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Analise de Risco de Milho Geneticamente
Modificado

Introducao

O milho é umas das fontes mais importantes de alimento no mundo,
sendo insumo para a producdo de uma grande variedade de géneros
alimenticios, racées e produtos industriais. O Brasil é o terceiro maior
produtor mundial, com aproximadamente 70 milhdes de toneladas no
ano de 2011 (CONAB, 2011). O plantio do milho no Brasil é realizado
basicamente em duas safras, sendo cultivado em praticamente todo o
territério nacional.

O cultivo de plantas transgénicas de milho e o consumo de seus derivados
sdo eventos relativamente recentes no mundo e tém sido alvo de grande
interesse pela comunidade em geral. Neste sentido, algumas questdes
relacionadas as plantas transgénicas devem ser consideradas, como, por
exemplo, o Brasil, por ser signatario do Protocolo de Cartagena, adota o
principio de precaucdo de acordo com Principio 15 da Declaracao do Rio,
mencionado no Artigo 1 do Protocolo de Cartagena, ratificado pelo Brasil.
A abordagem de precaucédo deve ser utilizada nas avaliacdes de produtos
geneticamente modificados, orientando as avaliacdes de biosseguranca
com relacdo a questdes relevantes, que devem ser selecionadas a luz do
conhecimento existente sobre o tema.

Assim sendo, a biosseguranca de milhos transgénicos a serem lancados
comercialmente no Brasil deve ser avaliada “caso a caso”, determinando-
se as implicacdes do seu plantio comercial para o meio ambiente, para

a salde humana e animal e para os varios elos e atores dos sistemas

de producao dessa cultura. Os milhos transgénicos ja liberados ou em
processo de liberacao para uso comercial no Brasil estao listados na
Tabela 1.

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de exemplificar quais
informacdes sdao normalmente requeridas como suporte para uma
avaliacdo de biosseguranca de plantas transgénicas.


https://core.ac.uk/display/33883708?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Metodologia de Anélise de Biosseguranca: Anélise de Risco de Milho Geneticamente Modificado

(€102) 0!1gNLD :81u04

SdSd3-vdd LageAsd S0Ol8sul e sjualsisay susjoejouiny LLO08BNOW €-L17088-NOW LLO8BNOW
L10¢ Oluesuoln| gqyzAIQ GoL'VLAID| @ epidlgiaH e aluela|o]| wnusoeqolbyysisusibulinyy snjjioeg) R ¥£068NOIN €-7E@63-NON X 7E068NOIAN
S0}9SuU| e 91Ud}sIsay SoUBBOWI0IYI0P1IIN 0LSNOW 0LSNOW
L10¢ od ngl 1vd qvLAID 4LAID| @ epidlquay e djuels|0)| saoAwolda.s/sisusibulinyy snjjoeg B L0GLIL B L0SL@-SVA| OL8NOINXL0GLIL]
suaroejawINg
SdSd3vdI SOJasUul e BIOURISISAY|  WN8]2eqo.IbYy/Sauabouiolya0pLiiA| €09NN LOSLD L] L-L@SL@-Svda
L10Z od ngl  1vd 41A1D qvLAI9 8 eploiqlaH e aluels|0)| S92Awoidais/sisuaibuLiny) snjjioeg B 0LSNOW 9-0L8@@-NOW ZHY DA XH
S90UB19S0.BY/| SdSd3 suaroejowung E0MIN 9-€@90@B-NOW
moQ -vdD 1Vd 41A10  epidlqiay e SlueId|0]|  wWinu8}oeqoIbYy/SausbouI0IyI0pLIA B L0GLOL L-L@SL@-Svda Mmoa/Md
0L0Z 9 OJUBSUO|\| ZqVveZAID GOL'VLAID| o solasul e ajualsisay| saoAwoidalis/sisuaibulinyy snjioeg| 9 #S068NOWN €-vEP63-NON 9103 Jamod
SO}8sUl B BI1OUDISISaY sisuaibulinyj
oLoc ojuesuo|n| LageAID SdSd3-dD| @ BPIDIGISH B BluBIB|O| SNjjioeg/susioejauing wniaioeqolby LLO8BNOIN €-L1@88-NO 1A PIED PISIA
SdSd3-#dJ|  EPIDIQISY B S1uels|o]] suarejawing E0PDIN 9-€@90@B-NOW
oLoc OJuBSUO\| ZqYZAID GOL'VLAID| @ solasul e ajualsisay| wnuejoeqolbyy/sisusibulinyy snjjoeg| L ¥€068NON €-VE@68-NOIN ¢0dd
6-1L¢C
SdSd3aw eplolqlay e ajuess|o]| sAeyy eaz/sousb0uUI01o0PLIN LCVD “NOIN ¢-Nwwmﬂ
0L02 euabuAgl  ozevedIA qvLAID| @ solasul e dudlsisay|  seoAwoldalys/sisusiburinyl snjjroeg| Z9LHIN B LLIE-NAS L-LL@LE-NAS esa1din D1 L
600¢ owesuoly| gqveAD soLvLIAID SOl8sul e 8juslsisay sisuaibulinyj snyj1oeg 7E068NOIN 7E@68-NOIN oid
sualoeawINg
SdSd3  epldIqieH e 8lueId|O]| WNLIB1oeqoIbYy/SauaBow0IyI0IpLIIA SOMDIN 9-£@9G@-NOWN
600¢ juod ng -7dd 1vd 41A1D 9 019sU| B 9UdISISAY|  S82AW0da1S/sIsuaIbuLINY] snjjloeq B L0S1I01 L-/0SL@-Svd| ZHH/xd|nd48H HH
600¢ eluabuAg 0cevedIA SO}asu| e djualsisay sisuaibulinyy snyj1oeg CILHIN 7-C9LHI"NAS 29LHIIN-e481dIA
sOlasul e eIoU1SISaY sAeyy eaz/SausboUWO0IYIOPLIN 6-L2003@-NOWN
600¢ eIUBBUAGISHSdIW LVd gV LAID| @ epidiqueH e ajuetslo])| ssoAwoldes/sisusibulinyy snjjroeg|  LgvD R Llig L-LL@YHE-NAS D1/1L
SO}asul e elOURISISaY sisuaIbuLIny} OL8NOI 9-0L83@-NOW
6002 owesuol\| qvLAID SdSdI-vdD| @ EpIDIGISH B BIURIS|O| SNj/1oBg/susloBjauwIN] Wniia1oeqolby B E09IN 9-€@90@-NOIN| CHYH/PIEDPIBIA HA
S90U8195046Y ep1d1qJay e ajue.a|o]] S8U3BOW01YI0PLIN
800Z mo(Q 1Vd 41LA1D| @ solesul e ludlsisay| SaoAwo0idalis/sisuaibulinyy snyjroeqg L0SLD1 L-.@SL@-SvYa Xa|noJaH
800¢ elUBBUAg SdSd3w|  epidiqJaH e Sjueta|o]] sAew eaz LevD 6-LZOBDB-NOW D1
800Z OJUBSUO|A| SdSd3-#dD| epidigiaH e awuets|o]] sualoejawWINg WNIIB812EqOIBY 09N 9-€@90@-NOW| ¢ Apeay dnpunoy
sepiolgJay e ajuela|o]] S8UaBOWI01YI0PLIN
1002 ejuabuAg 1Vd Q¥ LAID| 8 so1asul e ajualsisay| seoAwoidal)s/sisuaibulinyy snjjroeg 19 1-LL@19-NAS il
1002 JEYCE:| 1Vd  eplolqieH e a1ueis|o]] seausbouwo1yoopLiin $82Aw01dells Gell Z-SOBINZ-SIV| Nulq Aleqi
£00¢ OJUESUOIN qvLAID SO}3sul e d1udlsisay sisuaibuLiny snjjroeg 0L8NOW 9-0L8@@-NOIN pieD PI3IA

‘|Iselg ou [e12Jawo0o osn eled sopelaql sodlugbsuell soy|i " Lejeqer



Metodologia de Anélise de Biosseguranca: Anélise de Risco de Milho Geneticamente Modificado

Analise de Risco

Avaliacao de risco é definida como sendo o
processo com base cientifica que consiste na
identificacdo e caracterizacdo do perigo, da
avaliacao da exposicao e da caracterizacao
dos efeitos do risco. Perigo é definido como
o potencial de um agente provocar efeitos
nocivos. O risco estéa relacionado com a
probabilidade de ocorréncia (exposicao) de
um perigo definido (KUIPER et al., 2001).
Basicamente, a avaliacao da seguranca de
Plantas Geneticamente Modificadas — PGMs
para a salde humana e animal e para o

meio ambiente procura determinar os riscos
existentes na utilizacado destes produtos.
Portanto, uma analise de biosseguranca
compreende a identificacdo do perigo e, se
este for identificado, uma avaliacado do risco e
da exposicao.

A biosseguranca de organismos transgénicos
é normalmente baseada em informacodes
sobre o organismo receptor ou hospedeiro

e sobre o gene introduzido, portanto, uma
revisao de literatura detalhada sobre o
assunto é de primordial importancia. A OECD
(Organization for Economic Co-operation and
Development) tem publicado documentos,
conhecidos como “Consensus Documents”,
utilizados pelos paises membros, para auxiliar
na compilacao de informacdes sobre diversos
organismos hospedeiros e caracteristicas de
interesse que sao utilizadas nas cultivares
transgénicas. Estes documentos apresentam
informacdes sobre o organismo hospedeiro e
a proteina codificada pelo gene de interesse,
consideradas importantes para a analise de
biosseguranca. Os “Consensus document

on safety information on transgenic plants
expressing Bacillus thuringiensis — Derived
insect control proteins” http://www.agbios.
com/docroot/articles/07-214-001.pdf ,
“Consensus document on the Biology of

the Zea mays subsp. mays (maize)” http://
www.olis.oecd.org/olis/2003doc.nsf/LinkTo/
NTOOO0426E/$FILE/JTO0147699.PDF e

“Consensus document on compositional
considerations for new varieties of maize

(Zea mays): Key food and feed nutrients,
anti-nutrients and secondary plant
metabolites”http://www.olis.oecd.org/
olis/2002doc.nsf/LinkTo/NTOO0O02F66/$FILE/
JT00130429.PDF complementam as
informacdes deste capitulo. Estes documentos
sao fontes seguras de informacdes, entretanto,
para se tornarem Uteis para as analises de
biosseguranca estas informacdes gerais
precisam ser complementadas com os

dados regionais de cada pais. Um sumario

das principais informacdoes contidas em
documentos consensus é apresentado a
seguir para o milho e para as metodologias de
transformacao utilizadas na producéao de milho
transgénico.

A Biologia do Milho (Zea mays)

A cultura-mae ou cultura-hospedeira do
transgene frequentemente serve como ponto
de referéncia na avaliacao da seguranca da
cultura geneticamente modificada (GM).

O avaliador de seguranca precisa ter o
maximo possivel de informacdes sobre
gendtipo, fendtipo, composicado centesimal,
antinutrientes ou substancias biologicamente
ativas, toxinas ou alérgenos alimentares,
diversidade, e histéria de uso seguro da cultura
isogénica nao transgénica.

Organismo receptor: Zea mays L., o milho.

Caracteristicas fenotipicas: Zea mays é um
membro da familia de gramineas (Poaceae),
uma espécie monoica anual variando em
altura de 1-4 metros. A arquitetura da planta
é definida por uma haste (colmo) com nés
compactos. As inflorescéncias masculinas e
femininas estao presentes na mesma planta,
mas localizadas separadamente. A flor
feminina é uma inflorescéncia pistilada, com
as flores nascendo em uma espiga longa.
Cada flor tem um estilo que se prolonga

por até 45 cm de comprimento, permitindo
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a sua exposicao através da palha para a
polinizacao. Flores femininas permanecem
vidveis para a fecundacao por até duas
semanas. Na inflorescéncia masculina (pendao
ou estaminadas) as espiguetas sdo dispostas
aos pares no pendao, que consiste de um
eixo central e geralmente varias ramificacoes.
O pendao é perfeitamente posicionado para
distribuir, pelo vento, o pélen que é produzido
em grande quantidade (GOODMAN; SMITH,
1987).

O milho é uma das plantas superiores mais
bem caracterizadas cientificamente, sendo hoje
a espécie cultivada que atingiu o mais elevado
grau de domesticacao e s6 sobrevive na
natureza quando cultivado pelo homem (BAHIA
FILHO; GARCIA, 2000).

Distribuicdo Geografica e Habitat Natural: O
milho vem sendo domesticado pelo homem
ha mais de 8 mil anos e, historicamente,
originou-se das regides tropicais do México e
da Guatemala e se espalhou pelas Américas
(GOODMAN, 1987). Atualmente, é produzido
na maioria dos paises do mundo, sendo o
grdo mais plantado depois do trigo e do
arroz. México e América Central sdo as
Unicas regides onde linhagens ancestrais sao
encontradas em nossos dias.

Transferéncia de genes entre o milho e outros
organismos: Zea € uma graminea pertencente
a familia, Poaceae, na tribo Maydeae. A

tribo Maydeae consiste de sete géneros:

Zea, Tripsacum, Coix, Sclerachne, Polytoca,
Chionachne e Trilobachne. Zea é o Unico
género cultivado no Brasil, sendo composto
por quatro espécies de teosintes. Teosintes sao
as espécies mais proximas relacionadas com o
milho (Zea mays Mexicana) e sao encontradas
em regioes do México e da Guatemala.

Elas podem facilmente cruzar com o milho
gerando descendentes férteis. No Brasil, ndo
foi encontrada qualquer espécie selvagem
sexualmente compativel com o milho.

Reproducédo e Disseminacdo: O milho é uma
planta polinizada pelo vento, sendo a dispersao
do pdlen o Unico meio eficaz de transferéncia
de genes entre plantas. As plantas de milho
liberam o pdlen por até 14 dias, o qual pode
se deslocar a longas distancias, entretanto, a
maioria é depositada préoxima a area de plantio.
A autopolinizacdo ocorre em aproximadamente
5% e a polinizacao cruzada em 95% dos graos.
O pélen de milho mede aproximadamente O, 1
mm de didmetro, sendo os maiores graos de
polen disseminados pelo vento. A dispersao
dele é influenciada por seu tamanho e pela

sua rapida taxa de sedimentacdo, menos de
1% do pélen chega a 60 metros da borda de
um campo de milho em condicdes normais
(PATERNIANNI; CAMPOS, 1999). O pdlen

é viavel por cerca de 2 horas e a polinizacao
cruzada nao foi observada em distancias
maiores do que 200 metros da fonte de pdlen
(LUNA et al., 2001). O isolamento das culturas
utilizando as disténcias de isolamento e
obstrucdes fisicas sao procedimentos normais
para conter o fluxo génico e garantir a pureza
das sementes na producao de sementes de
milho. A distancia minima da fonte de pdlen
para outro campo de producado de milho varia
de 200-400 m, dependendo da natureza do
material genético. Além disso, o plantio dos
campos com diferentes cultivares deve ser
feito em periodos que geram um minimo de 30
dias entre floracées de um campo para outro.
Isolamentos fisicos e temporais ja foram
estabelecidos e sdo utilizados regularmente,
com sucesso, para producao de sementes de
milho.

As plantas de milho sdo anuais e sementes
raramente sobrevivem de um ciclo para outro,
naturalmente. Sob condicdes normais, o

milho reproduz-se apenas pela producao de
sementes. Assim, em face da natureza dos
graos, das espigas e das préprias plantas de
milho, a sobrevivéncia desse vegetal esta
limitada ao ciclo de plantio e colheita efetuado
pelo homem, ja que é totalmente dependente
deste para que as sementes germinem apods
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a debulha da espiga. Todas as plantas
voluntdrias presentes no campo apés a colheita
sao facilmente identificadas e controladas
manual, mecénica ou quimicamente. Com

base nas caracteristicas de plantas voluntarias
descritas por Baker (1965), ndo ha nenhuma
evidéncia que sustente a ideia de que o

milho Bt ird se tornar uma planta voluntaria e
promover a invasao de areas nao cultivadas.

Interacées com outros organismos no
ambiente: O milho interage com uma grande
variedade de organismos no meio ambiente,
incluindo insetos, microrganismos, passaros

e mamiferos. Sendo uma espécie polinizada
pelo vento, nao requer a ajuda de insetos para
se reproduzir, no entanto, os insetos que se
alimentam de pdlen podem ser afetados em
campos floridos.

Insetos que se alimentam de vermes e

de residuos no solo também podem estar
presentes em campos de producéao de

milho. Insetos predadores e parasitoides

podem sobreviver alimentando-se de insetos
herbivoros que se alimentam de plantas de
milho. Varias aves e mamiferos alimentam-se
de sementes de milho e de tecidos vegetativos
e podem estar presentes nas areas de producao
de milho. Além disso, no agroecossistema de
milho uma grande variedade de microrganismos
pode ser encontrada no solo. Varios destes
estdo associados a processos envolvidos na
produtividade agricola, tais como solubilizacao
ou mineralizacao e fixacao de nitrogénio

e fésforo (Azotobacter, Beijerenckia,
Azospirillum, Mycorrhizae, etc) (VAN ELSAS;
VAN OVERBEEK, 1999).

Caracteristicas toxicas, patogénicas ou
prejudiciais a satude humana ou animal: O milho
nao apresenta qualquer caracteristica toxica,

é amplamente cultivado e historicamente

a sua utilizacdo nao é prejudicial. O milho
contém apenas baixos niveis dos antinutrientes
naturais, inibidores de tripsina e quimiotripsina.
Milho ou produtos dele derivados nao sao

considerados de risco para a saide humana ou
animal.

Composicdo centesimal: Valores referenciais
de composicao do grao para a cultura do milho
podem ser encontrados em Watson (1994).

Métodos de Transformacao Genética
de Milho

O método pelo qual os transgenes sao
introduzidos na planta hospedeira determina,
em parte, os requisitos de informacéao para
a avaliacao da biologia molecular do evento
transgénico.

Transformacédo de Milho Usando o
Bombardeamento com Microparticulas: O
bombardeamento de células vegetais com
DNA de interesse ¢ um método direto de
transformacao desenvolvido para introduzir
acidos nucléicos no genoma ou plastoma

de células (TAYLOR; FAUQUET, 2002).

Na transformacao via bombardeamento de
particulas ou biobalistica, microparticulas

de metal cobertas com o gene de interesse
sdo aceleradas em direcao as células-alvo,
utilizando-se equipamentos conhecidos como
“gen gun” ou canhao génico (SANFORD,
1988), com velocidades suficientes para
penetrar a parede celular e ndo causar a

morte da célula. DNA precipitado sobre as
microparticulas é liberado gradualmente dentro
da célula pés-bombardeamento, e integrado ao
genoma (KLEIN et al., 1987).

As principais vantagens do bombardeamento
estado relacionadas com a utilizacao de
vetores simples e de facil manipulacao, além
da possibilidade da insercdo de mais de um
gene de interesse nas células de maneira
eficiente. Embora seja considerado um
método de transformacao bastante eficiente
para o milho uma possivel desvantagem ¢ a
ocorréncia de multiplas cépias do GDI e de
complexos padrdes de integracao susceptivel
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ao silenciamento da expressao génica nas
geracoes futuras (WANG; FRAME, 2004).

Transformacéo de Milho Mediada por
Agrobacterium: Agrobacterium é uma bactéria
de solo capaz de causar tumores vegetais na
regiao da infeccdo. Estes tumores resultam

da transferéncia do plasmideo Ti da célula
bacteriana para a célula vegetal (GELVIN,
2003).

Agrobacterium tumefaciens constitui um
excelente sistema de introducao de genes

em células vegetais uma vez que: (i) o DNA
pode ser introduzido em todos os tecidos

da planta; (ii) a integracdo do T-DNA é um
processo relativamente preciso. Um problema
identificado nas transformacdes mediadas
por Agrobacterium é a presenca, em alguns
eventos, de sequéncias do vetor localizadas
fora das extremidades direita e esquerda
(KONONOV et al., 1997). Para o milho, a
técnica de Agrobacterium relatada resultou
em alta eficiéncia com alto nimero de eventos
contendo apenas uma ou um baixo nimero
de cdpias do transgene no genoma quando
comparada com a biobalistica (ISHIDA et al.,
1996).

Analises Moleculares

A caracterizacao molecular de uma planta
transgénica é usada para fornecer informacdes
sobre a composicao e integridade do DNA
inserido, o nimero de cépias do DNA inserido,
o0 numero de sitios de insercdo e o nivel de
expressao da nova proteina ao longo do tempo
e em diferentes tecidos. O sitio da integracao
no genoma do hospedeiro, no caso das plantas
transgénicas, pode fornecer informacdes sobre
as possiveis consequéncias diretas e indiretas
da modificacdao genética.

Uma planta transgénica, além do gene de
interesse, recebe sequéncias regulatoérias, tais
como promotores, terminadores, e muitas
vezes de genes marcadores e outros elementos

Uteis para o desenvolvimento do processo. Tais
componentes sao frequentemente provenientes
de diferentes espécies. Assim, a caracterizacao
molecular do transgene apds a insercao

na planta € um importante componente da
andlise de risco (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY, 2004). Todos os pareceres
técnicos para a liberacao comercial de milho
transgénico para comercializacao no Brasil
descrevem quais foram as andlises utilizadas
para a caracterizacao molecular dos eventos
em estudo e os resultados obtidos.

Analise de Risco Alimentar

A avaliacao da seguranca alimentar de
alimentos derivados de matérias-primas
geneticamente modificadas é baseada na
andlise de risco, a qual é balizada pelo conceito
de equivaléncia substancial. Para determinacao
da equivaléncia substancial, a composicdo do
organismo geneticamente modificado (OGM)
devera ser comparada com a composicao de
seu analogo convencional, preferencialmente

a linhagem parental direta sob condicoes
ambientais similares, minimizando diferencas
na composicdo nao relacionadas a composicao
genética. Ao mesmo tempo, € necessario
avaliar a nova variedade geneticamente
modificada em diferentes locais (diferentes
condi¢cdes ambientais) e durante temporadas
subsequentes (diferentes condicdes de clima),
com a finalidade de verificar se ndo houve
alteracao de rotas metabdlicas, com possiveis
efeitos adversos na composicdo da planta
(KUIPER et al., 2001).

Quando a transformacao genética nao

tem como objetivo principal a mudanca da
constituicdao nutricional da variedade parental,
as analises de biosseguranca alimentar

sdo baseadas nos métodos tradicionais
aplicados para a avaliacao dos constituintes
de um alimento, tais como proteina total,
gorduras, cinzas, fibras, micronutrientes,
perfil aminoacidico, perfil de acidos graxos,
carboidratos, compostos inorganicos e
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antinutrientes. Graos dos eventos transgénicos
foram produzidos em dois anos consecutivos
nos Estados Unidos e na Europa em diferentes
condicoes de campo e foram comparados com
a linhagem-controle, de pedigree semelhante,
nao transgénica, utilizando métodos de andlise
validados pela AOAC (Association of Official
Analytical Chemists) quanto ao contelido de
umidade, proteina, gordura, cinza, calorias,
carboidratos, fibra. Os resultados obtidos
estavam dentro das faixas descritas na
literatura e mostraram uma equivaléncia entre
o transgénico e o controle ndo transgénico
(CENTER FOR ENVIRONMENTAL RISK
ASSESSMENT, 2010). Do ponto de vista
nutricional, a composicdao dos aminoacidos
metionina, cistina, lisina, triptofano,
isoleucina, histidina, valina, leucina, arginina
fenilalanina, glicina, alanina, acido aspartico,
acido glutamico, prolina, serina e tirosina

foi comparavel a do controle e a valores
descritos na literatura. Similarmente, o perfil
dos acidos graxos linoleico, oleico, palmitico,
estedrico e linolénico foi analogo aos dados
de literatura. Dosagens de calcio e fésforo
foram paralelas entre o evento transgénico e a
variedade controle. A analise da constituicao
de carboidratos do grao (amido, fibras cruas,
frutose, glicose, sacarose e acido fitico)
também foi realizada.

As andlises de composicao centesimal dos
graos produzidos em relacao a variedade
convencional ou as diferencas devem estar
dentro da variabilidade normalmente observada
em plantas, portanto, a andlise nutricional visa
garantir que as novas variedades transgénicas
sdo tao nutritivas e seguras quanto seu
equivalente convencional.

Toxicidade e Alergenicidade

A proteina expressa é o principal foco dos
estudos toxicolégicos e alergénicos de
alimentos derivados de plantas geneticamente
modificadas. Neste sentido, é necessario

que dados de expressao, gerados na etapa

de caracterizacdao molecular do evento
transgénico, informem em que niveis e em
quais tecidos a proteina heteréloga sera
expressa. E indispensavel ter o conhecimento
se a nova proteina serd produzida
principalmente em partes comestiveis da planta
e se o processamento do alimento resultara na
sua desnaturacao.

A semelhanca de novas proteinas com
compostos alergénicos e/ou toxicos deve

ser avaliada “in silico” por comparacao da

sua sequéncia com sequéncias de proteinas
alergénicas e toxicas presentes em bancos

de dados tais como PIR, EMBL, SwissProt e
GenBank. Esta comparacao baseia-se no fato
que o compartilhamento de regides homodlogas
de sequéncias de aminodacidos entre proteinas
pode oferecer subsidios para definir a atividade
biolégica da proteina.

As proteinas normalmente sdo comparadas
com bancos de dados e para verificar
semelhancas com compostos alergénicos;
normalmente ndao se observa homologia
bioldgica significativa entre sua sequéncia e
a de toxinas presentes nas bases de dados
atuais.

Um método utilizado para prever o potencial
toéxico e/ou alergénico de uma proteina é o
seu comportamento em fluidos digestivos.
Normalmente, proteinas com caracteristicas
téxicas ou alergénicas sao estaveis a
degradacao enzimatica nestes meios. Para as
avaliacoes de biosseguranca, as endotoxinas
presentes nos produtos comerciais devem se
testadas para degradacao acida e enzimatica.
A degradacao pode ser seguida por meio do
desaparecimento da banda proteica em gel
de SDS-PAGE. As toxinas estudadas devem
ser inativadas nos estudos de digestibilidade
(OECD, 2007).

O potencial téxico e/ou alergénico da
proteina deve ser conduzido usando varios
critérios, incluindo homologia da sequéncia de
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aminoacidos com alergénicos conhecidos nos
bancos de dados de dominio publico (Genpept,
Swissprot, PIR protein), alimentacao por via
oral aguda em ratos, além dos ensaios de
digestibilidade. Se nenhuma homologia com
proteinas alergénicas presentes nos bancos
de dados e nenhum efeitos nocivos utilizando
concentracoes de proteina superiores a 2.000
mg/kg de peso corpéreo forem detectados, a
proteina é considerada de baixa toxicidade.
Testes de seguranca nutricional e toxicolégica
para todos os eventos transgénicos devem
ter comprovada a inocuidade das proteinas
expressas (CTNBio, 2013).

Analises de Risco Ambiental

O objetivo de uma avaliacao de risco ambiental
para variedades geneticamente modificadas
é identificar e avaliar os riscos associados
com a liberacéao e o cultivo destas plantas
em comparacao com a convencional com
uma histdéria segura de uso. As principais
preocupacoes da analise de risco ambiental
estao relacionadas (i) com o fluxo de

genes tanto para organismos relacionados
(transferéncia vertical) como para os nao
relacionados (transferéncia horizontal de
genes/HGT); (ii) com o potencial do evento
transgénico tornar-se uma planta voluntaria,
e (iii) com os efeitos secundarios que possam
prejudicar organismos nao alvo.

Fluxo de Genes

O fluxo génico no milho pode ocorrer por meio
da dispersdo de semente ou de pdélen. Por ser
uma espécie de fecundacao cruzada, esse
fluxo sempre ocorreu e continuara a ocorrer
entre as variedades cultivadas pelo homem
independentemente de serem crioulas ou
melhoradas por cruzamento convencional ou
por engenharia genética. Entretanto, existem
mecanismos para a mitigacao desse problema,
pois métodos de controle da polinizacao
cruzada em milho, em campos isolados, ja
sdo conhecidos desde o inicio do século

passado, quando se iniciou a producao de
milho hibrido. Além disso, o gene ou alelo
transferido s6 permanecera na populacao se o
fluxo génico for continuo, com uma frequéncia
relativamente alta e se houver alguma
vantagem adaptativa. As caracteristicas
introduzidas nos eventos de milho transgénicos
liberados no Brasil ndo trariam consequéncias
potencialmente danosas a saude humana,
animal ou ao meio ambiente, tendo em vista
as consideracoes feitas anteriormente e o
histérico de uso seguro em outros paises

ha mais de 10 anos (BROOKES; BARFOOT,
2006). Em adicdo, nao foi detectada nenhuma
diferenca entre o pdlen de milhos transgénicos
e o pélen de milhos ndo transgénicos que
fizesse os eventos transgénicos serem mais
competitivos ou eficientes na fertilizacdo do
que o pdélen convencional (Parecer Técnico
1255/2008 - CTNBio 2010).

Transferéncia horizontal de genes (THG) é
definida como a transferéncia de material
genético de um organismo doador para
outro organismo receptor que nao sejam
sexualmente compativeis (GAY, 2001). A
possibilidade da ocorréncia de uma THG
entre plantas transgénicas e microrganismos
do meio ambiente é um fato real, ainda que
demonstrado apenas em condicdes artificiais
e otimizado em laboratério (BERTOLLA,;
SIMONET, 1999).

Entretanto, de acordo com a literatura
cientifica consultada, fica claro que este é

um evento que ocorre com uma frequéncia
extremamente baixa (BERTOLLA; SIMONET,
1999). No meio ambiente existem inUmeras
barreiras bioldgicas e fisicas que devem

ser transpostas para permitir que DNA seja
transferido entre organismos filogeneticamente
distantes. E, finalmente, quando uma
transferéncia ocorre, é improvavel que ela
confira alguma vantagem seletiva para o
microrganismo recipiente, a menos que ele
esteja exposto a uma pressao de selecdo. Se a
transferéncia entre organismos geneticamente



Metodologia de Anélise de Biosseguranca: Anélise de Risco de Milho Geneticamente Modificado 9

distantes nao fosse um evento extremamente
raro de ocorrer, nds poderiamos regularmente
encontrar exemplos de genes de plantas
presentes no genoma de bactérias. Esse caso
ainda nao foi demonstrado nem mesmo com
o sequenciamento de diferentes genomas de
microrganismos.

Efeitos Secundarios e Organismos
Nao Alvos

A analise de risco ambiental deve considerar
as consequéncias nao intencionais do plantio
de uma cultura transgénica no ambiente,
principalmente porque isto pode impactar

o agroecossistema. No caso de plantas
pesticidas, deve-se avaliar o perigo potencial
para os insetos benéficos, os animais
selvagens terrestres, aquaticos e plantas que
possam ter uma interacdo direta com o evento
em estudo. Caso sejam observados efeitos
negativos em estudos de laboratdrio, estudos
de campo sao requeridos para acessar a
probabilidade de exposicdo da espécie nao alvo
as condicdes de perigo detectadas (CENTER
FOR ENVIRONMENTAL RISK ASSESSMENT,
2010).

As analises de risco ambiental de plantas
geneticamente modificadas iniciam-se com a
identificacdo das funcdes ecoldgicas e espécies
importantes nos sistemas de producéao e
ambientes naturais que poderiam ser afetadas
pela introducado do evento transgénico. A
escolha dos organismos nao alvo é baseada no
potencial de exposicdo no campo desta espécie
a nova proteina. Para certas culturas, o EPA
requer dados sobre toxicidade para mamiferos,
passaros, peixes, abelhas e outros insetos
benéficos e invertebrados do solo (OECD,
2007).

Os mamiferos mais utilizados em testes de
laboratdrio sdo os ratos e os camundongos
e, segundo o levantamento da OECD (2007),
os dados disponibilizados das pesquisas nao
indicam a existéncia de efeitos adversos

sobre estes mamiferos como previamente
mencionado (BRODERICK et al., 2006).

Normalmente as aves utilizadas nos estudos
toxicolégicos sao as codornas, os patos e
frangos de corte. Com relacao a utilizacao
comercial de alguns eventos de milho
transgénico, resultados negativos de testes
de exposicao alimentar agudos e subcrénicos
utilizando codornas foram disponibilizados

por varias empresas do ramo de transgénicos
para plantas expressando toxinas Bt (revisado
por OCDEC, 2007). No caso especifico de
milho transgénico Bt, testes utilizando animais
aquaticos sao relevantes apenas para campos
cultivados nas proximidades de cursos de
agua. Recomenda-se utilizar peixes presentes
na regido de plantio do evento transgénico,
dos quais se tenham informacdes disponiveis
sobre habitos alimentares, ecologia da espécie,
manejo, distribuicdo geogréafica e a existéncia
de técnicas de manipulacdo em laboratérios ja
validadas.

Um dos invertebrados indicados para

estudos toxicoldgicos é a daphnia. Este
invertebrado além de apresentar o efeito de
bioconcentracao de substancias tem um ciclo
de vida curto e pode também ser utilizado para
estudos reprodutivos. Resultados de testes
apresentados por empresas detentoras de
eventos OGM usando pdlen proveniente de
plantas transgénicas ndo mostraram nenhum
efeito negativo em daphnia (revisado por
OECD, 2007).

No caso de andlise de biosseguranca de milho
Bt os insetos sao os principais alvos das
toxinas e, portanto, os principais organismos
nao alvo que precisam ser considerados na
avaliacao de risco destes eventos. Devido

ao modo seletivo de acao, as proteinas Cry
afetam varios lepidépteros e/ou insetos
dipteros e tém pouca ou nenhuma toxicidade
para as espécies nao alvo, como, por exemplo,
neurdpteros, himendpteros e coledpteros.
Corroborando com estas informacdes, o
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documento consenso produzido pela OECD
(2007) traz resultados de varios testes feitos
com insetos indicadores, pertencentes a
diferentes ordens, para as toxinas Bt usadas
em plantas comerciais.

Testes toxicolégicos em inseto nao alvo,
segundo as indicacdes do EPA, devem ser
realizados em um ndmero representativo

de insetos benéficos de diferentes taxa. E
recomendado que os testes sejam realizados
em espécies polinizadoras, como as abelhas,
e em trés outras espécies de insetos, com
representante de pelo menos dois dos
seguintes grupos — dipteros parasitas,
hemipteros predadores, coleépteros
predadores, acaros predadores, neuropteros
predadores, hymenopteras parasitas.

Para avaliar o potencial téxico de plantas-
pesticidas para organismos presentes no

solo normalmente sao utilizados em testes a
Collembola, por ser um organismo envolvido
em degradacao de detritos, e minhocas,
baseando-se na possibilidade de uma exposicao
prolongada destes organismos a residuos

de culturas Bt incorporados ou deixados

na superficie do solo. Segundo revisao

dos resultados dos testes submetidos para
aprovacao comercial feita pela OECD (2007),
nao foram observados efeitos negativos

em testes de exposicdo de minhocas as
endotoxinas presentes em plantas comerciais.
Em uma revisao sobre os efeitos das proteinas
Cry sobre os organismos presentes no solo,
Icoz e Stotzky (2008) apresentaram dados
indicando que, em geral, pouco ou nenhum
efeito téxico de proteinas Cry tem sido relatado
em artréopodes, colembolas, acaros, minhocas,
nematoides, protozoarios, e nem sobre a
atividade de varias enzimas presentes no solo.

Durante a avaliacao de biosseguranca de
organismos nao alvo, inicialmente altas doses
das endotoxinas sdo testadas em laboratérios;
se efeitos adversos forem observados é
necessario realizar uma avaliacdo de risco

levando em consideracao as probabilidades

de exposicdo da espécie a toxina em

campo. Varias rotas de exposicao existem e
dependem da ecologia, do habitat, dos habitos
alimentares e das fases de vida da espécie em
estudo. A exposicao pode ser direta, através
da absorcao da toxina presente em eventos,
se agregada ao solo, ou indireta, através

da cadeia alimentar entre os diversos niveis
tréficos (CENTER FOR ENVIRONMENTAL RISK
ASSESSMENT, 2010).

Impacto Sobre a Microbiota do Solo

O milho transgénico tem sido explorado pelas
diferentes vantagens que apresenta aos
sistemas produtivos de graos. Por outro lado,
pode acarretar efeitos ecoldgicos adversos

a microbiota do solo e a organismos da
rizosfera (composicao ou funcées ambientais)
por meio da introducdo da toxina nesses
ambientes por residuos da cultura exsudados
da raiz e inclusive pélen (SAXENA; STOTZKY,
2000). Estudos em laboratério detectaram

a exsudacao da toxina Bt pela raiz do milho
transgénico (SAXENA; STOTZKY, 2000),
trazendo questionamento sobre as possiveis
interacdes dos exsudados da raiz com a biota
de solo (rizosfera).

Alteracdes na composicao das populacdes
da biota do solo resultam em alteracodes

nos processos de decomposicao da matéria
organica e na ciclagem de nutrientes, o que
tem sido frequentemente associadas a perda
de sustentabilidade (O’'DONNELL; GORRES,
1999).

Muitas vezes é dificil determinar a composicao
das comunidades microbianas no solo e a sua
resposta a perturbacdes deste ecossistema.
Apesar de recentes avancos metodolégicos,
especialmente técnicas de biologia molecular,
estarem ajudando a compreender as
comunidades de microrganismos presentes
nos solos, muitos aspectos ainda nao sao
suficientemente entendidos. A maioria dos
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estudos relacionados com os efeitos das
culturas Bt no solo tem mostrado pouco ou
nenhum efeito prejudicial (ICOZ; STOTZKY,
2008). Em geral, as diferencas encontradas na
estrutura das comunidades microbianas sao
transitérias e nao diretamente relacionadas
com a presenca das plantas transgénicas.
Trabalhos publicados na literatura cientifica
concluiram que a presenca das plantas
transgénicas nao afeta de forma significativa
a microbiota e os animais que vivem no solo
(MUCHAONYERWA et al., 2004; ICOZ;
STOTZKY, 2008).

Conclusoes

Os eventos de milho transgénicos liberados
para comercializacao tém gerado beneficios
significativos desde sua introducao em
meados dos anos 90. InUmeras autoridades
reguladoras ao redor do mundo avaliaram os
dados cientificos sobre milho transgénicos, e
concluiram que estes produtos sdo seguros
e adequados para a introducao na agricultura
comercial. Essas afirmacdes podem ser
ratificadas por quase 20 anos de histéria de

uso seguro dos transgénicos em todo o mundo.
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