas as respostas alérgicas a
alimentos, de moderada a severa. Todavia, consta na literatura que mais de 160
alimentos estdo associados com reagdes alérgicas esporadicas (METCALFE et al.,
1996). Com excecdo da alergia humana induzida por soja contendo albumina 2S de
castanha-do-para (ARHARD et al., 1991), ndo se tem conhecimento de produto agricola
ou AGM aprovado que sejam alérgenos. Porém, € consenso que testes de alergenicidade
sdo necessarios em AGM, ja que, usualmente, eles contém novas proteinas.

Metcalfe e colaboradores (1996) propuseram a avaliagio do potencial

alergénico de plantas geneticamente modificadas “engenheiradas”. Desde, entdo, houve
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evolucdo técnica e maior discernimento de alguns conceitos, particularmente no que se
refere aos testes in vitro e in vivo, bem como quanto a proposta de validagdo de modelos
experimentais, que utilizam animais de laboratdrio para testes de AGMs (DEARMAN e
KIMBER, 2001; PENNIKS e¢ KNIPPEL, 2001; DE JONGE et al., 2006). Nesse
contexto, o Conselho Internacional de Biotecnologia de Alimentos e o Instituto de
Alergia e Imunologia do International Life Science Institute (ILSI) desenvolveram,
em 1996, metodologias para avaliar o potencial de alergenicidade de novas proteinas de
AGM, tendo sido revisada, em 2001, por peritos que participaram da consulta conjunta
da FAO/WHO sobre alimentos derivados da biotecnologia (WHO, 2001). A atual
metodologia requer o exame de varios parametros que sdo comuns a muitos alérgenos
alimentares. Os critérios mais relevantes, incluem: fonte do material geneticamente
transferido (precaucdo especial deve ser tomada se a fonte do material contiver
alérgenos conhecidos); similaridade da seqiiéncia de aminodcidos; imunoreatividade da
proteina introduzida; efeito do pH e/ou digestdo (a maioria dos alérgenos ¢ resistente a
acidez gastrica e as proteases digestivas) e estabilidade ao calor ou ao processamento

(OMS, 2000).

2.3.6. Avaliacdo de Sequranca da Composicdo do Alimento

Plantas utilizadas como alimento contém toxinas naturais, cujos niveis podem
variar amplamente entre diferentes linhagens da mesma espécie. Esses niveis também
podem variar entre plantas da mesma linhagem, como resultado da influéncia de fatores
externos, como clima, estagdo do ano e local em que a planta foi cultivada. Em niimero
muito reduzido de casos, foi constatado que novas variedades, desenvolvidas por meios
convencionais, com caracteristicas agronomicas e de processamento melhoradas,
continham niveis de toxinas inaceitavelmente elevados (WHO, 1991).

As andlises para determinacdo da composicdo de AGM e seus derivados
devem focar o contetido de nutrientes-chave (macro e micronutrientes), de componentes
toxicos e de fatores antinutricionais. A escolha adequada de um alimento-referéncia
para se estabelecer a equivaléncia substancial (ES) em termos de composi¢do depende
de alguns fatores. O alimento-referéncia utilizado na comparacgao pode ser linhagem ou

cepa parental e/ou linhagem ou cepa comestivel da mesma espécie. O alimento
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referéncia deve refletir a composicdo centesimal média encontrada em alimentos
convencionais semelhantes, seu consumo, sua importancia na dieta e seus efeitos no
processamento (HUGGETT e VERSCHUREN, 1996). E apropriado comparar matérias-
primas ndo processadas. Entretanto, se o alimento s6 for consumido processado, a
comparagdo pode ser realizada entre 0 AGM e o alimento convencional processado da
mesma forma (OCDE, 1998; EFSA, 2007a,b).

Todavia, apesar de serem considerados alguns critérios para escolha do
alimento de referéncia, o estabelecimento da ES para AGMs pode seguir procedimentos
diferenciados, que devem ser analisados criteriosamente caso a caso. Baseado nisso,
atualmente, ha varias propostas para avaliagao de ES de AGMs.

No presente trabalho, albumina da clara do ovo (egg white from chicken,
Sigma E0500) foram utilizadas como proteina de referéncia. Essa proteina ¢ de elevado
valor biolégico, sendo considerada uma proteina completa por conter todos os
aminoacidos essenciais em quantidades e propor¢des ideais para atender as necessidades
organicas. Além disso, essas proteinas ndo possuem propriedades antinutricionais e
toxicas sendo utilizadas, ha varias décadas, em varios trabalhos, como controle na
avaliacdo de propriedades antinutricionais e/ou toxicas de amostras testes, por serem
consideradas uma fonte de proteina ideal (VASCONCELOS et al., 2001; OLIVEIRA et
al., 2004).
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3-JUSTIFICATIVA

Com a aprovacdao do plantio do OGM em nosso pais, através da Lei de
Biosseguranga/2005, tornou-se necessario ampliar os estudos toxicoldgicos de proteinas
expressas em culturas transgénicas de interesse econdmico, a fim de garantir a sua
segurang¢a na alimenta¢do humana e animal.

Os genes cry, denominados cryllal2 e cry8Hal, isolados pelo nosso grupo de
pesquisa (MAGALHAES, 2006; GROSSI DE SA et al., 2007), a partir de uma estirpe
de B. thuringiensis, estdo sendo introduzidos em plantas de algoddo, com o intuito de
gerar resisténcia ao ataque de insetos-praga, reduzindo dessa forma o uso
indiscriminado de pesticidas, aumentando a qualidade dos produtos finais.

Nesse contexto, a realizacdo das atividades no presente projeto de pesquisa se
justifica devido a importidncia na geragdo de resultados, com foco nos efeitos
antinutricionais e/ou téxicos das proteinas recombinantes Cryllal2 e Cry8Hal para
mamiferos (ratos), em experimentos sub-cronicos e agudos. Os resultados obtidos serdo
importantes na elucidacdo dos possiveis impactos dessas proteinas em sistemas
bioldgicos, no sentido de garantir a sua utilizagdo com seguranga, fornecendo subsidios
nas discussdes sobre transgénicos e conferindo ao produto brasileiro qualidade e

competitividade.
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4 -OBJETIVOS

4.1. Geral

Este projeto teve como objetivo a obtencdo das proteinas recombinantes
Cryllal2 e Cry8Hal e a avaliacdo de seus efeitos sub-cronicos e agudo em mamiferos,
quando consumidas como integrantes da dieta e administradas por via oral,

respectivamente.

4.2. Especificos

. Construcao de vetores de expressao contendo os genes cryllal2 e cry8Hal,

o Expressdo em larga escala dos genes em sistema heterdlogo (Escherichia coli);

. Purificacdo em larga escala das proteinas recombinantes Cryllal2 e Cry8Hal;

o Avaliar os efeitos sub-cronicos das toxinas Cryllal2 e Cry8Hal, por via oral,

quando introduzidas na dieta de animais experimentais (ratos), por meio da analise do

desempenho dos animais (ratos), de 6érgaos internos e da bioquimica do sangue;

. Avaliar os efeitos agudos das toxinas Cryllal2 e Cry8Hal até 24 horas apds sua
administracdo oral a ratos, em dose unica, observando a taxa de mortalidade e o

surgimento de alteragdes macroscopicas em 0rgdo internos dos animais.
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5-METODOLOGIAS

5.1. Obtencdo das Toxinas Recombinantes Cryllal?2 e Cry8Hal

5.1.1. Construcdo dos Vetores de Expressdo Contendo os Genes cryllal? e cry8Hal

Foram desenhados oligonucleotideos com base no cddon de iniciagao (ATG)
dos genes, com adi¢do da seqiiéncia CACC na regido 5° do oligonucleotideo em
orientagdo “sense”. A amplificacdo foi realizada por PCR e o produto da amplificagdo
foi separado por eletroforese em gel de agarose 1,0% e purificado. Os fragmentos
génicos purificados representados esquematicamente (Figura 2, A e B) foram,
posteriormente, ligados no vetor pET101 do sistema pET Directional TOPO Cloning
(Invitrogen) (Figura 2, C).
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Figura 2. Representacdo esquematica dos fragmentos génicos e do vetor de
expressdo. Os fragmentos génicos (A) cryllal?; (B) cry8Hal; foram ligados
no (C) vetor pET101 do sistema pET Directional TOPO Cloning

(Invitrogen).

O oligonucleotideo “antisense” ndo possui o cddon de terminagdo, pois 0 mesmo
encontra-se logo apds a cauda de poli-histidina. O produto da ligagdo foi, entdo,
transformado em células de E. coli linhagem TOP10 e, posteriormente, semeadas em

placas contendo meio de cultura. A selecdo das coldnias contendo o vetor de interesse
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foi realizada pela resisténcia ao antibidtico ampicilina. Para verificagdo de clones
positivos foi realizado PCR de colonia, utilizando como molde as bactérias

transformadas e as mesmas condic¢des descritas para a amplificagdo dos genes.

5.1.2. Expressao dos Genes cryllal? e cry8Hal em E. coli

Células competentes de E. coli linhagem BL21-Star (DE3) foram transformadas
com as constru¢des dos vetores de expressio pET101/cryllal2 ¢ pET101/cry8Hal
(Figura 3, A e B). A selecdo das colonias contendo o vetor de interesse foi realizada
pela resisténcia ao antibiotico ampicilina (100 pg/mL). Para verificagdo de clones
positivos, foram realizados PCR de coldnia, utilizando as mesmas condi¢des descritas
para a amplificagdo dos genes. As células transformadas com pET101/cryllal2 e
pET101/cry8Hal cresceram em 500 mL de meio LB em frascos de 2 L, a 37 °C, a 200
rpm, na presen¢a de ampicilina (200 pg/mL), até alcangar uma O.D.go0 = 0,6-0,8. A
inducdo da expressdo das proteinas Cryllal2 e Cry8Hal foi realizada com a adi¢do de
isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) 1 mM, a 37 °C, por 16 horas para o
gene cry8Hal e 17 horas para o gene cryllal?2. Ao término da expressdo, as células
foram centrifugadas a 6.000 rpm, por 20 minutos. O pellet contendo as células foi
ressuspendido em tampao de lise (tampao fosfato de sodio 50 mM, 1% NaCl 300 mM e
Triton X-100, pH 7,0) e sonicado 10 vezes, por 1 minuto (large tip, Versonic Cell
Disrupter — Model 16-850). As células foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 40
minutos, a 4 °C, e o sobrenadante foi analisado por PAGE-SDS 12% (LAEMMLI,
1970).
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Figura 3. Representacdo esquematica dos vetores de expressdo pET101/cryllal2 e
pET101l/cry8Hal. Os fragmentos génicos (A) pET101l/cryllal2; (B)
pET101/cry8Hal.
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5.1.3. Purificacdo das Toxinas Recombinantes Cryllal2 e Cry8Hal

Para purificagdo das toxinas obtidas na expressdo foi realizada uma
cromatografia de afinidade em resina de niquel (Ni*" nitrilo-triacetic acid affinity resin,
Ni-NTA, Qiagen). A resina foi empacotada em uma coluna de vidro e equilibrada com 4
volumes de coluna com a solu¢do de equilibrio, constituida por tampao fosfato 50 mM,
NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, pH 7,8. A amostra foi aplicada a coluna e,
posteriormente, o sistema foi lavado com 6 volumes de coluna com a mesma solugdo de
equilibrio. Em seguida, a proteina foi eluida com o tampao de elui¢do composto por
tampao fosfato 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 250 mM, pH 7,8. As proteinas eluidas
foram dialisadas contra dgua a 4 °C, quantificadas pelo método de Bradford (1976) e

submetidas a PAGE-SDS (LAEMMLI, 1970).

5.1.4. Determinacéo de Proteina

Para determinagdo do teor de proteinas foi utilizada a metodologia descrita por
Bradford (1976). Foram utilizados 150 pL. de 4gua, 10 pL da amostra e 40 pL do
reagente de Bradford. A mistura foi agitada e apds 10 minutos em repouso foram feitas
leituras das absorbancias a 595 nm. A concentragdo protéica foi estimada através de

uma curva padrao obtida a partir de concentracdes conhecidas de BSA.

5.1.5. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)

O perfil eletroforético das proteinas recombinantes foi analisado segundo a

técnica de Laemmli (1970). O gel de aplicacao encerrava 3,9% de acrilamida e 10% de
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SDS, preparados em tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, ¢ o de separagao 12% de
acrilamida e 10,0% de SDS, em tampao Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8. As amostras contendo
1% de B-mercaptoetanol foram aquecidas a 100 °C, por 5 minutos, centrifugadas a
10000 x g, 5 minutos, a 10 °C. Aos sobrenadantes, foram acrescentados cristais de
sacarose ¢ azul de bromofenol a fim de conferir densidade e cor as amostras,
respectivamente. As bandas protéicas foram visualizadas por revelacdo com prata
(BLUM et al., 1987). A metodologia utilizada consistiu de varias etapas ¢ solugdes:
solugdo de fixacao (metanol 50%, acido acético 12% e formaldeido 0,5 mL/L), solugdo
de lavagem (etanol 50%), solucdo de pré-tratamento (tiossulfato de sodio 0,2 g/L),
solugdo de impregnacao (nitrato de prata 2 g/L. e formaldeido 0,75 mL/L), solucdo de
revelagdo (carbonato de sddio 60 g/L, formaldeido 0,5 mL/L e tiossulfato de sodio 0,2
g/L), solugdo de bloqueio da reacdo (metanol 50% e acido acético 12%) e solugdo de
enxague e acondicionamento (metanol 50%). Comparagdo das mobilidades das bandas
protéicas da toxina em relagdo aquelas dos marcadores foi empregada para o célculo da

massa molecular aparente da proteina em analise.

5.2. Ensaios Bioldgicos

Todos os procedimentos com animais foram realizados de acordo com os
Principios Eticos da Experimentacio Animal, preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (1991) e aprovados pela Comissdo de Etica em Pesquisa

Animal da Universidade Federal do Ceara — CEPA/UFC.

5.2.1. Avaliacdo dos Efeitos Sub-crénicos das Proteinas Recombinantes Cryllal2 e
Cry8Hal por Via Oral

26



Guimaraes, L.M.

Esse ensaio teve como objetivo avaliar se em um experimento de curta duracao,
apenas 10 dias, considerado sub-cronico, seria possivel verificar algum efeito que
pudesse ser relacionado ao consumo das proteinas recombinantes Cryllal2 e Cry8Hal.
Essas proteinas foram incluidas como componentes de dietas para ratos em crescimento,
durante 10 dias, tendo sido selecionados neste trabalho como modelo animal para
avaliar os possiveis efeitos dessas proteinas em mamiferos. Ratos (Rattus norvegicus)
brancos, machos, da linhagem “Wistar”, foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

Para realizacdo desse ensaio foram preparadas quatro dietas: 1) Dieta nao
protéica (NPC); 2) Dieta padrao, formulada com proteina da clara do ovo (EW),
considerada como alimento referéncia, dada ao seu elevado valor bioldgico; 3) Dieta
contento a proteina Cryllal2 (99,9 g de proteinas da clara do ovo e 0,1 g de Cryllal2)
e 4) Dieta contendo Cry8Hal (99,9 g de proteinas da clara do ovo e 0,1 g de Cry8Hal).
Todas as dietas, com excec¢do da dieta aprotéica, foram isoprotéicas de modo a conter
100 g de proteina por Kg de dieta (100 g/Kg), ou seja, 10% de proteina. As proteinas
Cryllal2 e Cry8Hal corresponderam 0,1% da proteina total (Tabela 2).
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Tabela 2. Composigdo (g/Kg) das dietas controles (NPC, aprotéica; padrdo, a base de
clara do ovo) e experimentais (Cryllal2 e Cry8Hal)

Ingredientes Dietas

Aprotéica Padréo Cryllal2 Cry8Hal
Amido de milho 475 342,55 342,55 342,55
Glicose 150 150 150 150
Oleo de milho 150 150 150 150
Mistura vitaminas* 50 50 50 50
Mistura minerais** 50 50 50 50
Fibra (80%) 125 125 125 125
Clara do ovo (75,5%) - 132,45 132,35 132,35
Cryllal2 - ; 0,1 ]
Cry8Hal - - - 0,1

* Mistura de vitaminas (g/Kg): [vitamina Bj; (100%) 0,02; acido folico 0,04; biotina
(99%) 0,04; piridoxina HCI 0,04; tiamina HC1 0,04; riboflavina (99%) 0,21; pantotenato
de calcio (97,5%) 1,20; acido nicotinico 4,00; inositol 4,00; p-amino-benzo6icol2,00;
cloreto de colina (50%) 24,00 e amido de milho 954,39].

** Mistura de minerais (sulfato de cobre pentahidratado 0,40; sulfato férrico
heptahidratado 5,00; sulfato manganés 3,03; sulfato de zinco heptahidratado 3,60;
iodato de potéssio 0,04; iodeto de potassio 0,04; fluoreto de so6dio 0,12; vanadato de
amoénia 0,01; cloreto de niquel hexahidratado 0,08; clorato de estanho pentahidratado

0,12; selenito de sodio 0,006).

Na avaliacdo dos efeitos sub-cronicos foi seguida a técnica descrita por Miller e
Bender (1955). Ratos “Wistar”, machos, desmamados com 21 dias de idade, foram

alimentados com ragdo comercial peletizada até atingirem peso médio de 55 g. Os
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animais foram alimentados com uma dieta contendo proteinas da clara do ovo, ad
libitum, por trés dias, para adaptagdo a sua forma pulverizada, sendo, entdo,
selecionados de acordo com o peso corpéreo (70 £ 5 g). Em seguida, os ratos foram
alimentados com dietas aprotéica, referéncia e experimentais (contendo as proteinas
recombinantes Cryllal2 e Cry8Hal), durante 10 dias. Para cada dieta, foram usados 6
animais, mantidos em gaiolas metabolitas individuais (Figura 4), que possibilitam a
coleta de fezes, urina e dieta perdida. Agua e dieta foram oferecidas ad libitum. As
dietas controles e experimentais

Durante todo experimento, os ratos e a dieta refugada foram pesados
diariamente. As fezes e a urina foram coletadas durante os ultimos cinco dias do
experimento para posterior determinacdo de nitrogénio (BAETHGEN e ALLEY, 1989).
As fezes foram secadas em estufa sob ventilagdo a 40 °C, por 24 horas, pesadas e
trituradas em moinho para café. Ao final dos 10 dias, foram coletadas amostras (2 mL)
de sangue dos animais via plexo orbital e, em seguida, estes foram sacrificados por
inalacdo com halotano, sendo seus o6rgdos internos (bago, coracdo, figado, rins,
estomago, intestino delgado, intestino grosso, pancreas, pulmoes e timo) dissecados,
liofilizados e pesados. As carcagas foram colocadas em estufa a 100 °C, por 24 horas,
pesadas e trituradas, juntamente com seus respectivos 6rgaos, para determinagao do teor

de nitrogénio corporal (N) (BAETHGEN e ALLEY, 1989).
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Figura 4. Gaiolas metabdlitas, utilizadas pelos animais no experimento, de avaliagdo
dos efeitos sub-cronicos e agudos das proteinas recombinantes Cryllal2 e
Cry8Hal. (A) Biotério, contendo gaiolas metabdlitas utilizada pelos animais
no experimento. (B) Figura detalhada da gaiola metabolita, mostrando o
local para a 4gua, dieta, coleta de fezes, coleta de urina e coleta de dieta

derramada do animal experimental. Fotos: Guimaraes, L. M. 2008
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Os indices para avaliagdo dos efeitos da inclusdo das proteinas recombinantes na
dieta e, conseqiiente, alteragdo da qualidade protéica do alimento referéncia foram a
Utiliza¢do Liquida de Proteina (NPU), Digestibilidade (D) e Valor Biologico (VB)
(MILLER e BENDER, 1955). As férmulas utilizadas encontram-se a seguir:

NPU = N da carcaca do grupo teste — N da carcaca do grupo aprotéico
N ingerido do grupo teste

D = N ingerido — (N fecal do grupo teste — N fecal do grupo aprotéico)
N ingerido do grupo teste

5.2.2. Anélises Histoldgicas

Fragmentos coletados do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) foram
fixados em formol 10%, por 24 horas. Em seguida, foram processadas por meio da
metodologia convencional para obtencdo de fragmentos incluidos em parafina,
compreendendo desidratagdo em solugdes alcodlicas de concentracdo crescente (70, 80,
90, 95 e 100%), diafanizacdo em xileno, impregnagado e inclusdo em parafina. Os cortes
histolégicos foram feitos em microtomo, com espessura média de 5 um, e corados com
hematoxilina-eosina. Imagens fotomicrograficas dos cortes histoldgicos preparados
foram obtidas com uso de camara digital OLYMPUS D-5060 acoplada a microscopio
OLYMPUS Modelo CX-40 (aumentos de 600x).
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5.2.3. Bioguimica Sanguinea

Amostras de sangue dos animais foram usadas para dosagens de marcadores
hepaticos [aspartato amino transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT)] e
marcador renal (uréia) e de proteinas totais, albumina sérica e fosfatase alcalina. Nas
dosagens foram utilizados kits da Bioclin (QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda, Belo
Horizonte, MG), seguindo-se as instru¢des do fabricante.

A dosagem das transaminases (TGO — transaminase glutdmica oxalacética ou
AST - aspartato aminotranferase e TGP — transaminase glutdmica piraivica ou ALT —
alanina aminotranferase) foram dosadas no soro dos animais de acordo com o principio
descrito por Reitman e Frankel (1957). Substratos (alfa-cetoglutarato, DL-aspartico ou
DL-alanina) foram colocados em contato com o soro formando um produto de cor
marrom em meio alcalino, cuja leitura de absorbancia foi conduzida a 505 nm.

As proteinas séricas totais foram determinadas através da metodologia de
Reinhold (1968), modificada por Doumas et al (1981), utilizando-se o reagente de
Biureto, o qual se liga de forma especifica com peptideos contendo mais de duas
ligacdes peptidicas. Tais compostos reagem com ions cupricos em meio alcalino,
produzindo um complexo de composi¢cdo desconhecida de cor violeta, o qual ¢ medido
colorimetricamente a 540 nm, cuja leitura ¢ proporcional ao nimero de ligacdes
peptidicas presentes.

A determinacdo da concentracdo da albumina sérica foi feita utilizando o
método de Peters et al. (1982), através do uso do verde bromocresol, que em pH 3,8 se
liga a albumina e absorve a luz. A absorbancia da solucdo foi verificada a 630 nm,

sendo diretamente proporcional a concentragdo de albumina.

A taxa de fosfatase alcalina foi determinada pelo principio de Roy (1974). A
fosfatase alcalina presente na amostra hidrolisa o substrato timolftaleina monofostfato,
liberando timolftaleina e fosfato inorganico. Quando adicionado um reagente de cor, a
timolftaleina adquire cor azul, a qual ¢ medida colorimetricamente no comprimento de

ondas de 590 nm.
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5.2.4. Avaliacdo da Toxicidade Aquda das Proteinas Recombinantes Cryllal2 e
Cry8Hal por Via Oral (Dose Unica)

Este ensaio teve como finalidade a andlise da toxicidade aguda das proteinas
recombinantes Cryllal2 e Cry8Hal, utilizando dose tUnica, segundo metodologia
descrita por Brito (1994), com modificagdes.

Para calculo da dose das proteinas recombinantes a ser administrada, foi
considerada a ingestdo média total de cada uma delas por animal, durante os 10 dias do
ensaio sub-cronico, conforme descrito no item anterior.

Na condugdo do ensaio, ratos com peso médio de 55 g foram adaptados em
gaiolas metabolicas durante trés dias, com ragdo comercial e agua ad libitum. Em
seguida, os animais foram submetidos ao jejum de comida por 12 horas e ao jejum total
(comida e agua) por mais 1 hora. Os animais foram, entdo, entubados com uma solugio
encerrando 12 mg das proteinas Cryllal2 ou Cry8Hal em 0,5 mL de NaCl 0,15 M.
Como controle, foi usado apenas NaCl 0,15 M. Agua e racio foram novamente
oferecidas ad libitum aos animais 1 e 4 horas apods entubacdo, respectivamente. Os
animais (n = 3) ficaram sob observacdo durante 24 horas, sendo apds este tempo
sacrificados por inalagdo com halotano. Como parametros de toxicidade aguda, foram
observadas a taxa de mortalidade dos animais e realizadas analises macroscopicas de

orgdos internos.
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6 - RESULTADOS

6.1. Obtencado das Toxinas Recombinantes Cryllal2 e Cry8Hal

6.1.1. Amplificacdo dos Genes cryllal? e cry8Hal e Construcdo dos Vetores de

Expressao

Apbs a obtengdo dos genes de interesse cryllal2 e cry8Hal (MAGALHAES,
2006; GROSSI DE SA et al., 2007), estes foram utilizados na construcdo dos vetores de
expressdo pET101/cryllal2 e pET101/cry8Hal. Na figura 3 A e B (materiais e
métodos), o vetor de expressao, no qual foram inseridos os dois genes, esta representado
esquematicamente. Os vetores de expressdo pET101/cryllal2 ¢ pET101/cry8Hal foram
(em experimentos distintos) transformados nas células competentes de E. coli TOP10
para selecao de clones positivos. As células transformadas foram semeadas em meio LB
agar-amp e as colonias que cresceram no meio seletivo submetidas a uma analise de
PCR de colonia. Ao final da analise, cinco clones positivos foram inoculados em meio
LB-amp para purificagdo dos plasmideos. Um clone positivo de cada construcdo foi
selecionado e seqiienciado para verificacdo da orientagcdo de insercdo do gene (Figura 5

e 6).
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Figura 5. Amplificacdo do gene cryllal2. Reagdo de PCR, gel de agarose 1,0 %
corado com brometo de etidio. Linha 1. Marcador de peso molecular 1Kb
ladder plus. Linha 2. Produto da amplificacdo de aproximadamente 2000 pb
utilizando-se oligonucleotideos especificos para as seqiiéncias de cryllal2.

Linha 3. Controle negativo.
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Figura 6. Amplificacdo do gene cry8Hal. Reagdo de PCR, gel de agarose 1,0 %
corado com brometo de etidio. Linha 1. Marcador de peso molecular 1Kb
ladder plus. Linha 2. Produto da amplificagdo de aproximadamente 2000 pb
utilizando-se oligonucleotideos especificos para as seqiiéncias de cry8Hal.

Linha 3. Controle negativo.
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6.1.2. Expressao Heterdéloga da Toxina Cryllal?2

Nas primeiras horas apds a indu¢do das células competentes para expressdo de
E. coli BL21-Star (DE) transformada com o vetor pET101/cryllal2 nao foi observada
nenhuma banda diferencial. Somente apos 14 horas de indu¢do, a primeira banda
diferencial, na faixa esperada com cerca de 80 kDa, foi detectada. Porém, foi constatado
que apos 17 horas de expressdo havia uma quantidade maior de proteina soluvel. A
obtencdo de um maior rendimento era crucial para obtengdo da quantidade necessaria a
ser usada nos ensaios bioldgicos em mamiferos. Dessa forma, foi utilizado o lisozima na

concentragdo final de 2mg/mL (Sigma, Lote 035K6035), onde através deste foi obtido

um melhor rendimento da proteina na forma soluvel (Figura 7).
1 2 3 4

Figura 7. Anélise por SDS-PAGE 12% da expressdo do gene cryllal2 em sistema
heterdlogo E. coli. A expressdo foi induzida com 1 mM IPTG. Apos a
indugdo da expressdo, as células foram lisadas e o extrato soluvel foi
separado do extrato insolavel por centrifugagdo. Linha 1. Marcador de
massa molecular (Invitrogen). Linha 2. Fragdo soltivel do extrato protéico
apos 17 horas de expressdo. Linha 3. Frago soluvel do extrato protéico
apos 20 horas de expressdo. Linha 4. Fragdo soluvel do extrato protéico da
expressdao de 17 horas apds o tratamento com tampao contendo lisozima.
As setas sdo referentes a proteina recombinante Cryllal2. 10 ug de cada
amostra foram adiconadas a tampao de amostra, submetidas a SDS-PAGE

12%, a 25 mA e coradas com nitrato de prata.
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6.1.3. Expressado Heterdéloga da Toxina Cry8Hal

A proteina Cry8Hal, massa molecular em torno de 70 kDa, expressa no sistema
heterdlogo, foi obtida em grande quantidade na fracdo soluvel, apds 16 horas de
expressao. Ao contrario da toxina Cryllal2, a Cry8Hal praticamente ndo precipitou na
forma corpos de inclusdo. No entanto, ao aumentar o tempo de expressao para 20 horas,
foi observada a formagdo de corpos de inclusdo, mas grande parte da proteina ainda
encontrava-se na fragao solivel. Dessa forma, foi optado por expressar esse gene por 16
horas, tempo no qual a maior quantidade de proteina recombinante soltivel seria obtida.
A Figura 8 mostra os dois extratos protéicos, contendo as referidas fragdes soluvel e

insoluvel.

70 kDa —— l .E\- ;g;:.— [

50 kDAl s

Figura 8. Analise por SDS-PAGE 12% da expressao do gene cry8Hal em sistema
heter6logo E. coli. A expressdo foi induzida com 1 mM IPTG. Apoés a
inducdo as células foram lisadas e o extrato soluvel foi separado do extrato
insoluvel por centrifugagdo. Linha 1. Marcador de peso molecular. Linha
2. Fracdo insoluvel do produto da expressdo realizada 16 h de expressdo.
Linha 3. Fracdo soluvel do produto da expressdo realizada apos 16 h de
expressdo. Linha 4. Fracdo solavel do produto da expressao realizada apds
20 h de expressao. As setas indicam a proteina recombinante Cry8Hal. 10
pg de cada amostra foram adiconadas a tampao de amostra, submetidas a

SDS-PAGE 12%, a 25 mA e coradas com nitrato de prata.
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6.1.4. Purificacdo das Toxinas Recombinantes

Os rendimentos protéicos obtidos com o uso da cromatografia de afinidade em
resina Ni-NTA foram de 1% (2 mg/L) para Cryllal2 e 3% (6 mg/L) para Cry8Hal da
proteina soluvel total. Em andlise por SDS-PAGE 12%, foi observada a presenga de
apenas uma banda do material eluido, que corresponde as toxinas de interesse, Cryllal2
e Cry8Hal (Figura 9 e 10). Ao final da purificacdo, o material foi dialisado contra agua,

a 4 °C, e liofilizado.

80 kDa =

50 kDA —

20 kDa —

Figura 9. Andlise por SDS-PAGE 12% da proteina recombinante Cryllal2
purificada por cromatografia de afinidade (Ni-NTA). Linha 1.
Marcador de peso molecular. Linha 2. Extrato total da E. coli expressando
a proteina recombinante Cryllal2. Linha 3. Fragdo ndo retida na resina
Ni-NTA. Linhas 4, 5 e 6. Proteina Cryllal2 eluida da resina Ni-NTA em
diferentes concentragdes para confirmagao do grau de pureza da mesma. 5
pg (linhas 2, 3 e 4), 10 pg (linha 5) e 15 pg (linha 6) de amostra. Nas
mesmas, foram adicionados tampdo de amostra 2x, e essas submetidas a

SDS-PAGE 12%, a 25 mA e coradas com nitrato de prata.
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Figura 10. Andlise por SDS-PAGE 12% da proteina recombinante Cry8Hal
purificada por cromatografia de afinidade (Ni-NTA). Linha 1.
Marcador de peso molecular. Linha 2. Proteina Cry8Hal eluida da resina
Ni-NTA para confirmacio do grau de pureza da mesma. 5 pg de amostra

foram adiconadas a tampdo de amostra, submetidas a SDS-PAGE 12%, a

25 mA e coradas com nitrato de prata.

6.2. Avaliacdo dos Efeitos Sub-cronicos das Proteinas Recombinantes Cryllal? e

Cry8Hal por Via Oral

6.2.1. Crescimento dos Animais

As proteinas recombinantes Cryllal2 e Cry8Hal, incorporadas em dietas semi-
sintéticas para ratos em crescimento, constituindo 0,1% da proteina total (Tabela 3),
proporcionaram excelentes taxas de crescimento, semelhantes aquela verificada com a
dieta referéncia (dieta padrao), a base de proteinas da clara do ovo (Figura 11). O
desempenho dos animais foi similar para ambas proteinas recombinantes, sendo

bastante superior aos apresentados por aqueles submetidos a uma dieta aprotéica.
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Figura 11. Curvas de crescimento dos ratos submetidos ao ensaio sub-crénico.
Avaliacdo do crescimento dos ratos (n = 6) durante 10 dias de experimento,
submetidos as dietas contendo as toxinas Cryllal2 e Cry8Hal, comparadas
com o crescimento de ratos alimentados com a dieta padrdo, contendo
proteinas da clara do ovo (alimento referéncia) e dieta aprotéica. Letras
iguais referem-se a resultados estatisticamente iguais (p > 0,05) teste de

Turkey.
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6.2.2. Ganho de Peso, Dieta Ingerida e Conversao Alimentar

Os resultados relativos a quantidade de dieta ingerida, ganho de peso e
conversao alimentar dos animais estdo apresentados na Tabela 3.

O consumo de dieta pelos animais ao longo do periodo experimental variou de
51,12 £ 9,9 g, nos animais alimentados com dieta aprotéica, até 118,00 + 11,17 g, nos
animais alimentados com a dieta padrdo. A andlise desse pardmetro revelou que nao
houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os tratamentos envolvendo a proteina de
referéncia (proteinas da clara do ovo) e as proteinas teste Cryllal2 e Cry8Hal. Os
efeitos das proteinas recombinantes utilizadas revelaram-se ndo significativos para o
consumo.

O ganho de peso dos ratos variou de -17,65 + 3,10 a 48,87 + 5,88 g, observando-
se notoria inferioridade nos animais mantidos com a dieta aprotéica e melhores
desempenhos nos tratamentos com a dieta padrdo e com as proteinas recombinantes,
sem diferenca significativa entre os mesmos (p > 0,05). Os efeitos das proteinas
testadas, Cryllal2 e Cry8Hal, dentro das condi¢des de ensaio, ndo foram significativos
para o ganho de peso (Figura 12).

A eficiéncia alimentar, denominada conversdo alimentar (Tabela 3) calculada
pelo quociente entre o ganho de peso e a quantidade de dieta ingerida, atingiu um
maximo de 0,41 + 0,06 (g de ganho de peso/g de dieta ingerida), verificando-se que os
tratamentos com as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal apresentaram resultados tdo elevados
quanto ao obtido com a proteina animal (dieta padrdo), ndo havendo diferenca
significativa entre esses tratamentos (p > 0,05) (Figura 13). Uma evidente inferioridade
foi detectada para o grupo experimental com dieta aprotéica, tendo sido a eficiéncia
alimentar, inclusive, negativa (- 0,34 £+ 0,04). Mais uma vez, as proteinas testadas nao

tiveram efeitos significativos sobre esta variavel.
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Tabela 3. Ganho de peso, dieta ingerida e conversdo alimentar de ratos (n = 6)
submetidos a dietas contendo as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal, comparados com os
dos animais alimentados com a dieta padrdo, contendo proteinas da clara do ovo

(alimento referéncia) e dieta aprotéica

Dietas * Ganho de Peso (g)*  Dieta Ingerida (g)* Conversao Alimentar
Aprotéica -17,65 + 3,10° 51,12 9,90 -0,34 + 0,04
Padrao 48,87 +5,88* 118,00 £ 11,17* 0,41 + 0,06*
Cryllal2 38,95 11,417 110,43 +7,10% 0,35+0,10*
Cry8Hal 42,34 + 6,72* 113,35 + 8,60% 0,37+ 0,05*

Média + desvio padrdo. Letras iguais na vertical referem-se a resultados ndo
estatisticamente diferentes (p > 0,05), teste de Tukey.

* Os valores estao expressos em g/rato.
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Figura 12. Comparacao do tamanho dos animais submetidos & avaliagdo do ensaio
sub-cronico. (A) Tamanho do rato alimentado com dieta aprotéica. (B)
Tamanho do rato alimentado com a dieta contendo clara de ovo (EW). (C)
Tamanho do rato alimentado com a dieta contendo a toxinas Cry8Hal. (D)

Tamanho do rato alimentado com a dieta contendo a toxina Cryllal2.
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Figura 13. Grafico referente a quantidade de dieta ingerida, ganho de peso e

conversdo alimentar dos animais experimentais. O eixo y a esquerda de
refere a quantidade de dieta ingerida ao longo dos 10 dias e o eixo y a direta
refere-se ao ganho de peso dos animais, avaliando assim, os efeitos da
inclusdo das proteinas Cryllal2 e Cry8Hal sobre a eficiéncia alimentar de
ratos em crescimento (n = 6), comparados com as dietas padrdo e dieta
aprotéica. Letras iguais referem-se a resultados estatisticamente iguais (p >

0,05), teste de Turkey.
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6.2.3. Balanco Nitrogenado

Os resultados referentes a dieta ingerida, nitrogénio ingerido e excre¢do fecal e
nitrogénio fecal, analisados apenas nos ultimos 5 dias de experimento encontram-se
descritos na Tabela 5.

Os animais alimentados com a dieta padrdo apresentaram um maior consumo de
dieta (70,64 £ 7,53 g/rato) e, conseqiientemente, de nitrogénio (1,12 = 0,09 g/rato)
nos ultimos 5 dias de experimento diferindo significativamente (p < 0,05) dos
tratamentos contendo as proteinas Cryllal2 (62,32 £ 6,47 ¢ 0,99 + 0,7 g/rato,
respectivamente) e Cry8Hal (62,53 + 6,25 e¢ 0,99 + 0,11 g/rato, respectivamente).
Todavia, quando analisados os resultados obtidos nos tratamentos com as proteinas
recombinantes, diferencas estatisticas ndo foram detectadas.

Com relagdo a excregdo de matéria fecal foi observado que os animais que
receberam as dietas testes excretaram conteudos semelhantes aos que consumiram a
dieta padrao (3,98 = 0,67 g/rato). A excrecdo de nitrogénio também ndo diferiu
estatisticamente entre os animais submetidos a dieta padrdo e a dieta contendo a
proteina Cryllal2, sendo ligeiramente menor nos animais alimentados com a dieta
contendo Cry8Hal. Apesar dessas leves diferencas detectadas entre os diferentes
tratamentos, as relagcdes de excrecdo fecal e dieta ingerida (F/D x 100) e de nitrogénio
excretado e nitrogénio ingerido (FN/N x 100) mostraram-se semelhantes para todos os
animais, independentemente do tratamento utilizado, mostrando que a inclusdo das

proteinas recombinantes na dieta nao alterou o balango nitrogenado dos animais.
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Tabela 4. Balanco de nitrogénio dos ratos (n = 4) submetidos a dietas contendo as
proteinas Cryllal2 e Cry8Hal, comparados com o dos animais alimentados com a dieta
padrdo, contendo proteinas da clara do ovo (alimento referéncia), calculado para os

ultimos cinco dias do experimento

Parametros* Dietas
Padréo Cryllal2 Cry8Hal
Dieta ingerida (D) 70,64 + 7,53% 62,32 + 6,47 62,53 + 6,25°
N ingerido (N) 1,12 +£0,09° 0,99+ 0,17* 0,99 +0,11*
Excregao fecal (F) 3,98 +0,67° 3,17 +£0,69° 3,32 +0,80"
N fecal (FN) 0,16 + 0,04° 0,14 + 0,05 0,13 0,05
F/D x 100 527+ 1,01° 5,58 + 0,44 5,54 + 0,78
FN/N x 100 13,22 +3,27° 15,05 + 4,12° 11,61 +3,93°

Letras iguais na horizontal referem-se a valores ndo significativamente diferentes (p >
0,05), teste de Tukey.

* Os valores estdo expressos em g/rato/5 dias.

Outros parametros nutricionais avaliados foram digestibilidade, NPU (Utilizagao
Liquida de Proteina) e valor bioldgico (Tabela 5, Figura 14).

Os valores de digestibilidade calculados para os animais submetidos a dietas
contendo as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal (90,76 + 4,81 e 93,72 + 3,62%,
respectivamente) ndo diferiram estatisticamente (p > 0,05) do tratamento contendo a
proteina padrao (91,05 £+ 3,20%). A NPU foi um outro pardmetro que nao diferiu
significativamente (p > 0,05) quando comparados os diferentes tratamentos, cujos
valores ficaram na faixa de (89,62 + 10,3 a 99,98 + 9,94%). Similarmente a
digestibilidade ¢ NPU, os valores bioldgicos de ambas proteinas, Cryllal2 e Cry8Hal,
foram similares ao da proteina padrao. Ainda que nao tenha sido significativo (p >

0,05), o valor biologico da proteina Cryllal2 (99,99 + 9,77%) foi numericamente
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superior ao da proteina referéncia (90,67 = 9,41%). Os resultados obtidos mostram,
claramente, que a inclusdo das proteinas Cryllal2 e Cry8Hal nas dietas dos animais
experimentais ndo proporcionou alteragdes nos pardmetros nutricionais analisados,

demonstrando a auséncia de efeitos antinutricionais, nas condi¢des realizadas.

Tabela 5. Pardmetros nutricionais obtidos pela alimentagdo de ratos (n = 6)
submetidos a dietas contendo as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal, comparados com o dos

animais alimentados com a dieta padrao, contendo proteinas da clara do ovo (alimento

referéncia)
Parametros Dietas
Padréo Cryllal2 Cry8Hal
Digestibilidade (%) 91,05 + 3,20° 90,76 +4,81° 93,72 £ 3,62°
NPU* (%) 91,27+9,71° 99,98 + 9,94° 89,62 +10,3"
Valor Biologico (%) 90,67 +9,41° 99,99 + 9,77 86,88 + 10,47°

Média + desvio padrdo. Letras iguais na vertical referem-se a resultados ndo
estatisticamente diferentes (p > 0,05), teste de Tukey.

* Utilizagao liquida de proteina.
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Figura 14. Analise dos parametros nutricionais dos animais submetidos ao ensaio
sub-cronico. Valores referentes aos parametros nutricionais, como a
digestibilidade, NPU (Utilizagao Liquida de Proteina) e valor bioldgico,
obtidos pela alimentagdo de ratos (n = 6) submetidos a dietas contendo as
proteinas Cryllal2 e Cry8Hal, comparados com o dos animais
alimentados com a dieta padrdo, contendo proteinas da clara do ovo

(alimento referéncia).

6.2.4. Avaliacdo de Orgaos Internos dos Ratos
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Apoés a andlise de alguns pardmetros nutricionais dos animais submetidos as
proteinas teste, ao final do décimo dia de experimentacdo os animais foram sacrificados
e alguns 6rgdos internos como bago, coracdo, estdmago, figado, intestinos delgado e
grosso, pancreas, pulmoes, rins e timo foram retirados, a fim de avaliar alteragdes
conseqiientes do consumo das dietas contendo as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal.
Procedeu-se, entdo as analises dos pesos relativos de alguns 6rgdos internos dos ratos.
Os resultados encontram-se sumarizados na Tabela 6.

Em comparagdo com os 6rgdos internos dos animais pertencentes ao grupo
mantido com a dieta padrdo, a inclusdo das proteinas Crylal2 e Cry8Hal na dieta ndo
induziu alteragcdes no peso seco relativo de nenhum dos 6rgdos internos e glandulas
anexas avaliados. Os resultados obtidos reforcam os outros dados ja apresentados,
mostrando que, nas condi¢cdes de ensaio realizadas, as proteinas recombinantes
analisadas ndo apresentaram toxicidade. Ja os animais que receberam a dieta aprotéica
apresentaram maior peso relativo do intestino delgado, coragao, rins e pulmdes e atrofia

do timo.

Tabela 6. Peso seco relativo dos 6rgaos internos dos ratos. Peso seco relativo (g/100

g de peso corporeo) de orgdos tubulares e glandulas anexas do sistema digestorio, do
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coragdo, rins, pulmdes e oOrgdos linfoéides dos ratos submetidos a dietas controle

(aprotéica e padrao) e experimentais (Cryllal2 e Cry8Hal).

Orgaos Dietas
Aprotéica Padrao Cryllal2 Cry8Hal

Estomago 0,75 + 0,05% 0,64 +0,10* 0,57 +0,04* 0,59 +0,03%
Intestino Delgado 2,96 +0,19° 2,32 +0,30° 2,36 +0,27° 2,24 +£0,14°
Intestino Grosso 1,12 £0,20* 1,04 £0,10* 1,04 £0,08" 1,05+ 0,21%
Figado 4,70 + 0,40° 4,49 +0,40° 441+0,4° 437+04"
Pancreas 0,30 + 0,05% 0,35+ 0,06" 0,33 +0,08" 0,31 +0,07*
Coragao 0,39 +0,03° 0,31 £ 0,04° 0,34 +0,02° 0,32 £ 0,03*
Rins 0,95 + 0,08" 0,69 + 0,07 0,76 + 0,11 0,74 + 0,05
Pulmdes 0,58 + 0,06 0,47 +0,05° 0,50+ 0,07  0,52+0,03%
Timo 0,18 +0,05° 0,28 +£0,05" 0,29 +0,04* 0,27 +£0,04*
Baco 0,20 + 0,02° 0,23 +0,03* 0,22 +0,02° 0,22 +£0,02%

Letras iguais na horizontal referem-se a valores ndo significativamente diferentes (p >

0,05), teste de Tukey.
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6.2.5 - Analises Histologicas

Nas analises histologicas do tecido do duodeno dos animais alimentados com as
dietas experimentais contendo as toxinas Cryllal2 e Cry8Hal observou-se que a borda
em escova formada por microvilosidades estava perfeitamente intacta, que o nicleo dos
enterocitos estd perfeitamente normal, e que ndo houve aumento das populacdes de
células de defesa, assim ao visualizarmos a figura 15, veremos que as laminas dos
animais experimentais nao difere da lamina do animal controle, indicando que ndo

houve nenhuma alteragao das células do duodeno.
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Figura 15. Cortes de duodeno de ratos alimentados com dietas padrdo (a base de
clara do ovo) e contendo as Toxinas Cryllal2 e Cry8Hal (aumentos de
600X). (A) Corte histologico do duodeno do rato alimentado com dieta
contendo a toxina Crylal2. (B) Corte histologico do duodeno do rato
alimentado com dieta contendo a toxina Crylal2. (C) Corte histologico do
duodeno do rato alimentado com a dieta contendo clara de ovo. (D) corte
histologico do duodeno do rato alimentado com a dieta contendo a toxina
Cry8Hal. Seta 1. Mostra que a borda formada por microvilosidade
permanece intacta em todos os tratamentos. Seta 2. O nucleo dos enterdcitos
estdo normais em todos os tratamentos. Seta 3. As células caliciformes estao
no seu tamanho normal em todos os tratamentos. Os tecidos foram corados

com hematoxilina-eosina.
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6.2.6. Bioquimica Sanguinea

A concentragdo das proteinas séricas totais (Figura 16) foi mais baixa para o
grupo aprotéico. Os animais que receberam as dietas contendo as proteinas Cry
estudadas apresentaram concentragdes de proteinas totais semelhantes ao do grupo
contendo a dieta padrdo, estando dentro, ou muito préximo, da faixa que ¢ considerada
normal para ratos (5,6 - 7,6 g/dL). Dentre as proteinas totais, foi avaliada, ainda, a
concentragdo de albumina sérica (Figura 17). Essa proteina tem origem hapatocitaria,
constituindo-se em um bom indicador de deficiéncia hepatica e quadro de desnutri¢ao.
Similarmente ao observado com as proteinas totais, os animais mantidos com as dietas
contendo as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal apresentaram concentragdo de albumina
sérica semelhante ao da dieta padrdo. Como esperado, os animais submetidos a dieta
aprotéica mostraram niveis mais baixos de albumina sérica, evidenciando o quadro de

desnutrigao.
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Dieta Padréo Aprotéico Cryllal2 Cry8Hal

Figura 16. Concentracdo (g/dL) de proteinas sericas totais, em ratos (n = 6)
submetidos as dietas contendo as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal, comparada
com aquelas de animais mantidos com as dietas padrdo e aprotéica. Letras
iguais referem-se a resultados ndo estatisticamente diferentes (p > 0,05), teste

de Tukey.
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Dieta Padréo Aprotéico Cryllal2 Cry8Hal

Figura 17. Concentracdo de albumina sérica (g/dL), em ratos (n = 6) submetidos as
dietas contendo as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal, comparada com aquelas
de animais mantidos com as dietas padrao e aprotéica. Letras iguais referem-

se a resultados ndo estatisticamente diferentes (p > 0,05), teste de Tukey.
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Como marcador renal foi feita a dosagem de uréia. Esse composto ¢ o
principal produto do catabolismo das proteinas e aminoacidos, tendo sua concentracao
sérica afetada pela dieta e estado de hidratagdo. Na determinacdo de sua concentragdo
(Figura 18), foi observado que os animais a base das dietas contendo as toxinas
CrylIal2 e Cry8Hal nao apresentaram diferengas em relacdo ao grupo mantido com a
dieta padrdo. Ja o grupo aprotéico apresentou um nivel bem mais elevado de uréia,

indicando um possivel quadro de deficiéncia renal.

Na analise da atividade da fosfatase alcalina (Figura 19), alteracdes
significativas ndo foram observadas entre os grupos submetidos as dietas contendo as
proteinas teste e a dieta padrao. Apenas nos animais alimentados com a dieta aprotéica ¢
que foi constatada uma diminuicdo na concentragdo dessa enzima, sinalizando, mais

uma vez, um quadro de desnutri¢ao.
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Figura 18. Niveis séricos (mg/dL) de uréia, em ratos (n = 6) submetidos as dietas
contendo as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal, comparada com aquelas de
animais mantidos com as dietas padrdo e aprotéica. Letras iguais referem-

se a resultados ndo estatisticamente diferentes (p > 0,05), teste de Tukey.
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Figura 19. Niveis séricos de fosfatase alcalina (U/mL), em ratos (n = 6) submetidos as
dietas contendo as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal, comparada com aquelas
de animais mantidos com as dietas padrdao e aprotéica. Letras iguais
referem-se a resultados ndo estatisticamente diferentes (p > 0,05), teste de

Tukey.
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Como marcadores hepaticos, foram avaliadas as atividades da alanina
aminotransferase (ALT) e da aspartato aminotranferase (AST) (Figuras 20 e 21). As
dietas contendo as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal ndo induziram alteragdes nas
atividades enzimadticas citadas, quando comparadas com a dieta padrdo, caracterizando,

provavelmente, uma integridade da funcao hepatica.
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Dieta Padrao Aprotéico Cryllal2 Cry8Hal

Figura 20. Niveis séricos (U/mL) da alanina aminotransferase (ALT), em ratos (n =
6) submetidos as dietas contendo as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal,
comparada com aquelas de animais mantidos com as dietas padrdo e
aprotéica. Letras iguais referem-se a resultados ndo estatisticamente

diferentes (p > 0,05), teste de Tukey.
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Figura 21. Niveis séricos (U/mL) da aspartato aminotransferase (AST), em ratos (n
= 6) submetidos as dietas contendo as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal,
comparada com aquelas de animais mantidos com as dietas padrao e
aprotéica. Letras iguais referem-se a resultados ndo estatisticamente

diferentes (p > 0,05), teste de Tukey.

62



Guimaraes, L.M.

6.3. Avaliacdo da toxicidade aguda das proteinas recombinantes Cryllal2 e

Cry8Hal por via oral (dose Unica)

A administragdo da proteina Cryllal2 ou Cry8Hal, 12 mg dissolvidas em NaCl
0,15 M, livre de qualquer outro componente, ndo causou mortalidade dos animais, no
periodo de 24 horas. Os animais entubados com as proteinas teste ndo apresentaram
mudangas no comportamento quando comparados aqueles do grupo controle, que
receberam apenas NaCl 0,15 M. Os animais permaneceram sob observa¢do por uma

semana e o quadro descrito foi mantido.
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7 - DISCUSSAO

Ao longo da ultima década, o grupo de pesquisa do Laboratorio de Interacao
Molecular Planta-Praga, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (LIMPP),
vem utilizando diversas estratégias moleculares visando o controle de insetos-praga de
culturas de importancia econdmica. Varias tém sido as moléculas testadas, entre estas
destacam-se as proteinas Cry (8-endotoxinas), provenientes da bactéria Gram-positiva
de solo B. thuringiensis. A estirpe de B. thuringiensis denominada S811 apresentou alta
toxicidade sobre os insetos-praga Anthonomus grandis e Spodoptera frugiperda.
Estudos preliminares mostraram que 91,6% das larvas de A. grandis e 95% das larvas
neonatas de S. frugiperda foram controladas (mortas) em bioensaios seletivos com as

culturas esporuladas (MAGALHAES, 2006; GROSSI DE SA et al., 2007).

Experimentos adicionais foram conduzidos no sentido de conhecer qual(is)
molécula(s) da estirpe S811 possuia(m) atividade entomotoxica, tendo sido detectadas
proteinas bioativas. Dessa forma, estudos voltados para o isolamento e analise dos
genes responsaveis pela expressdo dessas proteinas foram realizados pelo nosso grupo,
tendo sido recém-isolados dois genes, denominados de gene cryllal? e cry8Hal
(MAGALHAES, 2006; GROSSI DE SA et al., 2007). A proteina CrylIal2 possui alta
identidade (99%) e alta similaridade (99%) com as demais toxinas Crylla depositadas
em bancos de dados, existindo somente substitui¢des nas posi¢des 476 de A por G e
1719 de C por T, resultando em uma unica substitui¢io de Lys'”” por Arg no dominio I
(localizado na segunda alfa-hélice), demonstrando que as seqii€ncias do tipo Crylla
pouco diferem entre si. A toxina Cry8Hal mostra similaridade e identidade de 58% e
73%, respectivamente, com as demais toxinas Cry8 depositadas em bancos de dados,
sendo considerada uma proteina distinta das demais. A comparagdo, entre si, das
seqliéncias das toxinas Cryllal2 e Cry8Hal mostra que essas proteinas sdo bem
diferentes (MAGALHAES, 2006; GROSSI DE SA et al., 2007). Uma vez analisados e
caracterizados os genes Cry responsaveis pela expressdo das toxinas Cryllal2 e
Cry8Hal, estes foram introduzidos em plantas de algoddo via tubo polinico, com o
intuito de gerar resisténcia ao ataque de insetos-praga das ordens lepidoptera e

coleoptera (SAMPAIO, 2007).
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Para aprovacdo e liberacdo de uma cultivar transgénica no mercado, pela
Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio0), ¢ necessaria a comprovagao
de sua seguranca e a disponibilizacdo de informagdes sobre os seus potenciais efeitos
negativos. No que concerne ao registro de culturas modificadas com B. thuringiensis
(Bt), sdo usados, na maioria das vezes, dados de toxinas Cry produzidas em E. coli,
tendo sido realizados apenas alguns poucos estudos nos quais mamiferos foram
alimentados com culturas transgénicas Bt, e seus efeitos monitorados com relagdo a sua
seguranga alimentar.

Diante disso, considerando que o LIMPP tem como uma de suas metas a
insercao no mercado de uma nova cultivar de algodao transgénico mais resistente ao
ataque de insetos-praga, expressando as proteinas heterdlogas Cry8Hal e Cryllal2,
tornou-se necessario a avaliagdo da toxicidade dessas proteinas por via oral, visto que o
farelo de algodao, por ser uma excelente fonte protéica para diversos animais, ¢
empregado na complementagdo de outras ragdes e que o 6leo produzido a partir da
semente de algodao ¢ usado como produto alimenticio e consumido por humanos.
Entretanto ¢ necessario notar que, estudos de biosseguranca alimentar do 6leo derivado
do algodao Bt, tornam-se inuteis, pois o processo de refinamento remove as proteinas a
niveis muito baixo de deteccdo (LOD; <0.1 ng/mg), como foi demonstrado por Dryzga
et al, (2007).

Assim, o presente trabalho foi realizado tendo como foco a avaliacdo da
toxicidade, das proteinas Cryllal2 e Cry8Hal purificadas, por via oral dando énfase aos
seus efeitos agudos e sub-cronicos. Para isso, ratos em crescimento foram selecionados
como modelo de mamiferos.

Para realizacdo dos testes de toxicidade, era crucial a obteng¢do das proteinas
Cryllal2 e Cry8Hal em quantidades satisfatorias, de modo a permitir uma avalia¢do
segura. A proteina recombinante Cryllal2 foi obtida com sucesso no sistema
heter6logo pET (Escherichia coli) e, apos otimizagao da expressao, foi verificado que
essa proteina se encontrava presente na fracdo solivel do extrato celular e se mostrava
ativa (Figura 5). Inicialmente, foi observado um grande acimulo de proteina na forma
de corpos de inclusdo no interior da célula. Esse tipo de situa¢do ocorre, geralmente,
com proteinas de massa molecular alta e/ou quando os vetores de expressao possuem
promotores muito fortes. Nesse tltimo caso, os genes sdo transcritos em uma velocidade
tao elevada, que a maquinaria das células ndo consegue realizar o dobramento completo

e/ou correto das proteinas em tempo habil (MARSTON, 1986). Conseqilientemente, as
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proteinas expdem suas regides hidrofobicas, se associando intermolecularmente,
precipitando dentro da célula, formando os chamados corpos de inclusao.

Existem varios métodos para solubilizar as proteinas dos corpos de inclusao.
Para as toxinas Cry, os protocolos descrevem a utilizagdo de tampdes com pH
extremamente alcalino, antecedida de uma grande quantidade de procedimentos
experimentais, o que dificulta as condi¢des e o progresso do trabalho (MAGALHAES,
2006). No presente trabalho, optou-se pelo uso de lisozima, com o objetivo de aumentar
a lise das bactérias recombinantes, como descrito por Sambrook et al. (1989). A razdo
para sua utilizacdo advém do fato de sua atividade catalitica estar associada a hidrolise
da ligacdo glicosidica B(1— 4) ligando os monossacarideos acido N-acetilmuramico
(NAM) e N-acetilglucosamina (NAG), principais constituintes da parede celular
bacteriana. Assim, foi obtido um aumento expressivo da toxina Cryllal2 na fracao
soluvel do extrato (Figura 5).

Apos a expressdo, foi necessario obter a proteina pura, processo esse bastante
facilitado pela presenga de uma “cauda” de poli-histidina na extremidade C-terminal das
proteinas recombinantes. Esta “cauda” permite o uso de cromatografia de afinidade
com metal imobilizado, onde metais de transicao (Cu2+, Ni2+, Zn* e C02+) podem
coordenar alguns aminodcidos tais como histidina, cisteina e triptofano, através dos
grupos doadores de elétrons nas cadeias laterais dos aminoacidos. Para que ocorra a
interacao, ¢ necessaria a presenga de um agente quelante, o que permite a imobiliza¢ao
dos ions desejados. Nesse trabalho, foi utilizado como agente quelante o acido
nitrotriacético (NTA), acoplado a uma matriz de Sepharose CL-6B, através de um longo
brago espagador hidrofilico. Esta matriz foi capaz de assegurar a acessibilidade do metal
para todos os centros de ligacdo disponiveis na proteina recombinante. Assim, em
apenas um passo cromatografico, foi possivel separar as toxinas Cry do extrato protéico
total de E. coli. Essa estratégia foi utilizada com sucesso na purificagdo de outras
proteinas de interesse industrial e terapéutico, como a interleucina humana 1
(PATWARDHAN et al., 1997), B-galactosidase e transcriptase reversa do virus da
imunodeficiéncia humana (VOSTERS et al., 1992), demonstrando ser este um método
universal de purificagdo aplicavel para as mais distintas moléculas.

Para testar a atividade da toxina Cry8Hal, o gene cry8Hal também foi
clonado no vetor de expressdo pET (E. coli). A obtengdo de Cry8Hal foi bastante
simples, uma vez que essa proteina ndo formou corpos de inclusdo em quantidade

elevada, englobando uma etapa de lise e uma outra de purificagdo, da mesma forma que
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foi procedido com a toxina Cryllal2. Assim, as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal foram
obtidas e armazenadas para serem utilizadas nos testes de toxicidade.

Embora a grande maioria dos trabalhos envolvendo a avaliacdao dos efeitos das
proteinas Cry, presentes em culturas Bt, seja baseada no teste de equivaléncia, tem sido
observado que a analise dos efeitos da proteina recombinante pura, na concentragdo de
sua expressao na planta GM, ¢ fundamental e, mesmo mais apropriada, para testar a
seguranca da cultura GM. A razdo para isso ¢ que esse procedimento permitiria uma
avaliacdo mais detalhada das diferencas observadas entre o grupo teste alimentado com
a proteina heterdloga e aquele submetido a uma dieta isenta da proteina, aumentando,
dessa forma, a especificidade do estudo na detec¢dao dos efeitos relacionados com o
composto em questdo. Os resultados obtidos poderiam ser diretamente correlacionados
com a proteina pura. No entanto, ¢ consenso que estudos posteriores sdo necessarios
para complementar essa avaliagdo e garantir a biosseguran¢a alimentar; dessa vez,
envolvendo a planta transgénica.

No presente trabalho, uma primeira avaliacdo da toxicidade das proteinas
recombinantes foi programada para avaliar os seus efeitos sub-cronicos, quando
administradas em dietas a ratos em crescimento, durante 10 dias. Os recentes trabalhos
envolvendo a analise de toxicidade de uma variedade transgénica ¢ realizada durante 90
dias, como o presente trabalhos, As toxinas Cryllal2 e Cry8Hal foram incluidas nas
dietas dos animais, na propor¢do de 100 mg/Kg de dieta, representando 0,1% da
proteina total, superestimando assim, o nivel de expressdo das proteinas heter6logas no
algoddo a ser transformado, ja que os niveis de expressao de uma proteina heteréloga
numa planta geneticamente modificada varia entre 0,01 a 0,1% da sua expressdo em
relagdo proteina total (KILIC e AKAY, 2008). Esse valor foi maior do que o utilizado
para a toxina CrylAb, presente no arroz transgénico, que foi de aproximadamente 9
mg/Kg de dieta (SCHRODER et al., 2007), do que a dieta utilizada por Noteborn et al.
(1995) em ratos, que continha 10% do liofilizado do extrato do tomate transgénico (40
ng CrylAb/mg de proteina total no liofilizado), e bem superior em relagdo a dieta
contendo farelo da semente de algoddo, que continha 0,28 mg CrylF/Kg de Dieta e
0,096mg CrylAc/Kg de Dieta (DRYZGA et al., 2007), em todos os casos tendo sido os
experimentos realizados com ratos. Como proteina padrao ou proteina de referéncia,
compondo a dieta padrdo, foi usada albumina da clara do ovo (“egg white”), por ser de
alto valor bioldgico, isto €, por conter todos os aminoacidos essenciais em quantidades e

proporgdes ideais para atender as necessidades organicas. Essa proteina tem sido usada
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ha varias décadas como controle, nas mais diferentes abordagens, devida a quase total
auséncia de efeitos colaterais associados a ela. A sua utilizagdo como proteina controle
se sobressai em testes de avaliagao dos efeitos antinutricionais e/ou toxicos de outros
componentes de origem protéica (VASCONCELOS et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2004).

Com a realizacdo do ensaio bioldgico, foi observado que as taxas de
crescimento dos animais submetidos as dietas contendo as toxinas Cryllal2 e Cry8Hal
foram similares & dos animais mantidos com a dieta padrao (Figura 11). Isso pode ser
explicado pela inexisténcia de diferencas significativas no ganho de peso, ingestdo de
dieta e conversao alimentar entre os diferentes tratamentos envolvendo a dieta padrdo e
as dietas teste. Esses resultados sdo comparaveis aos apresentados por Schroder et al.
(2007), que verificaram curvas de crescimento semelhantes para ratos alimentados com
arroz transgénico expressando a toxina CrylAb e com arroz convencional. Noteborn et
al. (1995) e Dryzga et al. (2007) observaram, também, a mesma tendéncia em ratos
alimentados com a toxina Cry1Ab.

Ha varios dados centrados em estudos de avaliacdo da toxicidade de toxinas
Cry, mostrando que estas ndo provocam efeitos adversos significativos no peso de
animais experimentais, nem mesmo induzem comportamentos diferenciados que
possam ser detectados por meio de observacgdes clinicas. Isso conduz para uma forte
indicacdo de que essas toxinas sdo inofensivas ou ndo tdxicas para mamiferos, incluindo
o homem. A auséncia de efeitos toxicos em mamiferos tem sido creditada a acidifica¢do
do estomago e a falta de sitios de ligagdo especificos para as toxinas Cry no intestino
(McCLINTOCK et al., 1995). A esse respeito, tem sido verificada a degradagao rapida
dessas proteinas no fluido gastrico (cerca de 90% em 2 minutos). Isto significa que,
embora no fluido intestinal a degradagao das proteinas Cry seja mais lenta, esse fato ndo
tem grande importdncia no sistema natural, pois uma vez ingeridas, estas sofrem
primeiramente a agdo da pepsina no estdmago, sendo quase que completamente
digeridas (GILL et al., 1992; ENGLISH e SLATIN, 1992). Assim sendo, as mesmas
terdo um papel muito maior na disponibilizagdo de aminoacidos do que na inducdo de
outros efeitos.

Um outro parametro considerado foi o balango de nitrogénio (Tabela 4). A
relagdo entre a dieta consumida e a excregao fecal (F/D x 100) e os valores relativos de
excrecdo de nitrogénio (FN/N x 100) foram semelhantes ao verificado com a dieta

padrdo. Esses dados indicam que a inclusdo das toxinas Cryllal2 e Cry8Hal na dieta
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ndo foram capazes de interferir no aproveitamento das toxinas, tendo havido uma boa
retencdo de nitrogénio. As taxas elevadas de absor¢do e de utilizagdo do nitrogénio
observadas com uma proteina de alta qualidade, como ¢ o caso da albumina da clara do
ovo, sdo decorrentes ndo apenas de seu excelente perfil aminoacidico, mas, também, da
auséncia de fatores antinutricionais e/ou toxicos e de sua conformagdo estrutural,
permitindo a sua hidrolise completa e, conseqiiente, absor¢ao de aminoacidos.

Para confirmar a biodisponibilidade dos aminoacidos, outros parametros
nutricionais, compreendendo digestibilidade, utilizacdo liquida de proteina (NPU) e
valor bioldégico, foram avaliados (Tabela 5). Para todos eles, os valores determinados
para os grupos submetidos as dietas contendo as toxinas Cryllal2 e Cry8Hal nao
divergiram significativamente daqueles verificados com a dieta padrdao. Quase todos os
parametros foram superiores ou muito proximos a 90%, reforcando a natureza ndo
toxica ou mesmo antinutricional das proteinas analisadas, pelo menos para ratos. A
digestibilidade inadequada, ndo sendo o caso das proteinas avaliadas no presente
trabalho, ¢ um dos principais fatores que comprometem a eficiéncia da utilizagao
liquida das proteinas da dieta e, por conseguinte, o seu valor bioldgico. Quando
determinadas liga¢des peptidicas ndo sdo hidrolisadas no processo digestivo, parte da
proteina ¢ excretada nas fezes ou transformada em produtos do metabolismo por
microorganismos do intestino grosso (SGARBIERI e WHITAKER, 1982;
VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004). Assim, a avaliacdo desse parametro foi oriunda
do questionamento se haveria possibilidade das proteinas que ndo foram digeridas no
estobmago se ligarem a mucosa intestinal dos ratos, causando alteragdes relacionadas
aquelas verificadas nos animais suscetiveis as proteinas Cry, dentre elas a inativacdo do
sistema que mantém o gradiente de pH (WOLFERSBERGER, 1992) e a citdlise
osmotica (KNOWLES, 1987). Essa liga¢ao poderia, ainda, resultar na sua internalizag@o
e, entdo, no aparecimento de outros efeitos de natureza sistémica, tais como alteragdes
de alguns oOrgdos internos, como tem sido relatado para diversas lectinas

(VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004).

Os efeitos das toxinas Cryllal2 e Cry8Hal sobre o peso seco relativo de
orgdos internos e glandulas anexas dos ratos foram, também, avaliados neste trabalho
(Tabela 6), tendo em vista a existéncia de alteracdes significativas, particularmente no
intestino delgado e pancreas, oriundas do consumo de algumas proteinas, como

exemplos lectinas e inibidores de tripsina (VASCONCELOS et al., 2001; CLARKE ¢
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WISEMAN, 2005). Ao todo, foram dez o6rgdos e glandulas anexadas analisados,
compreendendo estdmago, intestinos delgado e grosso, figado, pancreas, coracgao, rins,
pulmdes, timo e bago. Nenhuma diferenca significativa foi detectada quando
comparados os pesos de 6rgaos dos animais mantidos com as dietas teste e com a dieta
padrdo. Os animais que receberam a dieta aprotéica apresentaram aumento relativo de
alguns 6rgdos como intestino delgado, coragdo, rins e pulmdes, provavelmente, numa
tentativa de preservagao desses orgaos. Atrofia do timo também foi detectada, devendo
estar associada ao estado de desnutrigdo do animal. Alteragdes no peso de oOrgaos
também nao foram detectadas em ratos alimentados com algodao transgénico,
expressando as proteinas entomotoxicas CrylF e CrylAc (DRYZGA et al., 2007). A
inclusdo da proteina CrylAb em dietas para ratos e bovinos também ndo trouxe

mudancas no peso de 6rgaos (NOTEBORN et al., 1995; SHIMADA et al., 2003).

Além dos pesos de Orgdos internos, analises mais minuciosas tém sido
realizadas, ndo tendo sido evidenciado, em varios casos, o0 comprometimento de 6érgaos-
chave de animais, resultante do consumo de transgénicos. Um desses estudos envolveu
o consumo de milho modificado geneticamente (MON 810), contendo o gene que
codifica a proteina CrylAb, que o tornou resistente ao inseto peste Ostrinia nubilalis.
Os resultados obtidos mostraram que o consumo de MON 810 ndo induziu altera¢des na
estrutura das membranas de células hepaticas e nem em seu aparato enzimatico,
envolvido com a biotransformagao de corpos estranhos intracelulares (TUTE’IAN et al.,
2001). Experimentos adicionais mostraram, ainda, que a administragdo de MON 810 a
ratos de seis meses de idade ndo causou efeitos adversos sobre a peroxidagao lipidica e
nem na atividade enzimatica do sistema antioxidante em eritrdcitos, plasma sanguineo e

figado (CHIBURAEYV et al., 2003).

Diferentemente do que ¢ verificado em larvas de insetos susceptiveis, isto &,
destruicdo das células colunares (GARCIA-ROBLES et al.,, 2001), alteragdes nas
criptas intestinais de ratos submetidos a dietas contendo Cryllal2 e Cry8Hal nao foram
identificadas, ndo havendo aumento das células de defesa tanto imediata como imune, a
borda em escova estava intacta e o nucleo do eritrocitos estava perfeitamente normal,
além de nao haver, também, destruigdo nem aumento do numero de células caliciformes
por campo. Esses dados sdo indicativos de uma nao agressdo a mucosa intestinal,

resultante do consumo dessas proteinas. Em adicdo, foi verificado que as toxinas Cry
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ndo interagiram com nenhuma regido dentro do trato digestério, incluindo o esofago,

estomago, duodeno, jejuno, ileo e colon (NOTEBORN et al., 1995).

Nas analises relacionadas a bioquimica sanguinea, com exce¢do do grupo
aprotéico, cujas alteracdes devem estar relacionadas a desnutricdo protéica, diferengas
significativas ndo foram detectadas nos animais submetidos a dieta padrdo e as dietas
contendo as proteinas Cryllal2 e Cry8Hal (Figuras 16 a 21). O fato da concentracao de
albumina sérica nos animais que receberam as toxinas Cry ter se mantido semelhante
aos submetidos a dieta padrdo ¢ importante, pois essa proteina ¢ crucial para
manuten¢do da pressdo osmdtica coloidal e transporte e armazenamento de varios
compostos do sangue como a bilirrubina, acidos graxos, tiroxina, cortisol, aldosterona e
calcio (GONZALEZ e SILVA, 2003). Um outro dado relevante diz respeito ao
observado para a concentragdo de fosfatase alcalina, indicando que a ingestdo das
toxinas Cry ndo causou danos as mucosas. A concentracdo elevada dessa enzima, que
ndo foi o caso, estd relacionada a crises gastrointestinais, provenientes do
comprometimento da mucosa e, também, de disturbios hepaticos (GONZALEZ e
SILVA, 2003). O baixo nivel de uréia também reforca um quadro de ndo intoxicagdo,
ainda que sua dosagem no sangue avalie apenas grosseiramente o funcionamento renal.
A razdo disso é que além dos distirbios primdrios, a uréia pode estar aumentada na
azotemia pré-renal, quando a oferta de sangue ao rim ¢ insuficiente, por exemplo, nos
casos de choque e desidratacdo, levando a diminuicdo da filtragdo glomerular
(GONZALEZ e SILVA, 2003). As concentragoes detectadas de aminotransferases
corroboram, bastante, com o quadro de ndo intoxicagdo até agora descrito,
caracterizando uma integridade da fungao hepatica. A aspartato aminotransferase (AST)
e a alanina aminotransferase (ALT) denotam, muitas vezes, desordens hepatocelulares.
Em vérios casos, niveis elevados dessas enzimas sdo observados quando existem
injurias, por exemplo, infeccdes ou toxinas, que resultam em lesdo da membrana
celular, com posterior perda de componentes citoplasmaticos e mitocondriais para o

plasma (GONZALEZ e SILVA, 2003).

Ao longo dos dez dias de experimento, cada animal consumiu em torno de 12
mg das toxinas Cryllal2 ou Cry8Hal, incluidas em dietas, compreendendo 0,1% da
proteina total. Nesse caso, os animais nao apresentaram qualquer efeito que pudesse
levantar suspeita de toxicidade dessas proteinas. Diante disso, surgiu o questionamento

se essa quantidade consumida por cada animal causaria uma toxicidade aguda, caso
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fosse administrada de uma tinica vez. Assim foi feito. Além de terem sido administradas
em dose Unica, as proteinas Cry foram apenas dissolvidas em NaCl 0,15 M,
diferentemente do primeiro experimento em que elas estavam juntas com outros
componentes da dieta, inclusive proteinas. A administracdo foi feita por entubagdo,
usando uma sonda orogastrica, para assegurar que o animal havia consumido as 12 mg
de proteina. A taxa de mortalidade dos ratos foi zero, no periodo de 24 horas, nao
apresentando qualquer mudanca de comportamento. Os animais continuaram sob
observacao por varios dias, ndo tendo havido alteragdo do quadro descrito. A quantidade
consumida das proteinas Cryllal2 ou Cry8Hal foi superior a expressao de outras
proteinas Cry em plantas geneticamente modificadas. Por exemplo, os niveis mais altos
da proteina Cryl Ab no milho transgénico MON 810 foram detectados em folhas, cujos
valores ficaram situados na faixa de 4,91 a 12,5 mg/Kg de peso fresco. Em plantas
inteiras, os valores ficaram entre 3,34 a 4,88 mg/Kg e em graos entre 0,31 a 0,57 mg/Kg
de peso fresco (SANDERS et al., 1998). Esses numeros sdo bem menores quando
relacionados as proteinas totais, correspondendo nas folhas a 10,34 ng/mg de proteina
total, na planta inteira 4,65 ng/mg de proteina total e nos graos 0,19 a 0,39 ng/mg de
proteina total (MENDELSOHN et al., 2003). Ja a proteina CrylAc, presente em treze
variedades comerciais de algoddo (DP 20B; DP50B; NuCOTN 33B; DP428B; DP
409B/RR; DP 422B/RR; DP451B/RR; DP458B/RR, variedades da Delta & Pineland
Co., Scoot, MS; ST 4691B; ST 4892B/RR, variedade da Stoneville Pedrigree —
Memphis, TN; SG 125B/RR, Sure-Grow - Delta & Pineland Co., Scoot, MS;
1218B/RR e 2280B/RR, Paymaster - Delta & Pineland Co., Scott, MS), apresentou um
valor médio de expressao de 1,5 mg/Kg de proteina CrylAc (ADAMCZYK e
SUMERFORD, 2001).

Os dados obtidos mostram, claramente, a ndo toxicidade das proteinas
Cryllal2 e Cry8Hal para ratos, por via oral, sendo suficientemente seguros a respeito
de sua seguranca alimentar, corroborando com varios outros estudos centrados na nao
toxicidade das proteinas de Cry em mamiferos (SJOBLAD et al., 1992; BETZ et al.,
2000; SIEGEL, 2001; FEDERICI, 2002; HARD e TERRON, 2004; DOULL, et al.,
2007).
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8 - CONCLUSAO

As proteinas entomotoxicas de B. thuringiensis Cryllal2 e Cry8Hal, quando
incluidas em dieta para ratos em crescimento, na propor¢do de 100 mg/Kg de dieta ou
0,1% da proteina total, e ofertadas por dez dias, ndo causaram efeitos antinutricionais
e/ou toxicos nos animais. Quando essas proteinas foram administradas por via oral em
dose Unica (12 mg), calculada com base na quantidade total ingerida no experimento
sub-cronico, os animais ndo apresentaram toxicidade aguda. Os resultados obtidos no
presente trabalho reforcam o potencial biotecnoldgico das proteinas Cryllal2 e
Cry8Hal, contribuindo com informagdes relevantes que viabilizam o seu uso como

ferramentas eficazes e seguras no controle de pragas importantes da cultura de algodao.
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9 - PERSPECTIVAS

- Analise da Alergenicidade das toxinas Cryllal2 e Cry8Hal em mamiferos.

- Andlise da seguranga alimentar em 90 dias do algoddo geneticamente modificado,

contendo as toxinas Cryllal2 e Cry8Hal, em mamiferos.
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