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RESUMO

Os esporos-cristais dgacillus thuringiensigBt) tém sido usados no controle biol6gico de
insetos como uma alternativa para o uso de agaum®xia agricultura. A§-endotoxinas, ou
proteinas Cry ddB. thuringiensis possuem atividade inseticida para diferentes nsraie
insetos. Mesmo como esporos-cristais, ja apresantaéoxicidade e tém sido usadas para
proteger diferentes culturas. Objetivou-se avabarpotencial genotoxico, citotéxico e
hematotoxico do complexo esporo-cristal das estimeEombinantes contendo 0s genes
BtCrylla, BtCryl0Aa e BtCrylBa6 dgacillus thuringiensisem dois organismos néo-alvo.
Com esporos-cristais dessas estirpes recombinfmmées realizados trés concentracdes/doses
nos tratamentos com peixe e com camundongo, irduim grupo de controle negativo para
ambos organismos. Grupos deQfeochromis niloticusforam expostos as concentracfes de
25, 50 e 100 mg/L, que variaram de’ B09 x 10 esporos viaveis por mL por 96 horas.
Grupos de 6 camundongos foram expostos via gavageconcentracdes de 27, 136 e 270
por 72 horas com variacdes de 4 X 40.3° esporos viaveis. A genotoxicidade em peixes foi
realizada por meio de trés diferentes testes, i@ @3 cometa, microndcleo e anomalias
nucleares em eritrocitos periféricos corados coemga. A genotoxicidade em camundongos
foi avaliada pelo teste do micronucleo, a citotmdde através da proporcéo entre eritrocitos
policromaticos e normocromaticos, obtidos de sanmeréérico e corados com laranja de
acridina. A hematotoxicidade foi estudada por mde hemograma completo. Nossos
resultados mostraram que os esporos-cristais C6/&@Bary10Aa nao foram genotoxicos para
peixes da espéci®@. niloticus.Entretanto, o esporo-cristal Crylla induziu dandDiNA por
meio do teste do cometa elevando o indice de dammmerados. Em camundongos, esses
esporos-cristais ndo apresentaram genotoxicidacieo®xicidade. No entanto, alguns dos
parametros hematolégicos foram significativameiterados, o que parece estar relacionado
com o0s niveis de exposi¢éo.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis bioinseticida, esporo-cristal, genotoxicidade
ambiental.



ABSTRACT

Spore-crystal oBacillus thrungiensishave been widely used in the biological control of
insects to replace chemical pesticides in the aljue. Thes-endotoxins or cry proteins from
B. thuringiensishave insecticide activity against several différerdens of insects. Even as
spore-crystal, they already show toxicity beingduse protect many different crops. This
study was carried out to evaluate the genotoxitotoyic and haematotoxic potential of
different recombinant strains of the complex sposestal BtCrylla, BtCrylOAa and
BtCry1lBa6 fromB. thuringiension twoin vivo biological models. Groups of térechromis
niloticus were exposed at concentrations of 25, 50 and 1§Q,mnwvhich means a range from
10" up to 9 x 10viable spores per ml of water for 96 h. Groupsinfisice were exposed by
gavage at concentrations of 27, 136 and 270 mgkg@2h, which means a range from 4 x
1% up to 18° viable spores per ml of water. Genotoxic evalustion fish were done using
three different endpoints comet assay, micronucleast and nuclear abnormalities in
peripheric erythrocytes stained by giemsa. Otherwiise genotoxicity to mice was evaluated
by micronucleus test and cytotoxicity through tle¢ationship between polychromatic and
normochromatic erythrocytes from peripheric bloodaireed by acridine orange.
Haematotoxicity was studied through automated eauobnsidering erythrogram, leukogram
and platelets from peripheral blood samples. Osulte showed that spore-crystals CrylBa6
and Cryl10Aa did not have genotoxicity to fish spe€. niloticus.On the other hand, Crylla
induced DNA damage by the comet assay in some axpdavels. In mice, the three tested
spore-crystals did not show genotoxicity nor cyxatily. However, some haematological
parameters were significantly changed, which cteldelated to exposure levels.

Keywords:Bacillus thuringiensisbioinsecticide, spore-crystal, environmental dexiaity.
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1.1 Mecanismos de controle de pragas agricolas

1.1.1 Agrotoxicos

Os insetos praga sdo responsaveis por perda deimpdamente 13% da safra de
alimentos do mundo (Silva-Filho & Falco, 2000).

Na agricultura, as pragas diminuem a qualidaderddypo para o mercado e consumo
humano. No algodao, por exemplo, o comprimentoferga da fibra diminuem, na soja,
raizes e caules sdo consumidos, e a desfolha tamt@mne, e em outras situacdes, a Lagarta
do Cartucho $podoptera frugiperdaperfura as folhas e ataca o cartucho do milho,
diminuindo a massa da espiga e a producao dedssaceim até 20% (Silva, 1999).

Os danos as culturas agricolas e a rapida resposiantrole das pragas, requerida por
agricultores, induzem ao uso de agrotéxicos, guespa vez, possuem amplo espectro de
acao, pouca especificidade a organismos alvo ecauma série de danos a saude humana.

A Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, vigora sdadgrotoxicos e afins definindo-os
como “produtos e agentes de processos fisicos,cpsrou bioldgicos, destinados ao uso nos
setores de producdo, no armazenamento e benefigiante produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas olantagas, e de outros ecossistemas e
também de ambientes urbanos, hidricos e industcigis finalidade seja alterar a composicao
da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agimsa de seres vivos considerados
nocivos” (Brasil, 1989).

A introducdo de agrotoxicos no Brasil iniciou-se eneados de 1943, com as
primeiras amostras d#cloro-difenil-tricloroetano (DDT), que foram dedertas em 1939 e
tiveram énfase no controle fitossanitario. A pattirdécada de 60, com o processo conhecido
como “Revolucdo Verde” o modelo agricola mundiatdzalo na utilizacdo de defensivos
agricolas quimicos foi introduzido nos paises deei® mundo (Spadotto, 2006).

A partir de 1975, o proprio governo brasileiro arifnanciamentos agricolas para a
aplicacdo de agrotéxicos em lavouras, com o Plaaciddal de Desenvolvimento (PND),
onde aproximadamente 20% do incentivo agricola erargatoriamente destinados para a
aquisicao de agrotoxicos (Novato-Siktaal, 2004).

Todavia, em 1962, nos Estados Unidos, a ambietat@disa. Rachel Carson publicou o

livro “Primavera Silenciosa” Silent Spring, alertando sobre as consequéncias do uso
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indiscriminado de tais produtos sobre populacéesves, e consequentemente o risco para o
homem (Carvalho, 2006).

A cinética dos agrotoxicos no ambiente é deterna@inpdr processos de retencao
(absorcao), transformacao (degradacéo quimical@giia), transporte (deriva, volatilizacéo,
lixiviagcao e carreamento superficial) e por intées;desses processos (Spadotto, 2006).

O uso indiscriminado extensivo de agrotoxicos @&tarra degradacdo do meio
ambiente por meio da contaminacdo do solo e da. aprado em vista a destruicdo da
cobertura vegetal para efetuar o plantio, estegpostas quimicos penetram o solo com mais
facilidade podendo atingir o lencol freético e eoninar rios e lagos (Calheiresal, 2004).

A falta de previsdo exata do comportamento desséricps no meio ambiente, a
interacdo entre eles (Oliveira-Filho, 2008), e gacédade que eles possuem de se
acumularem nos tecidos de organismos aquaticosy @aguenos crustaceos e peixes, que
fazem parte da alimentacdo de comunidades ribasjndé&o fatores preocupantes quando se
trata de agrotoxicos.

Cerca de dois milhdes de pessoas no mundo morraaina@nte em decorréncia de
compostos toxicos na agua, sendo a maioria criacg@asmenos de 5 anos de idade. Isto
provém de poluentes emitidos por industrias e pgl&cultura, como compostos sintéticos,
medicamentos e produtos de uso domissanitarioseBgmluentes, aproximadamente, 140
milhdes de toneladas sédo provenientes de fertikgame pesticidas liberados na agua
(Schwarzenbacht al, 2011).

Por exemplo, o herbicida atrazina que tem sidozatb em larga escala no Brasil,
principalmente na cultura de milho, foi proibido Ademanha, devido aos altos niveis
encontrados na agua (0,5 pg/L - Europa), sendsgaeneia vida no solo varia de 1,5 més a
5 anos (Traghettet al, 1996).

O mercado global investe cerca de US$ 28 bilhdedefansivos agricolas. No Brasil,
este valor corresponde a US$ 7 bilhdes anualmeatejo que 38,9% dos agrotdxicos sao
utilizados na Regiao Sul (Alves & Filho, 1998; ANBA, 2009).

As publicacfes mais recentes da Organizacao Iiermal do Trabalho/ Organizacéo
Mundial da Saude (OIT/OMS) estimam que, entre trelolores de paises em
desenvolvimento, os agrotoxicos causam anualmehtmil7intoxicagcbes agudas e crbnicas
que evoluem para o6bito. E pelo menos sete milhéedodncas agudas e cronicas ndo-fatais,
devido ao uso de pesticidas (Faeiaal, 2007). A figura 1 ilustra a realidade que abrange

muitos trabalhadores de campo, a falta do uso dip&gentos de protecéo individual.
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Figura 1. Pulverizacdo de
agrotoxico de forma irregular.
Fonte: ANVISA, 2009b.

Vérios estudos tém demonstrado em diferentes agensi que alguns agrotoxicos
podem ser toxicos e/ou genotoxicos e influenciasai@evivéncia, fertilidade e composicéo
genética das populacdes (Kruger, 2009).

Estudos epidemioldgicos em agricultores, aplicagldee inseticidas, e em individuos
eventualmente expostos, revelaram aumento da m@aléde céncer especifico como
leucemia, sarcoma de Ewing, linfoma de ndo-Hodgkémceres no rim, cérebro, testicular,
colorretal e cancer cerebral em criancas expostasasa, ou que tenham pais em exposicao
ocupacional (Blair & Freeman, 2009). Os agrotoxicpedem também agir como
desreguladores enddcrinos, agindo na interacdecgptores, inibindo a sintese de esteroides,
e agindo diretamente sob o sistema endocrino (Mantet al, 2008).

O fungicida sistémico fenarimol que ndo é considi@rgenotoxico, ou de baixa
genotoxicidade, mostrou-se genotoxico quando al@kan fetos de ratos no inicio e no final
da gestagcdo (Castro, 2004). Em um trabalho realizad Kriiger (2009), verificou-se o
aumento significativo de fragmentos cromossémigasites, cromossomos retardatarios e
micronucleos ocasionados pela acdo do glifosatta-d#utrina e fention, compostos
utilizados em agrotoxicos.

Em ensaios utilizando o DDE, metabolito do DDT,ifi@u-se alta incidéncia de
micronucleos em cultura de linfécitos humanos nuwmacentracdo de 80mM (Ennaceadr
al., 2008).
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No Brasil, ainda é comum, sobretudo em municipiegupnos, a pulverizagdo de
inseticidas em areas residenciais para o contmlagktos vetores comoAedes aegypti

vetor da dengue, conforme ilustrado na figura 2.

ey,

Figura 2. Pulverizagdo de inseticida no
combate a insetos vetores de doenEaste:
Ministério da Saude, 2011.

Neste contexto, existem muitos dados na literatcientifica que relatam a
mutagenicidade, carcinogenicidade e teratogenieididinseticidas, fungicidas e herbicidas
quimicos; todavia, ha uma caréncia de dados sa@sesenesmos aspectos com relacdo aos
biopesticidas. Com isso, faz-se necesséria a geednformacdes complementares nesta

area de pesquisa toxicoldgica (Grisolia, 2005).
1.1.2 Controle biol6gico

Baseando-se no perfil toxicolégico dos pesticidasnas dados apresentados
anteriormente, torna-se imprescindivel uma alteraaustentavel, como o uso de produtos
com alta especificidade aos organismos alvos eawmefeito adverso.

A pratica do controle biolégico foi desenvolvida$&culos a partir da observacéo de
produtores da acdo de controle, principalmentepréeladores em insetos-praga, de facil
visualizagdo e compreensdo de seus ciclos de vidia suas interacdes (Paula-Moraes &
Oliveira, 2006).

As anélises comportamentais de organismos conik@eam énfase no século XIX,

incluindo a acdo de entomopatdégenos (fungos, bastéwirus, nematdides) que foi
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impulsionada pela mortalidade do bicho-da-sdgtambyx mori infectado pelo fungo
Beauveria bassianaomprovado cientificamente em 1835 (Paula-Mog&é&3iveira, 2006).

De acordo com Suijii e colaboradores (2002), o wseahtrole biolégico melhora a
qualidade do produto, reduz a poluicdo ambientairgribui para a preservacédo dos recursos
naturais. Com isso, o controle bioldgico, que cgtesno controle de pragas por meio da
utilizag&o de seus inimigos naturais, tem sido at@nativa no controle de pragas agricolas.

Na pecuaria, por exemplo, o coledptBigitonthophagus gazellajulgo “rola-bosta”,
€ usado no controle da mosca-do-chifre, um hengiofgue parasita bovinos e outros
animais. Essa praga provoca a diminuicdo da caama p corte, a producao de leite,
depreciacdo do couro e, as vezes, anemia. Os beseéo introduzidos no campo e se
alimentam do esterco do gado, justamente onde acandaz a desova, 0 que
consequentemente quebra o ciclo biolégico da m@da et al, 2007).

Todavia, o principal problema do controle biologiem sido a introducdo de espécies
exoticas e a possibilidade delas competirem corcgsp nativas, levando as espécies nativas
a deslocarem-se para outros locais ou provocaralexdin¢cao (Menezes, 2006).

O termo Agentes Microbioldgicos de Controle (AMGs) criado e definido pela
Resolucdo Diretoria Colegiada (RDC) n° 194, de §uilleo de 2002, da ANVISA, para
separar 0s microrganismos utilizados no controlgpdgas agricolas dos outros tipos de
produtos bioldgicos (Oliveira-Filho, 2005). Os AMGg destacam por possuirem maior
especificidade aos organismos-alvo e, a principiar, ndo apresentarem toxicidade a

mamiferos.

1.1.3 Bioinseticidas

Segundo a Instrucdo Normativa Conjunta (INC) n°0@& (Brasil, 2006a) do
Ministério da Agricultura Pecuéaria e AbastecimenrttMAPA, ANVISA e do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos NatulRenovaveis - IBAMA, agentes
microbiolégicos de controle sdo “os microrganisme®s de ocorréncia natural, bem como
aqueles resultantes de técnicas que impliquemtradiucdo natural de material hereditério,
excetuando-se 0s organismos cujo material gen@bid\/RNA) tenha sido modificado por
qualquer técnica de engenharia genética (OGM)”.

Os produtos bioldgicos também se enquadram na.BBR/B9, lei dos agrotdxicos e

afins, e por isso, devem seguir o Decreto n° 4d@¥4£2004 (Brasil, 2004) que regula a lei
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citada. De acordo com o decreto e RDC n° 194/2@@dgjra-Filho, 2005), para que haja
producdo, manipulacdo, exportacdo, importacdo detéagcos e afins, estes devem ser
registrados e prestar informacdes e dados espeiflos produtos ao MAPA (produtos
agricolas), ANVISA (produtos agricolas para uso ambientes hidricos e desinfestantes
domissanitarios) e IBAMA (produtos agricolas e psga em ambientes hidricos).

A RDC n°124/2002 foi criada, sobretudo pelo fatogde tanto AMCs e agrotoxicos
serem avaliados como produtos quimicos, sem ditispbre seu efeito sobre os diferentes
ecossistemas. Ela preconiza estudos de toxicidadeMCs que devem ser realizados, tendo
em vista que pouco ainda se sabe sobre o verdapeiemcial toxico destes organismos
(Oliveira-Filho, 2005).

A crescente procura por alimentos “mais limpos” @ncbaixa toxicidade e
periculosidade tem aumentado a demanda comercials,de consequentemente, sua
producdo. Contudo, a preocupacdo dos O6rgdos regetadlesses produtos deve-se a
similaridade entre os mecanismos de acao de prodididgicos e produtos quimicos, além
do possivel potencial adverso desses produtos sskakmentos e a saude humana. Tal como
a toxicidade de potenciais toxinas, dados de lititlade, alergenicidade e patogenicidade.
Desta forma, se justificam os testes de seguragiga pgéncias reguladoras (Oliveira-Filho &
Castro, 2006).

A INC n° 3/2006 (Brasil, 2006a) define ainda omgpais estudos ecotoxicoldgicos
solicitados: fase | — ensaios de toxicidade aguala plgas, invertebrados/peixes de agua
doce, insetos ndo-alvos, e toxicidade oral agudea ves; fase Il — estudos de
comportamento desses agentes em diferentes anshiéage Ill — estudos de toxicidade em
animais silvestres, patogenicidade e reproduca@wess, especificidade para invertebrados,
ciclo biolégico de peixes e plantas ndo-alvo. Aigdarevista uma quarta fase, entretanto, as
primeiras fases sédo as mais realizadas pelos ssttes e em ambito académico, em virtude
de maior praticidade dos testes. Os estudos emddvmamiferos também séo exigidos pela
ANVISA como subsidio para avaliacédo de perigost@sdumana (Oliveira-Filho, 2008).

Os bioinseticidas, ou produtos biologicos entomag@icos, podem ser de origem
fungica, bacteriana ou viral. Eles sdo usados eis/paises ha quase 50 anos. Em geral, séo
inimigos naturais de pragas agricolas e de vetdeedoencas, como fungos e insetos. Na
maioria dos casos, o efeito se da pela presen¢axd®s especificas que tém sua acdo no
trato digestorio do inseto (Oliveira-Filho, 2008).

Considerando a acédo benéfica dos bioinseticidataaespecificidade a organismos-

alvos, o baixo ou nenhum efeito adverso no amhientm espécies ndo-alvos, mamiferos,
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aves e organismos aquaticos, além da possibilidadser usado em acdo conjunta a outros
mecanismos de controle, seu uso tem sido amplandéniiyado em campo, pela midia, e
inclusive, recomendado pela OMS em questdes degailica (Varella, 2011).

A conservacéao dos produtos a base de AMCs exigescamidados em decorréncia de
sua natureza bioldgica, pois alguns patdégenos pomensua integridade comprometida
devido a exposicdo ao calor, luminosidade, umidad®u contaminacdo por outros
compostos. E de conhecimento cientifico que emnadguavouras o equipamento usado para
aplicacdo de bioinseticidas e agrotoxicos € o mespoalendo inviabilizar o uso do
bioinseticida (Guimaraest al, 2004).

Os bioinseticidas podem ser encontrados nas seguifairmas: pulverizaveis
(concentrados emulsionaveis, suspensfes concesitrsugpoemulsdes, emulsbes em agua,
pos molhaveis, granulos dispersiveis em agua, s8e8ps encapsuladas, géis emulsificaveis),
secas (pos, granulos, iscas e fumigantes) e nasasonebulizada, fumaga e tira plastica
(Alves, 2006). A maioria dos produtores aplica fitsgas em formulacdes a base de agua
para controlar insetos-praga em baixos, médiostas aolumes de aplicacdo (Matthews,
1992).

Em campo, uma metodologia usada para medir o quEntmoinseticida, ou mesmo
de um composto quimico, atinge a plantacdo é odespapéis sensiveis a formulacdes
misturadas a agua, que sdo comercializadosSgkying Systeno Brasil. A qualidade da
aplicacdo € demonstrada pelo nimero de gotas poimmdro quadrado, sendo que para
insetos-praga que atacam a parte aérea das ptantésimo deve estar entre 20 a 30 gotas
por centimetro quadrado (Chaénal, 1999, Alvest al, 2003).

O aumento da contaminacdo mundial de sistemas da dgce por compostos
industriais, quimicos e naturais € um dos prinsigmbblemas ambientais enfrentados pela
humanidade. Embora a maioria deles esteja em badtaentracdes, levantam consideravel
preocupacdo toxicologica, particularmente quandwm femados por misturas complexas
(Schwarzenbacht al, 2011).

O uso de agroquimicos nas regides de entorno dtamsls de producdo aquicola
constitui uma ameaca para 0S organismos presemesmesmos e para a saude do
consumidor. Assim, tem—se incentivado o uso deytozdde menor risco a base de agentes
biolégicos de controle utilizados como biopestisizonssoet al, 2009).

Os bioinseticidas mais utilizados no mundo e maighecidos, sdo aqueles a base da
bactéria gram-positiv8acillus thuringiensigBt), que foi primeiramente caracterizada em

1911 (Monnerat & Praca, 2006). O primeiro produtp @Sporeine®, estava disponivel na
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Franca, em 1938, nos Estados Unidos, em 1957, Brawl, de acordo com o Sistema de
Informacao sobre Agrotoxicos (SIA), os primeirogiseros datam de 1991 (Oliveira-Filho,
2008). Atualmente existem mais de 50.000 estirpeBtdconhecidas, agindo sobre insetos de
diferentes ordens, pragas da agricultura ou natis{Bat al, 2005).

Vale salientar que alguns trabalhos tém relatadss efeitos posteriores dos
bioinseticidas a base de Bt. Foi observada a pénsia do pulverizado Biurstaki(Btk) em
amostras de solo, assim como a resisténcia ddaisresm amostras de agua, todavia, a sua
presenca neste segundo ecossistema nao foi sagividiqDouvilleet al, 2006). Em 2008,
pesquisadores da China publicaram um artigo relatanpresenca de residuos de Bt, como
cristais, esporos-cristais e transgene, em alirsegdmo leite pasteurizado, sorvetes feitos de
polpa de fruta e cha verde (Zheual, 2008).

A percepcdao de transgenes de milho Bt ja foi datlkecem amostras de agua proximas
a essa cultura, assim como sua presenca nos teledoexilhdes (Douvillet al, 2009). O
uso da cepa 344 dacillus thuringiensisutilizada numa concentragcdo 1000 vezes maior do
que a dose usada em campo provocou a mortalidadeeides H. scholzei reduziu a
sobrevivéncia do microcrustaceo bioindicaddaphnia similis, todavia ndo afetou o
crescimento da algdseudokirchneriella subcapitatdonssoret al, 2009).

Em contrapartida, o estudo de Marvier e colabaesl(2011) mostrou que a presenca
de invertebrados n&o-alvo foi maior em culturagi®tque em culturas normais de milho e
algodao, cujas plantacdes sofreram aplicacoessdéditas.

No uso de bioinseticidas bacterianos destaca-ska arbactéri®acillus sphaericus
(Bs), primeiramente relatada na década de 70, e ataespecificidade para larvas de
mosquitos. Contudo, poucos estudos tém sido reatad respeito da toxicidade desta
bactéria, quando comparada a Bt (Oliveira-Filh@&0

Assim como o Bt, . sphaericu® uma bactéria entomopatogénica que produz mais
de um tipo de proteina, toxinas-cristais e toxiMtg. Sendo que as toxinas MTX séo
proteinas ndo homologas as produzidas por Bt @¢amoleém produzem efeito citopatolégico
letal para larvas ao serem ativadas por receptspscificos (Silvaet al, 2002; Martins,
2008).

Embora o Bs tenha menor susceptibilidade a espdeitnsetos quando comparado ao
Bacillus thuringiensisja se mostrou mais eficiente que este ultimo daarsado no combate
as espéciellansonia Culexe Psorophora(Boisvert & Boisvert, 2000).

Na tocante, outra bactéria que tem mostrado afi@éno controle de pragas

agrondmicas, € Bacillus subtilis natural do solo assim coni® thuringiensis podendo ser
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encontrado como rizobactérias promotoras de crestomem plantas (PGPR), bactérias
epifiticas e endofiticas (Lanna-Fileval, 2010).

1.1.4 Plantas transgénicas

Com o uso indiscriminado de defensivos agricolasgos e 0 seu alto potencial toxico
ao homem, o surgimento dos bioinseticidas tornomaes seguro para devidos fins, em
virtude de sua alta especificidade aos organisives.aContudo, outra tecnologia tem sido
implantada em campo - as plantas transgénicas -pqdem ser resistentes a insetos,
herbicidas, apresentando melhores valores nutd@pntempo de amadurecimento e
produtividade.

As plantas transgénicas no Brasil sao reguladasbjgen® 11.105/2005 (Brasil, 2005a),
que estabelece normas de seguranca e mecanisméiscalzacdo de atividades que
envolvam organismos geneticamente modificados — QGdéus derivados, devendo seguir
também o Decreto 5.591/2005 (Brasil, 2005b) qualeeg lei citada.

O Decreto 4.680/2003 estabelece o direito a irdgéin, assegurado pela Lei n°
8.078/1990, quanto aos alimentos e ingredientesealiares destinados ao consumo humano
ou animal que contenham ou sejam produzidos ar pdgti organismos geneticamente
modificados, sem prejuizo do cumprimento das demaisnas aplicaveis, devendo o
consumidor ser informado da natureza transgénisée daroduto, assim como da espécie
doadora do gene exdgeno (Brasil, 2003).

Organismos transformados geneticamente sdo aggedesecebem genes exdgenos, e
por isso recebem o nome de transgénicos, e 0s gasesdos sdo denominados de
transgenes. Estes organismos também sdo chamadosrgd@ismos geneticamente
modificados (OGMs). Portanto, vegetais transforrsadeneticamente sdo chamados de
plantas transgénicas (Bespalhok-Fi#ial, 2001).

A principal técnica envolvida na producdo de uanggénico é a transformacéo ou
transfeccdo, onde ocorre a introdu¢cdo de um DNAyexd em uma célula alvo. A técnica
pode ser utilizada de diferentes métodos como rdagiar bactérias ou virus com capacidade
de transferéncia de material genético, por biotiediseletroporacédo, que consiste na emissao
de pulsos elétricos, ou na microinjecdo. Sendo oddhtistica e a microinjecdo as mais

conhecidas na transformacdo de plantas. Na tranaf@o em animais, as técnicas mais
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utilizadas sdo a microinjecdo pronuclear e a imgegd células embrionarias (Andrade &
Faleiro, 2011).

Na agricultura, o produtor pode ser beneficiadoh am uso de plantas transgénicas
principalmente pela diminuicdo do custo de produeddo uso de agrotoxicos. Plantas
transformadas com resisténcia a insetos-pragasreds necessitam de menos aplicacdes de
defensivos (Bespalhok-Filhet al, 2001). Além do mais, a cultura de transgénicogusisuir
baixo custo de producdo em campo, por diminuir @ des inseticidas e a perda de safra,
tornou-se economicamente viavel para o pais. Comomeusto de producdo, o produto
torna-se cada vez mais acessivel para a populagéo.

De acordo com James (2010), no ano de 2010, ol Brasi segundo pais com maior
area plantada com cultura de transgénicos, comastimativa de 25,4 milhdes de hectares
de area plantada com soja, milho e algodao. A mjladdal, os cultivares com resisténcia a
herbicida sdo mais comuns, seguidos pelas plaesastentes a herbicida e a insetos, e por
ualtimo, os cultivares resistentes a insetos, coméoitustra figura 3.
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Figura 3. Area global de producéo de transgénicos de 198®Bla(James,

2010, com modificacdes).

No Brasil, o Decreto n° 5.950/2006 (Brasil, 200@stabelece as normas para o cultivo
de transgénicos préximos a unidades de conserva@@an para plantio de soja resistente ao
herbicida glifosato, 800 m para algodéo resistantesetos, 5000 m para este ultimo plantio

em caso de espécies silvestres na unidade. Sedddov@ cultivo desses dentro de terras
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indigenas e em unidades de conservacdo, com exdacdd@reas de protecdo ambiental
(Brasil, 2006c¢).

A preocupacdo com transgénicos surgiu em meaddgaala de 70, com as primeiras
construcdes de genes e a transferéncia de gemesspécies diferentes (Jacksbml.,1972;
Andrade & Faleiro, 2011). A biosseguranca envolesdeé sua periculosidade ambiental,
danos a populagcbées nédo-alvo, assim como a transfer§énica horizontal e vertical que
podem resultar em espécies de plantas com potelesabnhecido, como espécies selvagens
invasorasA preocupacao dos possiveis impactos ambientagserse, sobretudo, a plantas
com tecnologia Bt (resisténcia a insetos) e HTigt@&scia a herbicidas) (Andrade & Faleiro,
2011).

A fecundacé&o cruzada entre cultivares transgénawogntre um cultivar transgénicos
e outro convencional, € uma preocupacao adicional tgm sido mantida por grupos
ambientalistas contra plantas transgénicas. Naaderda comunidade cientifica tem se
dividido nesta questéo (Chaimovich, 2003).

E colocado em pauta que alguns trabalhos ja deracast a fecundacéo cruzada
entre uma planta transgénica e uma normal, comocéaso ja demonstrado na espécie
Brassica napusonde se obteve taxa de fecundacédo e d@ma distancia de um metro entre
um plantio e outro, em campo e em casa de vegeta¢dra de I®nas distancias de 16 e 32
metros (Paulet al, 1995). Em outros trabalhos ocorreu fecundacamadal em plantio de
girassol, na distancia de 1000 metros (Arias & &besg, 1994).

A colocacédo anterior implica no surgimento de uno&anespécie de planta que
poderia competir com a planta convencional, ou neesom a transgénica, além de poder
transferir genes ligados a resisténcia, por exenfpltendo com que esta nova espécie aja
como uma planta daninha, e consequentemente, saiddalificil 0 seu manejo em campo.

Em contrapartida, tem a parte da comunidade demtiue defende o uso dos
transgénicos. Inameros fatores podem ser relatadagor das planta¢des transgénicas, fora
agueles ja enumerados anteriormente.

Sabe-se que a distancia estabelecida entre umopaoutro, além da alternacao de
cultivares para um mesmo terreno, pode dificultaprocesso de fecundacéo cruzada e
diminuir a acumulacao dos produtos gerados petagkaliberados para o solo.

Medidas como a criacdo de plantas transgénicaswachos estéreis, plantio em areas
geograficamente isoladas, construcoes de plantasgemes letais ativados por um agente
quimico ou pelo ambiente para evitar a disperséamsgenes, tranformacao de organelas -

mitocondrias e cloroplastos (Handglal, 1996; Silveet al, 2007).
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De acordo com a CTNBIO, atualmente no Brasil eristpuatro tipos de plantas
transgénicas aceitas para o comércio: milho, stgadao e feijdo, que podem ser resistentes
a doencas, insetos, plantas daninhas e herbicidas.

Em plantas geneticamente modificadas, as mudang@asddicas que garantem a
tolerancia aos herbicidas podem afetar a biotacest®m em virtude das alteracdes na
gualidade dos exsudatos (Monquero, 2005).

Papa e colaboradores (2002) relatam que uma ameawtivar de soja resistente ao
glifosato, na soja RR, pode apresentar espéciastdanresistentes a este herbicida. Esse
dado contradiz o uso da planta transgénica tendeiggma necessidade de usar um herbicida
guimico para o controle das outras plantas queesistentes. De acordo com outro estudo
(Santos & Abreu, 2011), em lavouras com cultivdodsrantes ao glifosato, por exemplo, €
aplicado herbicida quimico apds a emergéncia, adéneliminar possiveis plantas daninhas
em meio ao cultivar transgénico, enquanto em @sdtgimples o uso do herbicida se faz duas
vezes, antes da emergéncia e pos-emergéncia.

O fato mais preocupante nas culturas transgénicas natureza das substancias
implantadas nelas e seu potencial efeito sobrel@ sgsim como o acumulo delas no

alimento e os possiveis efeitos sobre a saude rayrnamo efeitos nutricionais e alergénicos.

1.2 Bacillusthuringiensis (Bt)

1.2.1 Histérico e isolamento

Bacillus thuringiensis(Bt) € uma bactéria aerbébia, gram positiva, da lfami
Bacillaceae, que se apresenta em forma de bastpeetencente ao comple® cereusque
se caracteriza pela producdo de inclusGes proteicassalinas no momento de sua
esporulacdo, conforme figura 4 (Glare & O’Callaght®98; Monnerat & Praga, 2006). Esta
bactéria possui duas fases durante o seu ciclidde wma de crescimento vegetativo na qual
a bactéria se multiplica por biparticao; e outrasigorulacdo que consiste na diferenciacédo da
bactéria em esporo (Monnerat & Praca, 2006). Quanesporo se encontra no solo, ele nédo
inicia o crescimento vegetativo, a ndo ser quensergre em um ambiente propicio, ou seja,
rico em nutrientes (OECD, 2007; Martins, 2009).



32

Figura 4. Microscopia eletronica de
transmissdo. Célula dgacillus thuringiensis
em esporulacdo, PB — corpo proteico e SP —

esporo(De Maagckt al, 2001)

Estas bactérias sdo consideradas ubiquas por sestadas de todas as partes do
mundo e de diferentes ecossistemas e substratassmo) agua, folhas, insetos mortos, teias
de aranha e graos armazenados (Beta, 1998; Monnerat & Praca, 2006).

A primeira mencdo a doencas em insetos causad@tpdata de 1902, quando
Ishiwata, no Japdo, descreveu uma bactéria esptgutasponsavel pela mortalidade do
bicho-da-sedaBombix morie chamou-a dBacillus sotto Em 1911, Berliner, na Alemanha
descreveu outra vez a mesma bactéria isolada detdagla-traca da farinhAnagasta
kuhniellae, em 1915, chamou-a Bacillus thuringiensisem homenagem a regido de onde as
lagartas foram coletadas (Whiteley & Schnepf, 1T86s, 1992).

Na década de 60, foi isolada uma estirpe de Btpsuhgstaki chamada HD-1
(Dulmage, 1970) que apresentou toxicidade de 2 @ 2€rzes superior as estirpes
normalmente utilizadas nos produtos comerciais (Moat & Praca, 2006). Em 1987 foi
produzida a primeira planta transgénica Bt, o talieEansgénico (Bartoat al, 1987). Desde
entdo, com a finalidade de gerar métodos maisrgdstis no combate a insetos-praga, cada
vez mais novas estirpes Bacillus thuringiensi¢ém sido procuradas e isoladas.

De acordo com protocolo da OMS de 1985, o isolameset diferentes espécies de
Bacillus consiste em preparar as amostras (solo, aguasns®rtos) e submeté-las a choque
térmico com a finalidade de matar células vegetatimantendo apenas 0S esSporos Vivos.
Consecutivamente, o material é crescido em meiouttara e encaminhado para posterior

caracterizacdo (Monnerat & Praca, 2006).
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1.2.2 Caracteristicas

As toxinas deB. thuringiensigpossuem atividade inseticida, contra um grandeendm
de insetos-praga das ordens Hymenoptera, Hemip@nmaptera, Coleoptera, Diptera e
Lepidoptera, além de organismos que ndo sdo pragesolas como os Nematodas,
Protozoas, Trematodas, Acari (Braatoal, 1998; Kotzeet al, 2005; Erbaret al, 2009; Baloi
et al, 2011), e piolhos (Phthiraptera) (Hill & Pinnodig98).

A patogenicidade de Bt é atribuida as diferentem&s que ele produz e que também
possuem atividade inseticidad-endotoxina, p-exotoxina, o-exotoxina, hemolisinas,
enterotoxinas, quitinases e fosfolipases (Hans&akamitou, 2000). Todavia, de acordo com
estudos de Johnson e McGaugey (1996), o esporoétambode contribuir para a
patogenicidade uma vez que possui acao sinérgmguounteinas Cry.

Seu genoma tem cerca de 2,4 a 5,7 milhdes de garésse (bp) (Schnept al,
1998). Existem aproximadamente 600 gerwsja identificados, agrupados em 224 grupos
classificados em diferentes subgrupos, além de8ogrde toxinas Cyt. As proteinas Cry sao
agrupadas conforme a similaridade de sequéncieede aminoacidos. A atualizacdo dos
dados pode ser visualizada no enderego da Internet:
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil _Crickmio(€rickmoreet al, 2011). Entretanto,
dados sobre a distribuicdo desses genesao limitados (Bravet al, 1998).

Uma das metodologias implantadas na caracterizdea®t foi a introducdo do
conceito “antigenos H” por De Barjac e Bonnefoig2P baseado em substancias existentes
no flagelo de bacilos entomopatogénicos. Este tefoiointroduzido como elemento
diferenciador de diferentes estirpes. E embora sis¢ema de classificacdo seja confiavel,

ndo ha correspondéncia entre o sorotipo e a atigideseticida (Monnerat & Praca, 2006).

1.2.3 Toxinas produzidas peldoBacillusthuringiensis

Enterotoxinas

No homem as enterotoxinas estdo mais relacionadbari@ia e a outras infeccoes

somaticas. Podem ser encontradas em alimentos nuoatdos, em amostras de ar e
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superficies (Soarest al, 2008). Assumem duas formas: enterotoxinas hemali$iBL) e
enterotoxina ndo-hemolitica (NHE).

HBL e NHE sao formados por trés componentes B.ell,, correspondentes a
primeira enterotoxina, e proteinas de massa malecigual a 39, 45 e 105 kDa,
correspondentes a segunda. Por meio de analisERdd? detectado a presenca de genes de
ambas as toxinas em variedadesBdeillus thuringiensisAs duas formas de entorotoxinas
precisam da presenca dos trés componentes parascptezidades hemoliticas e citotoxicas
sejam intensificadas (Hansen & Salamitou, 2000r¢ed al, 2008).

a-exotoxina

Enzimas também conhecida como fosfolipase C, hes@ ou fosfatidilcolina
fosfohidrolase, com atividade citolitica para fdigfideos que constituem membranas
celulares. E termolabel, solivel em agua e altaenixica a insetos quando ingerida via oral
ou via intra-hemocélica, além de se apresentarcdOpiara ratos e outros vertebrados,
causando degeneracéo e lise de hemdécitos (Ma2i8, Mezzomo, 2010). Seu gene ja foi

clonado e sequenciado énthurigiensise B. cereugHansen & Salamitou, 2000).

p-Exotoxina

A B-exotoxina ou thuringiensina € uma exotoxina testiesl, produzida durante a
fase vegetativa da bactéria e liberada no meiautiara. E produzida em grande quantidade
pelo sorotipo H1 e em menor quantidade por cepassdmtipos H4a4b, H4a4c, H5, H9,
H10, H11, H12 (Hansen & Salamitou, 2000; Monner&r&ca, 2006).

Essa toxina se mostra de dois tipos. No tipo Iéel@omposta por adenina, ribose,
glicose e acido fosfoalarico, analoga ao ATP e ocoassa molecular de 701 daltons (Da).
Sabe-se que ela interfere na acdo da RNA polimeagselo como competidor de ATP, além
de desencadear efeitos teratogénicos e mutagémeasvertebrados e vertebrados (Hansen
& Salamitou, 2000; Martins, 2009). Por este motivia década de 70 os produtos
comercializados a base de Bt linhagem H1 foramtiuislos por outros de linhagens néo
produtoras d@-exotoxina (Monnerat & Praca, 2006).

A do tipo Il € analoga ao UTP, produzida por cep@asorotipo H8a8bnforrisoni) e
mais toxica do que as do tipo |, sobretudo paradgieros. Os genes responsaveis pela sua

sintese se encontram em plasmideos de 75 a 11(I\MBiasonet al, 1990).
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Proteinas vegetativas inseticidas - Vip3

As protoxinas Vip sdo proteinas produzidas durantase vegetativa e estacionaria
(Hansen & Salamitou, 2000). Possuem amplo espéetracdo, sobretudo para espécies de
Lepiddpteras, cujas proteinas Cry ndo se mostraito refetivas (Monnerat & Praca, 2006).
Foram exclusas da nomenclatura Cry por ndo formargstais proteicos. Elas provocam a
paralisia e lise das células epiteliais do intestimédio da larva do inseto, lembrando as
manifestacdes fisicas das proteinas Cry (Martio@9R

Os genes que codificam as proteinas Vip estdomessem plasmideos de alta massa
molecular, sintetizando uma proteina de 88 kDa,ppakem ser Vip3A (a) e Vip3A(b) (Yet
al., 1997).

Estas proteinas sédo produzidas em etapas iniaaigratesso de crescimento das
bactérias em cultura, antecipando, assim, sua gefEssa foi uma descoberta importante,
pois, atualmente, ndo s6 se aproveita a mistuespl@ros e cristais obtidos apds o cultivo de
Bt, como também € possivel utilizar o seu sobremad@onnerat & Bravo, 2000; Martins,
2009).

&-Endotoxina

As proteinas cristais (Cry) e proteinas citolisif@gt) pertencem a uma classe de
proteinas bacterianas conhecidas como toxinas fmras de poros (TFP), que sdo soluveis
em agua, permitindo modificacbes conformacionaisa ppermitir a insercdo ou o
translocamento destas proteinas na membrana cdtulamspedeiro. Existem dois grupos de
TFP: (1)a-hélice toxinas, no qual, a regido @délice forma um poro através da membrana e
(2) B-barril toxinas, que se inserem na membrana formameh B-barrii composto de
mondmero de grampos de follfapregueadas (Parker & Feil, 2005 apud Brawval, 2007).

As proteinas Cyt sdo de inclusdo parasporal dédatle hemolitica (Bravet al,
2007), de acdo inespecifica, possuem afinidadéigidos graxos de cadeias insaturadas na
porcao lipidica da membrana celular e ndo possuenologia com as proteinas Cry (Costa
et al, 2010; Mezzomo, 2010). Seu massa molecular vai2da 28 kDa, contando com
aproximadamente 8 grupos e 37 subgrupos (Cricketak 2011).

As inclusdes proteicas cristalinas produzidas Beldurante sua fase de esporulagéo

sdo compostas por proteinas denominadas como @rgndotoxinas (figuras 5 A e 5 B).
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Figura 5. Morfologia deB. thuringiensis A — Microscopia de contraste de fases (1.000X) B

Microscopia eletrénica de varredura, em “c” cristai em “e”, esporo (15.000X)iartins, 2009)

As proteinas Cry apresentam cristais de masseacaolateque variam de 14 a 152 kDa,
suas estirpes podem apresentar um Unico gene czmitifi ou até mesmo cinco genes
diferentes, como é o caso das subespéiiesvaiHD-137 eisraelensislPS-82 (Monnerat &
Praca, 2006). Estudos de cristalografia mostranaenocgcristal € formado a partir do segundo
estagio de esporulacdo e liberados no momentseadiular (Monnerat & Bravo, 2000). O
cristal pode ser bipiramidal, cuboide, romboidepide, esférico ou sem forma definida,

conforme ilustrado na figura 6.

Figuras 6. Micrografia eletronica de varredura da estirpeBd&997 (aumento

de 10.000x). cb: cristal bipiramidal; cc: cristaboide; ce: cristal esférico; ep:

esporo(Pragaet al, 2004)
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As proteinas Cry sao efetivas contra uma enorrteedis insetos de diferentes ordens,
e as Cyt tém acdao, principalmente, contra insedosrdem Diptera (figura 7) (Brawt al,
2007).
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Figura 7. Toxicidade das proteinas Cry e (K. Toxindiwde [] ndo

efetiva; H possivelmente efetiva;] ow méstadaFrankenhuyzen,
2009).

Essas toxinas possuem alta especificidade a ins#tos, sdo in6cuas a humanos,
vertebrados e plantas, e completamente degradadasét al, 2007).

1.2.4 Nomenclatura

Desde a clonagem e o sequenciamento do primeim dgproteina cristal, na década
de 80 (Frankenhuyzen, 2009), muito se tem desalaerespeito dessas proteinas, assim

COmo 0 seu processo de nomenclatura.
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7

O principal critério para a toxina ser inclusa nanenclatura “Cry” é ser uma proteina
de inclusdo parasporal e exibir atividade pesticdaalgum efeito toxico para organismos-
alvo (Crickmoreet al, 2011).

A classificacdo anterior agrupava as toxinas dedacoom a sua atividade toxica para
0 organismo, entao as téxicas para lepidopteros separadas daquelas toxicas para dipteros
e coleopteros. Porém, essa classificacao dificaltpando uma toxina era efetiva para mais
de uma ordem (Crickmoet al, 1998).

As d-endotoxinas sdo apresentadas pelo nome da teeguéds de numeros arabicos,
por uma letra mailscula, uma minuscula e numerogki@ore et al, 1998; Mezzomo,
2010). Inicialmente, cada gene ou proteina recéctsrizada recebia uma designacéo de
guem a descobriu, por exemplo, kurhdl; Bta; tipe E; icp; cry, atualmente, elas séo
agrupadas de acordo com a similaridade entre asssgaéncias de aminoacidos (Crickmore
et al, 1998).

1.2.5 Estrutura das proteinas Cry

Sabe-se que as proteinas sdo mantidas juntagweiesha inclusdo parasporal por
meio de interacdes como hidrofobicidade, pontefidegénio e de dissulfeto (Gt al,
1992). Essas pontes de dissulfeto, situadas ndorégjiterminal, estdo relacionadas com a
manutencao da estrutura, com a propriedade deilszdgBo dos cristais e com a conservacao
das sequéncias de aminoacidos nesta regido, cequéga agregacao de diferentes proteinas
no mesmo cristal (Martins, 2009).

As diferentes proteinas Cry possuem cinco regloegenoma bem conservadas, o0 que
sugere caracteristicas evolutivas destas protedsaBn como sua importancia no mecanismo
de acdo dessas, uma vez que estas sequéncias etodiarse localizam nas regides internas
das proteinas e na regido de contato entre dom(iMimsnerat & Bravo, 2000; De Maagd
al., 2001).

Na figura 8 se observa regides de homologia erdréiferentes grupos da familia
destas toxinas. Sendo que o grupo | compartilheociiocos de homologia, no grupo i
percebe-se homologia entre os blocos 1, 2, 4 ertsy grupo Il apenas o bloco 1 possui
homologia (De Maageet al, 2001; Martins, 2009). Conforme ilustrado, séoceptiveis

regides variantes e truncadas nos grupos apressntad
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Figura 8. Alinhamento da estrutura primaria das toxinas @sg. retangulos coloridos
ilustram as sequéncias conservadas do genoma. st e Il correspondem a toxina

ativa (Martins, 2009)

Por meio de cristalografia de raios-X foi determdima primeira estrutura molecular
de uma proteina Cry (Cry3A) por Li e colaboraddd€91), o que facilitou a compreenséo do
modo de acdo destas proteinas. A figura 9 ilustesteutura tridimensional das formas
ativadas das proteinas cristais, que consistemié&ndominios. O dominio | esta relacionado
a insercdo na membrana e na formacgéo do poro, naothao reconhecimento e ligagdo aos
receptores de membrana, e o dominio lll, & regider@inal, que estd possivelmente
relacionada a estabilidade estrutural e a ligagaeeeptor (De Maaget al, 2001; Martins,
2009).
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Figura 9. Representacdo da estrutura tridimensional dasaxéss CrylAa, Cry2Aa e Cry3Aa
(Martins, 2009)

1.2.6 Mecanismo de acéo

O mecanismo de acdo das proteinas Cry foi estudaddpalmente em insetos da
ordem Lepidoptera (Knowles & Dow, 1993; Brasioal, 2007). Elas se apresentam em forma
de protoxinas e sao solubilizadas em pH alcalinomna de 9,5 (Knowles & Dow, 1993), no
intestino médio da larva do inseto, todavia a pnat€ry3A, ativa para coledpteros, pode ser
solubilizada em pH abaixo de 3,5 e acima de 9,5t{Ma 2009). Os sintomas que se seguem
com a ingestao desses cristais e proteinas saa gerapetite, rejeicdo ao alimento, paralisia
do intestino, vomito, diarreia, paralisia total eorte (Aronsonet al, 1986). As larvas
infectadas apresentam mudanca na coloracdo do éegoymmarrom-escura, e apos o obito,

elas apresentam cor negra, caracteristica de ddeqyovocadas por Bt (Martins, 2009).

1.2.6.1Solubilizacao

Essas proteinas cristais se solubilizam em pHimicaacima de 9,5. O que a torna
viavel no controle destes insetos-praga, tendo mta que, de acordo Monnerat e Praca
(2006) o intestino das maiorias das larvas sussistév Bt tem pH elevado. Porém, a proteina
Cry3A, que é ativa para larvas de crisomelidess|ébilizada em pH acido, entre 3,5a 4,2, e
acima de 9,5, permanecendo inativa em pH neutrdgiket al, 1992). Neste caso, supde-se
que existam outros fatores no conteudo intestiakdsd capazes de promover a solubilizacéo
destes cristais (Monnerat & Praga, 2006).
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Posterior ativagdo por pH alcalino, estes cristéis clivados em regides especificas
(figura 10) pela acdo de proteases, liberando urmais fragmentos toxicos (Praga al,
2004; Martins, 2009).

Tamanho da
Protoxina

4 y
Cryl A 130 kDa [ZZ/Z777777777777777772
29 51 605

Cry3A 67 kDa [ [ZZ777777777777777777.
58 643

Cry4B 130kDa | 7777 1
43 203 679

Cryl1A 70«kDa émmzzzzzzzzzﬁzzzzzm

28 361 643

Figura 10. Sitios de clivagem proteolitica de proteinas @vy.caixas brancas sdo protoxinas, e as
listradas representam as toxinas ativas. As sétams indicam os sitios de clivagem na porgéo N-
terminal e C-terminal da toxina ativa. As setasrddas indicam clivagens intramoleculares da

proteina ativgmodificado de Bravet al, 2007).

1.2.6.2Uni&o ao receptor

Depois de ativados, os cristais atravessam a nagrabperitréfica, se ligam a
receptores especificos na microvilosidade dasaskdlunares no intestino meédio das larvas,
interferindo no equilibrio osmaotico formando poms membrana apical (Hofmarat al,
1988; Mezzomo, 2010).

Essa unido a esses sitios é a etapa determinaatta @specificidade destas proteinas
cristais, por isso, varios grupos de pesquisa témodstrado interesse em entender como
ocorre esse processo (Monnerat & Praca, 2006).

Sabe-se que a unido dos cristais a membrana dawvitosidade do intestino médio da
larva, € bifasica, composta de duas etapas, unwasfegl e outra irreversivel. A primeira

consiste na ligacao da toxina ao seu sitio dedigagntretanto, isto ndo se confere toxicidade
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efetiva, na irreversivel, ocorre a unido proteir@gina, ou a seus receptores especificos, que
parece estar mais ligada a atividade toxica desgiaa (Van Rieet al, 1990; Schnepét al,
1998).

Ja foram identificados quatro receptores proteipasa as proteinas Cry nas
microvilosidades da membrana apical. A primeirar@ proteina do tipo caderina (CADR),
uma aminopeptidase-N (APN) e uma fosfatase alcallpaP), ambas ancoradas a
glicosilfosfatidil-inositol (GPI), e um glicoconjaglo (GCR), conforme ilustra a figura 11
(Bravoet al, 2007).

GalNAc GalNAc

capr  APN ALP b4

Figura 11. Receptores moleculares para proteinas CrylA. CADR
caderina; APN — aminopeptidase-N; ALP — fosfatawaliaa; GCR —
glicoconjugadgBravoet al, 2007).

Contudo, alguns trabalhos tém demonstrado queouglicolipideos podem estar
envolvidos como moléculas receptoras para outsetds e nematoides (Martins, 2009).

1.2.6.3Inser¢édo na membrana, agregacgéao e formacéo do poro

Depois de ligar-se a receptores especificos adose une rapidamente de forma
irreversivel a membrana plasmatica das célulaglepst com posterior formacdo dos poros,

gue variam de 1 a 2 nm, e ocasionando um desetmitibmotico, permitindo assim a maior
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permeabilidade e extravasamento do contetdo inggtara a hemocele do animal, levando a
morte por inani¢ao e septicemia (figura 12) (Vaadial, 1990; Monnerat & Bravo, 2000).

’ 1 2 3
— — —

Figura 12. Modelo de acao das toxinas Cry. 1- solubilizac&divecdo da protoxina; 2- ligacdo da
toxina monomeérica com CADR ou GCR, mudanca confoiomal da toxina e clivagem dahélice 1;
3- formagdo oligomérica; 4- ligagdo com GPI-APN GWI-ALP; 5- inser¢do da estrutura na

membrana e formacéo dos po(Bsvo et al., 2007, com modificagdes)

De forma geral, existe um consenso sobre os pass@ss da ligacdo dos monémeros
de toxinas Cry aos receptores intestinais dos aas@¥artins, 2009). Porém, atualmente
existem varios modelos que explicam a insercadalasas as membranas, sendo que esses
modelos variam quanto a toxicidade consequentegdgdo aos receptores, e quanto ao
verdadeiro mecanismo de acao destas proteina® digarsnos devidos receptores (Zhatg
al., 2005; Pigott & Ellar, 2007; Bravet al, 2007).

1.2.7 Cryll

O gene para a proteina Crylla foi primeiramenseri® por Tailor e colaboradores
em 1992, e era definido comooyV (Crickmoreet al, 1998; Guoet al, 2011). Este gene
codifica uma proteina de 81 kDa e tem 62% de hoglao gene da proteinas CrylBa
(Martinset al, 2008), além de ser efetivo para larvas de coteapm lepidoptera (Tailat al,
1992; Martinset al, 2008; Gueet al, 2011).

A proteina Crylla normalmente ndo se cristalizas ge trata de uma proteina que é
secretada (Martins, 2009). Esta classe de gengdaslileB. thuringiensisserovarkurstaki

tem caracteristicas Unicas, ela € silenciada enmelg cepas de Bt, todavia, pode ser expressa
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em Escherichia coli(Guo et al, 2011), isto se deve ao fato destes genes loaiizae a
jusante downstreamyle outros genesyl, sendo que a sequéncia terminadorargé situa-
se no intervalo entre os germygl ecryll (Shinet al, 1995).

Em 2008, Martins e colaboradores, conseguiram gpmt@ina Crylla expressa em
células de inseto, usando um baculovirus recomtgnérmasse cristais cuboides, conforme
pode se ver na figura 13, que também ilustra umetooiddrico da estrutura terciaria dessa

proteina.

Figura 13. Em A, um cristal de forma cuboide de Crylla, pocnegcopia de contraste
de fase(Martins et al,2005) e em B, estrutura tridimensional (modelo tedérideysa
proteina, produzida por modelagem molecular pordiogi a partir dé-endotoxina
Cry3A (Martinset al, 2008)

1.2.8 Cryl10A

A gene cryl0OAa codifica uma protoxina de 78 kDa (figura 14), ea satividade
inseticida foi descrita por Thorne e colaborad@i€86). Este gene é encontrado em estirpes
de B. thuringiensissubsp.israelensis(Aguiar, 2007; Gomeet al, 2007; Carmonat al,
2011), e era anteriormente designado comgt/C (Crickmoreet al, 1998; OECD, 2007).

Acredita-se ainda que, 0 gene crylOAa possui unestrad em comum com 0 gene
cry4, e em virtude de sua baixa atividade de expresst@oproteina tenha baixo poder téxico
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contra insetos (Hernandez-Setoal., 2009). Ela possui atividade inseticida contratos das
ordens Diptera (Delecluset al, 1988; Frankenhuyzen, 2009), Lepidoptera (Vassall,
1993;) e coledptera (Aguiar, 2007), incluindo atade nematocida (Aly, 2007).

Figura 14. Micrografia eletrénica de

varredura dos cristais da proteina
Cryl0A. E- esporos; C- cristais
(Martins, 2009.

1.2.9 CrylB

Sabe-se que a proteina CrylB possui atividaddiditse contra insetos das ordens
Lepidoptera (Breitleret al, 2001; OECD, 2007), Coleoptera (Praga al, 2004,
Frankenhuyzen, 2009, Martins, 2009) e Diptera (keahuyzen, 2009).

Ela foi primeiramente descrita em 1988 por Bizzarwhiteley, pode ser obtida de
Bacillus thuringiensisubspthuringiensis(Crickmoreet al, 2011), e seu gereey1B codifica
uma proteina de 140 kDa (figura 15) (Espinasisal, 2002;). Esta proteina pode ser mais

encontrada em cepas Bt aquaticas do que em tegé¢btartinez & Caballero, 2002).
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Figura 15. Em A, analise em microscopia eletrbnica de varedia
mistura esporo/cristal, onde “e” é o esporo e “ccristal. Em B,
predicdo da estrutura tridimensional da proteingd Ba6 (Martins, 2009,

com adaptacdes)

1.3 Teste do cometa

O ensaio do comet&ingle Cell Gel Electrophorei® um teste de genotoxicidade
gue detecta fragmentagcbes no DNA em células isslapgar meio de uma eletroforese
realizada em lamina de microscépio. As células, damos no DNA, sédo analisadas em
microscopio de fluorescéncia onde séo visualizadatorma de cometa. O tamanho da cauda
do cometa é proporcional ao indice de fragmentagd®NA. Este ensaio detecta lesdes
gendmicas, que possam resultar em mutacdo, sersdivgia de correcdo. Por meio deste
ensaio é possivel detectar quebras de fita singléspla, ligacdes cruzadas, sitios alcali-
labeis e sitios incompletos de reparo. Ele consigsteompimento da membrana, na extracao
das proteinas nucleares e na migracdo de fragmeatoBlA lesado (Gontijo & Tice, 2003).

Este método tem sido utilizado em inimeros ensigm@valiacdo da genotoxicidade e
internacionalmente publicado por diferentes grugmpesquisa (Speit & Schiitz, 2008). Além
do mais, ele é considerado indicador de genotadgleidbara diferentes organismos, alvos ou
nao, expostos a diferentes agentes, como metasiggespesticidas (Dhawaat al, 2009),
farmacos, monitoramento ambiental e de populagdemhas (Speit & Hartmann, 2005).

Os danos acumulados nas células podem ser deteqtalds seguintes ensaios: PCR,

Tanel, HPLC, FISH, ensaios imunologicos e imunalgatfmicos, por cromatografia entre
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outros (Kumariet al, 2008). Todavia, o ensaio do cometa apresentagens como baixo
custo e a requisicdo de células viaveis permitiswi® utilizacdo a qualquer tipo de tecido
(Gontijo & Tice, 2003).

O corante comumente usado neste ensaio é o braleettidio (EtBr), caracteristico
por corar &cido nucléico, ele se intercala entrdases nitrogenadas de uma fita e outra
(Matoset al, 2007; Moreira, 2010), e ao ser exposto a luz §D4s moléculas sdo excitadas
emitindo energia através de luz perceptivel, naveanelha ou alaranjada. Esse corante por
se ligar aos nucleotideos interfere na acéo da [pbdlinerase lll, podendo alterar o quadro

de leitura, e sendo por isso, considerado um agdai@ente cancerigeno.

1.4 Teste da frequéncia de micronucleos

Este ensaio € 0 mais utilizado para detectar a dedagentes clastogénicos (que
quebram cromossomos) e aneugénicos (que induzenuplaikas ou segregacao
cromossOmica anormal). Os micronucleos (MN) apanenas células filhas em virtude de
danos induzidos nas células parentais, podendivaggnentos cromossémicos acéntricos ou
cromossomos inteiros. Esses micronucleos se forchanante a telofase da mitose ou da
meiose, e sdo provenientes de fragmentos, ou ceBumas inteiros, que nao foram
incorporados ao nucleo principal das células filapés a divisdo celular. Posteriormente,
uma membrana se formara em volta deste fragmesolosvisualizado como um pequeno
nacleo (Ribeiro, 2003).

O teste do microndcleo é amplamente aceito pel@ncéas internacionais e
instituicbes governamentais, como parte dos teltealiacdo de toxicidade para registro de
produtos quimicos, farmacéuticos e aqueles usadambiente (Ribeiro, 2003; Mughat
al., 2010; Vasquez, 2010), sendo citado inclusive arageres da ANVISA (2010a).

O teste do micronucleo tem sido usado como métaeloavhliacdo de agentes
genotoxicos ou carcinogénico para diferentes osgams como em estudos realizados em
roedores (Grisolia, 2002; Celé al, 2005; Benigni & Worth, 2010; Moritet al, 2011) e em
populacdes expostas a pesticidas ou ndo, comoatralhios de cultivo de células humanas
(Bolognesiet al, 2011; Bullet al, 2011; Feneclet al, 2011). Em organismos aquaticos,

bivalves e peixes, inumeros estudos tem demonstaeficiéncia deste teste para andlise
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genotdxica (Buckeet al, 2006; Bolognesi & Hayashi, 2011; Ma#aal, 2011), tornando-se

um preconizador de poluicdo em recursos hidricos.

1.5 Anormalidades nucleares

A interferéncia de compostos toxicos na integridadiegneionamento do DNA, além
da formacéo de adutos de DNA e anomalias nucleaeessendo cada vez mais utilizada em
estudos de biomonitoramento (Silva, 2008).

Alguns autores citam que a identificacdo de an@salucleares deve ser incluida nos
estudos de genotoxicidade em peixes como um pa@meter avaliado em conjunto com a
presenca de micronucleos, dando um suporte a reata metodologia (Ayllon & Garcia-
Vazquez, 2000; Prettt al, 2007; Silva, 2008; Bolognest al, 2011).

1.6 Teste de inibi¢cdo da proliferagcéo celular da medulassea - citotoxicidade

O teste de proliferacdo de eritrécitos pela medskea tem sido usado comumente a
fim de avaliar a toxicidade de agentes quimicosnaa sobre a linhagem eritrocitica de
animais e humanos (Pereetal, 2004).

Este estudo consiste na observacao da presengoalemicronicleos em eritrocitos
policromaticos (EPC), que representam danos recgustamente por esses serem aqueles
eritrécitos recém liberados pela medula Ossea, tgoe vida curta (Almeida, 2008). Os
micronucleos em eritrécitos normocromaticos (EN@jitrocitos maduros, podem ser
observados em sangue periférico, visto que bacocadeindongo ndo sequestra do sangue
eritrécitos micronucleados (Alvext al, 2008).

Por meio deste ensaio percebe-se efeito agudoe ssberitrocitos policromaticos, e
efeito crbnico, onde sédo estudados ambos eritgcfoli e normocromaticos (Bueno &
Agostini, 2001). Logo, a citotoxicidade ou depressélular na medula 0ssea é indicada pela
diminuig&o na proporcgéo de eritrécitos imaturosféida, 2008).

A utilizacdo do corante fluorogénico acidotropi@ahnja de acridina ouatridine
orang€ (AO) destaca-se pela facil diferenciacdo entreRfP€C e um ENC (Cavas, 2008). O
AO cora DNA e RNA, atravessando a membrana plasmétise intercalando entre as bases

nitrogenadas de uma mesma fita, ao ser exposto d\este corante emite luz de coloragao
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verde e laranjada, ele também pode interagir corA Pbr meio de interacdo eletrostatica
(Cavas, 2008).

Sob fluorescéncia distingue-se nitidamente seanjarde acridina esta ligado a DNA
ou RNA. Quando esta ligado ao DNA, ele emite coar@o esverdeada e quando ligada ao
RNA, emite fluorescéncia de cor avermelhada (Ca&%a&ob6zikara, 2005). Em células
anucleadas, seu uso facilita a percep¢éo de éfdtrpolicromatico e normocromatico, uma
vez que os PCN ainda possuem em seu citoplasmaegquantidade de RNA, ele cora
fortemente na cor alaranjada, e nos eritrécitosnnoromaticos com poucos vestigios de
RNA, ele cora em verde, com isso caso haja preselecanicronicleos esses serao

perceptiveis em tais células.

1.7 Hematotoxicidade

A hematotoxicologia € definida como o estudo daste$ adversos dos compostos
quimicos, e outros agentes xenobioticos, sobrestersa hematopoiético (Bloom & Brandt,
2008).

A medula 6ssea € considerada um importante Orgémo dd agentes xenobidticos,
justamente por também ser constituida pelo sisteen@atopoiético e contar com fatores de
diferenciacéo celular para diferentes linhagerfsities e mieloides (Bloom & Brandt, 2008).
Este sistema pode sofrer alteracbes quando expastéo de fatores ou substancias nocivas
presentes no ambiente (Goldstein, 1998), tais cosritidrocarbonetos aromaticos, radiages
ionizantes e agrotoxicos (Katz, 2007).

Tendo em vista que, algumas substancias sdo capmszesduzir alteracbes
hematoldgicas, tal como o benzeno que pode seciadeoa doengas como a leucemia
(Cronkite et al, 1989), o formaldeido (Zhangt al, 2010), e radioterapicos usados no
tratamento do cancer (Ishizukaal, 2011), variacdes, especialmente a diminuicaced®s
tipos celulares no sangue periférico, podem estacionadas a anemias, trombocitopenias e
leucopenias (Bloom & Brandt, 2008).

Neste contexto, as analises realizadas em amakdraangue periférico, obtidas por
meio de hemograma completo, podem mostrar a o@arée tais efeitos adversos sobre a
medula éssea. Por isso, a hematotoxicidade é @vad@ um parametro primordial ao se

estudar a viabilidade de medicamentos e outros estop, sendo inclusive utilizada para
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definir a dosagem de certos medicamentos em trataséerapéuticos, além de ser um fator
determinante na seguranca dos resultados obtidosn(Bs Brandt, 2008).

1.8 Organismos aquaticos como indicadores de qualidadenbiental

Bivalves, pequenos crustaceos, moluscos e peixedreguentemente usados em
testes de avaliacdo toxicoldgica, sobretudo emi@nsie anadlise de agua, sendo alguns
utilizados como bioindicadores ambientais.

Peixes sdo considerados um bom modelo de estudmteéocial mutagénico e/ou
carcinogénico de contaminantes presentes na aguamptabolizarem, concentrarem e
transmitirem por meio da agua poluentes armazeredaseu organismo (Adit al, 2008).

O peixeOreochromis niloticustambém conhecido como tilapia do nilo, é uma@spé
exobtica muito utilizada na aquicultura brasileiEsta espécie tem capacidade de acumular
determinadas toxinas em seus tecidos (Soateal, 2004), podendo consequentemente
ocasionar risco a saude humana, além de ser unteetesistema para testes de toxicidade
em ensaios laboratoriais (Riveiro, 2007).

O chamado “Clean Water Act” foi um marco regulaigra protecdo da qualidade de
agua nos Estados Unidos, o que permitiu a implaaotde programas de controle da poluicao,
incluindo padrbes de qualidade de efluentes indisi{Magalhaes & Filho, 2008).

Segundo resolugdo do Conselho Nacional do Meio Antbi (CONAMA) N° 430/
2011, os efluentes lancados em corpos hidricoglederdo causar ou possuir potencial para
causar efeitos toxicos aos organismos aquatica®mm receptor, de acordo com critérios de
ecotoxicologia estabelecidos pelo 6érgdo ambiemiapetente.

A piscicultura brasileira vem apresentando gramdensificagdo da produgédo nos
altimos anos, tendo na tilapia do Nilo uma das gipiais espécies cultivadas (Carvalho,
2010). Em virtude desta crescente disponibilidageulacéo, torna-se util sua utilizacdo em
ensaios toxicoldgicos.

Baseando-se no fato de que a poluicdo na agua ipfet& diretamente na vida
aquética (Davidet al, 2008), faz-se necessario a utilizacdo de orgassaguaticos na
avaliacdo de compostos que possam estar presemieg@s, rios, afetando ou nao diferentes

populacdes aquéticas.
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2 OBJETIVOS



52

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial genotoéxico, citotoxico e hentékico do complexo esporo-cristal
das estirpes recombinantes BtCrylla, BtCryl0Aa@rgiBa6 deBacillus thuringiensisem

dois organismos néo-alvo, o pei®eeochromisiiloticuse o camundongdlus musculus

2.2 Objetivos especificos

» Determinacgdo do perfil genotoxico por meio do tekiecometa em sangue periférico de
peixes;

» Avaliacdo da genotoxicidade de esporos-cristai®manismo aquatico por meio de analise
de anormalidades nucleares e frequéncia de midexgiem eritrécitos de peixes;

* Identificacdo do efeito genotoxico decorrente dposicdo a esporos-cristais de Bt em
camundongos SWISS, por meio do teste de micronjcleo

 Avaliar o potencial citotoxico em camundongos, \ssado teste de inibicdo da proliferacéo
celular na medula 6ssea, analisando a proporcace esritrocitos policromaticos e
normocromaticos;

* Verificacdo dos efeitos adversos sobre a hematspaie camundongos, por analise de

hemograma completo.
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3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Cultura vegetativa e crescimento bacteriano

As bactérias recombinantes utilizadas foram: BtGry{Martins et al, 2008),
BtCrylBa6 (Martins, 2009) e BtCryl0Aa (Martins, 8Q0@btidas das estirpes S1811, S601 e
S1806, respectivamente. Essas proteinas recomeijante mostraram toxicas para larvas de
Anthonomus grandigColeoptera: Curculionidade), também conhecido adbicudo do
algodoeiro.

Para a obtencdo do esporo-cristal, as bactériastiggmente modificadas BtCrylla,
BtCrylBa6 e BtCryl0Aa, inoculadas em tiras de péjied (figura 16), foram submetidas ao
crescimento e posterior processo de secagem eitizéidbr. Todo o procedimento descrito
abaixo foi realizado nas dependéncias do Labomti®iBacteriologia da Embrapa Recursos
Genéticos — Cenargen, Brasilia, DF.

Figura 16. Conservacdo das bactérias em tiras de papel. fiftote:
Monnerat, 2011.

]
Meio de cultura NYSM

O meio de cultura nutritivo NYSM (Yousten, 1989uiiment broth, yeast extract,
MnCl,, MgCl,, CaC}) consiste na adi¢éao de:

- caldo NUtritivo..................... 13 g'L
- extrato de levedura.............. 0.5¢.L
“KH2POyooeeeeeee 6,8 giL
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Os reagentes foram diluidos em 1000 mL de agudatiste dissolvidos em agitador
magnético. O pH foi ajustado para 7,0 com adicaNaeH (5 M), para solucdo acida ou HCI
(6 M), para solucéo basica.

A solucéo de sais minerais consiste em 0,02 g¢ CaC}, 0,3 g.L'* de MgSQ.7H.0,
0,02 g.l* de Fe(S04) 0,02 g.L*de MnS04, 0,02 gt de ZnSO4.7KD.

Posteriormente, o meio de cultura foi divido emeknheyers conforme o volume de
meio de cultura utilizado e autoclavado a 121 °C PO minutos. Em média, foram

distribuidos 600 mL de meio de cultura em seisrienieyers de 2 L.
Pré-indculo

A pré-inoculacéo foi realizada em Erlenmeyerss@emL, com cerca de 15 mL de
meio de cultura NYSM (Yousten, 1989) e uma tirgodpel filtro com a bactéria inoculada.
Para a inoculacdo de CrylBa6 e Cryl0Aa usou-segX@L’ de cloranfenicol (para células
transformadas com pGEMCrylBa6 e pSVPcryl0A) e paogulacdo de Crylla foram
utilizados 10pg.mL* de eritromicina (para células transformadas conTRxdylla). Em
seguida, os Erlenmeyers foram mantidos em incubadativo a 170 rpm, 26 °C, durante 16
horas. Todo o procedimento foi realizado em moddéo fluxo laminar devidamente

esterilizado com luz ultravioleta (UV) por 20 miost
Inéculo

As bactérias recombinantes foram crescidas em Né®M seletivo com 1qig.mL*
de eritromicina (para células transformadas com Rétiflla) e 1Qug.mL* de eritromicina
(para células transformadas com pSVPcryl0A e pGBWEa6) a 170 rpm, 26 °C, durante
72 horas.

Centrifugacéo e secagem

Apés as 72 horas de crescimento, em incubadoréiventdoi realizada analise de
microscopia do material a fim de avaliar a taxasigorulacdo da bactéria. Com mais de 70%
de esporos-cristais, 0 material era consideradeeli@ara uso, sendo centrifugado em tubos
falcon de 50 mL, marca TPP de fundo conico e éstrl0.000 rpm por 30 minutos. Ao

término do processo de centrifugacdo o meio deireufbi descartado, o pelletantido, os
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tubos lacrados com pelicula plastica semi-transparparafilm” e deixados em freezer para
posterior liofilizagao
Apos o procedimento de liofilizacdo, que consistin 48 horas seguidas de secagem,

0S esporos-cristais foram macerados e mantidoseesedador até 0 momento do uso.

3.2 Unidade formadora de colénia (UFC)

A unidade formadora de coldnia preconiza o qual®aeélulas vidveis existem em
determinada amostra de esporo-cristal. Este pnoegdo foi realizado de acordo com Alves
e Moraes (1998).

Meio de cultura NYSM soélido

Para o preparo do meio de cultura sélido foramiaiaclos a 1 L de agua destilada:

- extrato de levedura........0,5 ¢.L
- KHoPOue.ves 6,891
- sais minerais.................. 1% viv

O pH foi ajustado para 7,0 com adicdo de NaOH (5pdja solucéo acida ou HCI (6
M), para solucdo basica. Em seguida, foram acremdes 10 g de agar nutritivo em cada
Erlenmeyer (capacidade 1 L) e 500 mL da solu¢gaoaci

Apéds autoclavagem, o meio de cultura foi distrilbbuéin placas de Petri descartaveis
estéreis, e com posterior solidificacédo, as pldoesm vedadas com filme PVC e mantidas
durante a noite em estufa.

As placas que ndo demonstraram contaminacdo forantidas em geladeira até o

momento do uso.

Plagueamento

Em uma médulo de fluxo laminar foram deixados 2@minutos sob exposi¢cao UV:
tubos de ensaio devidamente autoclavados; supardetybo de ensaio; descarte; filme PVC,;
agua destilada estéril; micropipetas de 5000 p0P30L e 200 uL; ponteiras estéreis; vortex
e alca de Drigalski.

Cinco tubos de ensaio foram enumerados conforfigeiia 17:
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100pL 1oopL lmL lmL

10mL 9.900mL 9,900mL amL OmL
+

0.0lg
Esporo-cristal

Figura 17. Diluicdo seriada para posterior plagueamento.

Conforme ilustra a imagem anterior, em 10 mL deadgestilada autoclavada foram
diluidos 0,01 g de esporo-cristal (diluicdo -2)diuicdo -2 foi homogeneizada em vortex, e
para composicado da diluicdo -4, foram acrescentadd® mL de agua destilada 100 puL da
diluicdo anterior. O mesmo procedeu-se para acditui-6. Nas diluicbes -7 e -8 foram
acrescentados a 9 mL de 4agua destilada 1 mL dascddiE anteriores, -6 e -7,
respectivamente. O procedimento foi mantido parar@&s variedades de bactérias, com
excecdo da BtCrylBa6 utilizada no experimento camundongo, onde se pesou 0,1 g de
esporo-cristal.

Somente as trés dltimas dilui¢cdes, -6, -7 e -&rfoplagueadas e em trés replicatas.
Para cada replicata foram plaqueados 100 pL dac&@iducorrespondente, anteriormente
homogeneizada, com auxilio de alca de Drigalskiplsas foram vedadas com filme PVC,
de forma que o meio de cultura estivesse voltada pana, e mantidas em estufa por

aproximadamente 14 horas, para posterior contagem.
Contagem UFC
Para as trés replicatas de cada diluicdo da méesitaria, foram contabilizados os

nameros de colbnias crescidas (figura 18), e aaleaé a média para obtencdo do niumero de

células por mL.
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Figura 18. Coldnias de Bt.

3.3 Conformidade segundo comité de ética em pesquisaianal

O trabalho intitulado como “Avaliagcdo da Genotodade, Citotoxicidade e da
Hematotoxicidade do Complexo Esporo-Cristal de rgséi Recombinantes dBacillus
thuringiensisem Organismos N&o-Alvo” obteve parecer favoraeeComité de Etica no Uso
Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biologicaa dniversidade de Brasilia.

A fim de minimizar os sofrimentos decorrentes dascedimentos de cunho
cientifico, todo estudo foi favoravel a Lei n® 1947 de 8 de outubro de 2008 (Brasil, 2008),
gue estabelece os procedimentos para o uso aentlé animais, e também seguiram a
Resolucdo N° 714/2002 do Conselho Federal de Medidieterinaria, o Manual de
Utilizacdo de Animais CEUA (Fiocruz, 2008)Aanerican Veterinary Medical Association
Guidelines on Euthanasi@VMA, 2007).

ApOs realizacdo dos experimentos, 0s animais esitad@s foram encaminhados para
a Comissdo de Gerenciamento, Tratamento e Destinded Residuos Biolégicos da
Universidade de Brasilia.

3.4 Delineamento experimental conOreochromis niloticus — tilapia do nilo

No ensaio de toxicidade para organismos aquafiomsn utilizados peixes da espécie
Oreochromis niloticugfigura 19), conhecida como tilapia. Os animaisaformantidos em
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aquarios apropriados, com fotoperiodo de 12 hotam/escuro, no Departamento de
Genética e Morfologia (GEM — IB - UnB), localizadoo Laboratério de Genética

Toxicologica.

Figura 19. Oreochromis niloticus.

A &gua utilizada durante a experimentacao foi pnerdée da rede de abastecimento,
anteriormente submetida a um sistema de filtroattedo ativado para retirada do cloro (Cl),
as demais impurezas da agua foram removidas piileagfio de filtro de nitrocelulose e
posterior utilizagdo do filtro de luz ultraviolet@s animais receberam ragdo comercial para
peixe, uma vez ao dia.

O delineamento experimental foi desenvolvido ertesia estético, e teve como base
0 protocolo para Teste de Toxicidade Aguda paraeBeN°® 203/1992 da Organizacao para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD), comdificacdes. Conforme
protocolo, foram utilizados 10 animais para cadtatmento, expostos em aquarios com 30 L
de agua tratada, por 96 horas de exposicao.

Para cada esporo-cristal, Crylla, CrylBa6 e CrylOf@mam testadas trés
concentragdes: 25 mg/L, 50 mg/L, dose intermedi&ria maxima de 100 mg/L, totalizando
nove grupos tratados e um controle negativo, erRpost agua tratada da rede de

abastecimento (figura 20).
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— P T - B -
Figura 20. Exposicao de tilapias a esporos- cristais de Bt.

O complexo esporo-cristal em suspensao aquosa riarigmente sonicado em
aparelho desruptor de célula ultrassdnico, marcauén para a liberacdo do cristal, em
aproximadamente 10 mL de agua do volume total d@éram com trés pulsos de duracéo e
intervalos de um minuto, e sob um Becker com gelfim de evitar possiveis danos aos
cristais em virtude do aumento de temperatura.

Em aparelho multiparametro, marca Hanna, modelo.4y foram analisados os
seguintes parametros de todos o0s grupos exposthsnoio o controle negativo; oxigénio
dissolvido (DO); temperatura e salinidade. No dparenarca Hanna, modelo HI93703, foi
avaliada a turbidez. O pH foi medido em pHmetroraa@HTEK, e o valor da aménia total
obtido por meio de teste para amoénia téxica daanaabconTest.

Os peixes utilizados nos experimentos foram cedmbtes Estacdo de Piscicultura do
Governo do Distrito Federal (Granja do Ipé - DF)tirham em média 9 g e 23 cm de
comprimento.

A genotoxicidade foi avaliada pelo teste do coneepeela frequéncia de microndcleos
e anomalias nucleares em eritrécitos de sangufepeoi

3.4.1 Procedimento de coleta

Apds as 96 horas de exposicdo, em seringas como atiénodiaminotetracéticos
(EDTA 20%), foram coletados aproximadamente 0,2 delLsangue de cada animal por
puncdo cardiaca e em seguida, os animais foranficados por decapitacdo e seccao da
medula espinhal, seguido por mielotomia.
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3.4.2 Frequéncia de micronucleos e anomalias nucleares

Para realizacéo deste ensaio seguiu-se protoediziomid (1975), com modificagcdes.
Para o teste de frequéncia de micronlcleos e arasmalcleares, realizou-se esfregaco em
duplicata para cada individuo, as laminas forarad@s por 7 minutos com metanol P.A e
posteriormente, coradas com Giemsa a 5% por 20tosinu

Em microscopia de luz, magnificacdo de 1000 X,rfoevaliados em teste cego 3000
eritrécitos, 1500 por lamina, onde se contabilipeunicronucleos (MN) nas 2000 primeiras
células e as anomalias nucleares no total de 300@siderou-se anomalia nuclear os
eritrécitos que continham nucleos com acentuaegutaridade, e para analise de eritrocitos
micronucleados foram adotados os critérios seguiftenech, 2000):
1. O micronucleo deve ser um tergco menor que cep(amiincipal;
2. O micronucleo néo deve tocar no ndcleo pringipal
3. N&o deve ser refringente, ou seja, deve ter mesoracéo e intensidade do micronucleo

principal.

3.4.3 Teste do cometa

O teste do cometa foi desenvolvido conforme prdtscexperimentais de Singh e

colaboradores (1988), com adaptacoes.
Preparo das laminas

Foram selecionadas laminas de ponta fosca premtamiscadas nas extremidades e
no centro, foram mergulhadas em 1,5% de agaroge penfusdo normal em solucéo salina
PBS e colocadas para secar a temperatura ambiente.

Realizacdo do teste

Apo6s obtencdo do sangue, uma gota foi diluida @8 de soro fetal bovino, ou
soro HAM, em microtubos, marégppendorfde 1 mL devidamente identificados.
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Desta solucdo acima, foram coletados 20 pL e madts a 120 pL de 0,5% de
agarose baixo ponto de fusao (Gibco BRL ®) em sawsalina PBS a 37 °C. Esse material
foi homogeneizado com auxilio de micropipeta, thsido nas laminas, as quais foram
cobertas com laminulas e mantidas em geladeirg pC20 minutos para secagem.

Apos solidificacdo, as laminulas foram removidas ¢aéminas foram mergulhadas em
solugéo de lise fresca contendo 2,5 M NaCl, 100 BIDTA, 10 mM Tris (pH ajustado para
10,0 com NaOH), 1% de N-lauril sarcosina, 1 mL déom X-100 e 10 DMSO. A solucéo de
lise fresca foi preparada a partir de uma soluciogeie contendo NaCl 2,5 M; EDTA 100
mM e Tris 10 mM. Protegidas da luz, as laminas peeneram nessa solucédo, mantidas a 4
°C permanecendo nessa por no minimo uma hora.

Posteriormente, as laminas foram transferidas p@na cuba de eletroforese e
submersas em tampéao alcalino (300 mM NaOH e 1 mWA;[PH> 13.0) recém preparado e
mantido a 4 °C. ApGs 20 minutos de submerséo texsigdo procede-se com a eletroforese a
250 V, 350 mA a 4 °C durante 20 minutos. A se@srlaminas foram transferidas para uma
cuba contendo tampé&o de neutralizacdo (0,4 M T@k-lgH 7,5). A cada 5 minutos as
laminas eram retiradas do tampdao, permanecendopeetatura ambiente durante 5 minutos e
depois retornando por mais 5 minutos ao tampassinasucessivamente, num total de 30
minutos. Em seguida, as laminas foram colocadas gerar a temperatura ambiente durante
1 hora e foram posteriormente fixadas em etanofd@dr 7 minutos. Apds secagem, as
laminas foram guardadas a 4°C até o momento deToslas as etapas foram realizadas em

auséncia de luz direta (penumbra) para evitar dadiacgonais no DNA.

Coloracéo e analise

Foram avaliadas 100 células por individuo, e o ggsc de coloracao foi feito com
brometo de etidio a 20 mg.MLA avaliacdo visual foi feita através de um micdyso de
fluorescéncia Axioskop-Il da Carl Zeiss ®, filtre 10-560 nm, barreira de filtro de 590 nm
e aumento total de 400x, utilizando-se as 5 cladsesometa propostas por Collins (1995),
conforme ilustra figura 21, e o indice de danosDiA foi calculado de acordo com

Jaloszyiski e colaboradores (1997).
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Figura 21. Niveis de fragmentacdo do DNA pelo teste do cometa

Para a quantificacdo do dano no DNA, o escore fmaah 100 células analisadas
variou de 0 (dano minimo) a 400 (dano maximo) dwda com Jaloszynski (1997), sendo

utilizada a férmula:

ID (ua) = N1+2N2+3N3+4N4
S/100

ID = indice de danos no DNA;
ua = unidade arbitraria;
N1 — N4 = nucleoides nas classes 1,2,3 e 4;

S = numero de nucleoides analisados, incluindaadatse 0.
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3.5 Delineamento experimental com camundongos

No experimento de toxicidade para mamiferos fordiizados seis camundongos
machos, idosos, ndo isogénicos de linhagem Swigs1jC procedentes da CEMIB —
Unicamp — SP, com idade de quatro meses.

Anteriormente & administracdo de esporos-crisaiBtd® material foi sonicado nas
mesmas condi¢des dos que foram usados no ensaipgze.

Para cada esporo-cristal, Crylla, CrylBa6 e CrylOf@am testadas trés
concentracdes: 27, 136 e 270 mg/Kg diluidas engéolsalina 0,9 % e um grupo controle,
onde se administrou agua filtrada. A administrapfoealizada por gavagem, com o auxilio
de seringa orogastrica, e as doses administradasn fale acordo com protocolo ja
estabelecido no Laboratorio de Genética Toxicokdig Universidade de Brasilia.

Apols 72 horas de exposicdo, os animais foram aiadts com anestesiados com
uma solucdo de xilazina (10 mg/Kg) + ketamina (89Ky) via intraperitoneal (IP), para
obtencdo de cerca de 0,4 mL de sangue por pungdtaca Ao final do experimento 0s
animais foram eutanasiados por deslocamento cérvica

Durante o experimento foram disponibilizados ragdégua ad libitum” para os
animais, e todo procedimento ocorreu nas depera®rn biotério e do Laboratério de
Genética Toxicolégica do Departamento de Genétiddlogfologia da Universidade de
Brasilia — UnB.

3.5.1 Teste do micronucleo e teste de proliferacao celula

A genotoxicidade foi avaliada pela frequéncia decramucleos analisados em
esfregaco sanguineo e a citotoxicidade atravésnidécdo da proliferacdo de eritrocitos
policromaticos.

Em laminas anteriormente limpas e identificadaarfofeitos esfregacos em duplicata
para cada animal. Depois de secas, as laminas fotadas em metanol P.A por 7 minutos, e
somente no momento da analise as laminas foranda®@m laranja de acridina, 10 pg-mL
! de &gua destilada. O processo de coloracdo dasnaimconsistiu em pingar

aproximadamente duas ou trés gotas na lamina,raaim laminula para melhor distribuicdo
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do corante por mais ou menos 3 minutos, lavar em égrrente e fraca, e deixar as laminas
secarem para melhor visualizagdo do material.

Num total de 3000 células, contabilizadas em camtadanual, verificou-se a
proporcao de eritrocitos policromaticos (EPC) emmmoromaticos (ENC), sendo que nas
primeiras 2000 foram observadas a presenca ou @duiaconucleos. As porcentagens de
EPC e ENC foram calculadas pelas férmulas quegeese

%EPC= PC _ x100 % ENC= NC  x100
PC + NC PC + NC

Os critérios adotados para a caracterizacdo denticleos foram os mesmos usados
para peixe, de acordo com Fenech (2000). A germtiade foi avaliada pela frequéncia de
microndcleos e a citotoxicidade através da inibigd® proliferacdo de eritrécitos
policromaticos em esfregaco de sangue periférico.

3.5.2 Hematologia

A hematoxicidade foi avaliada por meio de leucograplaquetograma e eritograma.

Apdés obtencdo do sangue periférico, realizou-se ogemma completo em
hematimetro veterinario automatico, calibrado pesaundongos, marca Sysmex pocH-
100iV Diff, onde as seguintes alteracdes hemato#sgforam verificadas: namero de células
brancas, numero de células vermelhas, concentdgdtemoglobina, hematdcrito, volume
corpuscular médio, média de hemoglobina corpusculaédia da concentracdo de

hemoglobina corpuscular e nimero de plaquetas.

3.6 Analise estatistica

Os resultados da analise estatistica foram obfidosmeio do programé&tatistical
Package for the Social Sciend&$SS) versao 17.0 e Graphpad Primas versao 5s0fados
foram expressos como médiaEPM (erro padrdo da média), os valorespd6,05 foram

considerados estatisticamente significativop<@,01, altamente significativo. As variaveis
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continuas foram testadas para distribuicdo nornoah © teste de Shapiro-Wilk. Para
verificagdo de possiveis diferencas entre os grupa@diados foram usados os testes de
ANOVA ou Kruskal-Wallis (para dados nédo distribisdale forma normal), e para
comparacgdes 2 a 2, foram utilizados os testes #eyTou Mann-Whitney. Os valores de p
com significado estatisticop€0,05) s6 foram considerados quando também assumira
sentido biolégico e, para tanto, atenderam os B8ERICritérios:

« Controle negativo comparado com todos os tratarsgnto

» Comparacdes entre doses diferentes dos mesmosecas@sporo-cristal (avaliacdo dose-
efeito ou concentracao-efeito);

» Comparaces entre diferentes esporos-cristais smandose/concentracao.
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4 RESULTADOS
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4.1 ResultadosOreochromis niloticus

4.1.1 UFC das estirpes usadas em tilapias

Na tabela 1, esta representado a quantidade dadenformadora de colbénia

(UFC) do complexo esporo-cristal utilizada nos expentos com tilapias.

Tabela 1.UFC das estirpes usadas no delineamento expeehoemh tilapias.

Quantidade de células por mL

Proteina
25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L
CrylBa6 10 2 x10 8 x10
Crylla 4x16 8 x10 5 x10
Cry1l0Aa 10 5 x10 9 x10

4.1.2 Morbidade e mortalidade

Durante o periodo experimental foram observadoaiside morbidade ou outras
ocorréncias de anormalidades visiveis, como pemlaeqlilibrio, alteracbes natatorias,
respiratorias, funcionais ou de pigmentacao.

Apenas um individuo morreu no controle negativgpaea os demais tratamentos a
mortalidade é apresentada na tabela 2, na quabdse gbservar que a concentracdo de 100

mg/L do complexo esporo-cristal de Crylla promoneutalidade de 30% dos peixes.
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Tabela 2.Mortalidade de tilapias expostas a esporos-csistaiBt.

Concentragao
Proteina
25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L
CrylBa6 0 0 1
Crylla 0 1 3
Cryl0Aa 1 1 1

4.1.3 Avaliacéo de diferentes parametros fisico-quimicoda agua

No valor de pH houve uma variagao_dé&,® nos grupos tratados e no grupo controle,
sendo 6,5 o valor minimo determinado, e 0 maximd@,de Para todos os grupos o valor da
temperatura da agua mostrou uma variagcdoG°. Quanto ao parametro turbidez, apenas o
controle negativo teve aumento em seu valor aoinérdo experimento, considerando que no
inicio do experimento, o valor foi de 0 (zero) UNinidades nefelométrica de turbidez), e
para os demais tratamentos, os valores sofrerarmulgéo, visto que no primeiro dia de
exposicao esses valores chegaram3@ YNT. Em salinidade, observou-se aumento narvalo
em todos os grupos. Durante 96 horas de exposic&d) foi diminuindo gradativamente,
sendo a maxima de 7,0 mg/L e o minimo de 4,3 ng&m contrapartida, a aménia total teve
um aumento critico ao longo do experimento, chegaté 3,5 mg/L no grupo controle, e 6,5

mg/L nos grupos tratados.

4.1.4 Teste do cometa

De acordo com a figura 22, apenas os tratamentosGnylla mostraram alteracdes
significativas em seus resultados em comparac@e®.2De acordo com o teste de Mann
Whitney, para porcentagem de danos moderados, ajagdla a 25 e a 100 mg/L mostrou
um aumento significativo em relagdo ao grupo céamtreegativo (p= 0,002 e p= 0,034,
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respectivamente). Entretanto, n&do foi observadudacéo de danos elevadgs, 0,001 (25
mg/L) ep= 0,000 (100 mg/L).

O grupo Crylla 25 mg/L teve aumento na porcentaderdanos moderados quando
comparado a Cryl0OAa e CrylBa6 na mesma concentrgg800,000 para ambos), e
diminuicao significativap= 0,013, em seus danos elevados em relacdo a Cayi@Anenor
concentracdo. Crylla a 50 mg/L sofreu uma redughoseus danos moderados quando
comparado a CrylOAa a 50 (p= 0,030), e a Crylld gp2z 0,000). Esse grupo tambéem
obteve um aumento significativo nos danos elevatioselacdo ao mesmo tratamento, mas
na dose de 25 mg/L (p= 0,000). Para Crylla a 1@0ds@0 moderado foi significativo
comparado a CrylOAa e CrylBa6 a 100 (p= 0,034 8,p£3), e a Crylla a 50 (p= 0,002).
Para esse mesmo grupo, os danos elevados mostiamamicao altamente significativa (p=
0,000) ao ser comparado a ele mesmo na dose dg/RQerdiminuicao significativa, compr

0,011 para ambos, em relacao a Cryl0Aa e Cry1B&0 ang/L.
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Figura 22. Porcentagem de danos moderados e elevados no EN@raebchromis niloticusexpostos aos esporos-cristais Bacillus

thuringiensis CrylBa6, Crylla, Cryl0Aa, nas concentracdes d&@% 100 mg/L.

Os dados correspondem a média + erro padrdo dar(ER). As letras indicam diferencas nas compasagée-2 detectadas pelo teste de Mann Whitney.s@siscos
indicam diferencas significativas (p<0,05) e altatassignificativas (p<0,01), sendo c= significatsammparado com o grupo 3; h= significativo comparegim o grupo 8.
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As figuras 23 A e B ilustram os niveis das fragragdés pelo teste do cometa, danos

moderados, niveis 1 e 2, danos elevados, nive& 3 e

Figura 23. A - Cometas de niveis 1 e 2 (dano moderado), & ecometas

de niveis 3 e 4 (dano elevado).

4.1.5 Frequéncia de micronucleos e anomalias nucleares

Pelo teste de Mann-Whitney ndo foram observadosresl significativos para
microndcleo entre os diferentes grupos tratadogufgi24), e também quando relacionados
ao controle negativo. Em anomalias nucleares CrylBa50 mg/L sofreu diminuicéo
significativa quando comparado a Cryl0Aa na mesomeentracdo (p= 0,038), e Crylla na
dose maxima mostrou diminuicao significativa (p80®,) nas anomalias nucleares em relagcao

ao grupo Crylla na concentracdo minima de 25 mg/L.
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Figura 24. Frequéncia de micronucleos e anomalias nuclea&drelochromis
CrylBa6, Crylla, Cryl0Aa, nas concentracdes dé@®, 100 mg/L.
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2-Cryl0A 25 mg/L

3 - Crvl0A 50 mg/L
4 - Cry10A 100 mg/L
5 - CrylBab 25 mg/L
6 - CrylBab 50 mg/L
7 - CrylBab 100 mg/L
8 - Crylla 25 mg/L

9- CrylIa 50 mg/L
10- Cry1Ia 100 mg/L
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Tratamentos

niloticusexpostos a esporo-cristal &acillus thuringiensis

Os dados correspondem a média + erro padrdo dar(R). As letras indicam diferencas nas compasagée-2 detectadas pelo teste de Mann Whitney.s@siscos
indicam diferencas significativas (p<0,05) e altatassignificativas (p<0,01), sendo c= significatsammparado com o grupo 3; h= significativo comparegim o grupo 8.
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A figura 25 A ilustra um microndcleo em eritrocde sangue periférico de peixe, e na
outra figura (figura 25 B), sdo indicadas pelaasanomalias nucleares.

&
&
L4 A
B .K
P = et
0. &
.. .

Figura 25. Micronucleo e anomalia nuclear em tilapias. Indaspelas setas,
em A, micronlicleo em eritrécito de peixe, e em Berdntes anomalias

nucleares em células de Tilapias expostas ao campkporo-cristal Cry.
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4.2 Resultados camundongos

4.2.1 UFC das estirpes usadas em camundongos

Na tabela 3 sdo mostrados os resultados da uniteadedora de colonia (UFC) dos

complexos esporos-cristais Bacillus thuringiensisisados em camundongos.

Tabela 3.UFC das estirpes usadas no delineamento expedhwam camundongos.

Os resultados sdo dados em quantidade de célutasisttladas.

Quantidade de células

Proteina
27 mg/Kg 136 mg/Kg 270 mg/Kg
Cry1lBa6 4 x18 2 x10 4 x1d
Crylla 4 x18 2 x10 4 x10
Cryl0Aa 1x18 5 x10 1 x10°

4.2.2 Teste do micronucleo e teste de proliferacéo celula

Conforme a tabela 4 ilustra, na andlise de mici@einenhum dos grupos tratados
apresentou alteracdes significativas quando cordparao controle com agua. No parametro
eritrocitos policromaticos, Cryl0Aa a 27 mg/Kg nmmoat diminuicdo significativa quando
comparada ao controle negatiys;, 0,014, e 0 mesmo resultado pléoi encontrado para o
aumento no seu numero de células neste mesmo gra@oo com relacdo ao controle
negativo em ENC. Resultados semelhantes foram \@mies na porcentagem de eritrécito
policromatico (EPC) e normocromatico (ENC).

Em comparagdes 2-a-2 nos resultados de MN-EPCL0Bgy a 136 teve aumento
significativo quando comparado a CrylOAa a 27, mimlicdo significativa quando
comparado a Cryl0Aa na dose maximpa, 0,006 para ambos. Nesse mesmo parametro,
CrylBa6 a 136 também apresentou diminuicao sigtifia quando comparado a Cryl0Aa na
mesma concentracdo (p= 0,006). Em MN-ENC, apeng40B8a a 270 teve diminuicao
significativa em seu valor quando comparado a @emo na concentracao de 1(6,0,033.
Para EPC e ENC apenas CrylOAa a 136 quando conopardilylOAa a 27 sofreu um
aumento significativo em EPC (p= 0,002), e dimidoigignificativa em ENC, com mesmo

valor de p. Resultados idénticos foram detectados na pomgemtade EPC e ENC.
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Tabela 4 -Resultados de teste de micronucleo no sangue fesifde camundongos Swiss albinos tratados comresjooistais CrylBa6,
Crylla e Cryl0Aa nas concentracfes de 27, 136 ari/Blg,administradas oralmente 72h antes da eutanasiantole negativo recebeu

agua filtrada.

Grupo Tratamento EPC ENC MN-EPC MN-ENC %EPC %ENC
1 Agua filtrada 564,17 + 31,02  243583+31,02 0,67+0,33 10,4754 18,81+1,03 81,19+1,03
2 Cry10A (27 mg/Kg) 267,33+37,52 2732,67+3752 0,17+0,17 9,67+2,04 891125 91,09+1,25
3 Cry 10A (136 mg/Kg) 549,50 + 66,56° 2450,50 +66,56° 0,67 +0,2I° 9,33+1,17 1832+2,%2 81,68+2,22
4 Cry10A (270 mg/Kg) 505,83 +657  2494,17 +65,70 0,17 +0177,83+1,58 16,86+2,19 83,14 +2,19
5 CrylB (27 mg/Kg)  471,50+44,31  2528,50+44,31 0,330,221 155076 1572+1,48 84,28+1,43
6  Cry1B (136 mg/Kg) 565,17 +£80,97  2434,83+80,97 0,17+01717,33+3,66 18,84+270 81,16 +2,70
7 Cry1B (270 mg/Kg) 503,50 £60,47  2496,50 +60,47  0,33+0,21 12,B26 16,78+2,02 83,22+2,02
8 Crylla(27 mg/Kg) 308,33+3887  2691,67+3887 0,67+0,33 83451 10,28+130 89,72+13
9  Crylla(136 mg/kg) 454,33+71,11  254567+71,11 0,83+0,40 11,3%8 1514+237 84,86+2,37
10  Crylla (270 mg/Kg) 520,00 +44,59  2480,00 £44,59 0,67 +0,33 11,@&78 17,33+149 82,67 +1,49

P-valores 0,001 0,001 0,076 0,017 0,001 0,001

Os dados correspondem a média * erro padrao dartied). EPC = Eritrécito policromatico; ENC= eriitd normocromatico; MN-EPC= namero de micronucleos
eritrécitos policromaticos; MN-ENC= nimero de migfcleos em eritrécitos normocromaticos. Para MN-E®@alor de p foi gerado pelo teste de Kruskallis/a
enquanto para as demais variaveis, os p-valoremfgerados por ANOVA. As letras indicam diferens@mificativas detectadas pelos testes de Mann#&¥i{MN-

EPC) ou Tukey (demais variaveis). Os asteriscasanad diferencas significativas (p<0,05) e altameaificativas (p<0,01), sendo a= significativo egtacdo ao grupo

1; b= significativo em relacdo ao grupo 2.
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As figuras 26 A e B mostram a diferenca entre @itos policrométicos e
normocromaticos corados com laranja de acridinasgue as setas indicam micronucleos

presentes nesta linhagem celular.

Figura 26. Eritrécitos policromaticos e normocromaticos
de camundongos corados com laranja de acridina. As
células alaranjadas sdo eritrocitos policromatieoss
verdes, os normocromaticos. Em A, MN em eritrécito

PCN, e em B, MN em ENC, conforme indicam as setas.
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4.2.3 Hemograma

4.2.3.1Eritrograma

Conforme demonstra a tabela 5, diferencas sigtifecs foram detectadas pelo teste
de ANOVA para hemoglobina (HGB) (p=0,009), hematw¢HCT) (p=0,005), eritrocitos e
na variacdo da distribuicdo do tamanho dos eribéc(RDW) (p=0,001), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e volume corpuscular m@dioM) apresentaram mesmos valores
de p (p=0,000). O valor de concentracdo hemoglobinmguscular média (CHCM) (p=
0,00) foi obtido por meio do teste de Kruskall \all

Pelo teste de Tukey, comparacfes 2 a 2, todos usogrtratados apresentaram
diminuicao significativa em HCMp&0,01) quando comparados ao controle negativo.&ind
em relagdo ao controle negativo, em VCM os resoftddram semelhantes a esses, com
excecdo dos tratados com Crylla e com a menord#o€ey10Aa, 0s quais ndo apresentaram
p significativo. Para RDW apenas dois grupos tragaomm Crylla mostraram aumento em
seus valores quando comparados ao grupo congsld),022, na dose intermediaria, e
p=0,00, na dose maxima. Pelo teste de Mann Whit@CM mostrou diminuicdo
significativa em relacdo ao grupo controfes0,05, para todos os grupos tratados com
esporos-cristais, com excecéo de CrylBa6 a 27 mg/Kg

Em comparacdes entre grupos tratados com espastas;ro valor de eritrécitos teve
aumento significativo comparando CrylBa6 e Cryl@A&36 mg/Kg (p=0,042) e também
quando se comparou esses grupos na dose maximadipx0Nao houve diferenca
significativa nos valores de HGB, e para HCT, apefaylBa6 a 270 teve aumento
significativo comparado a Cryl0Aa na mesma dos@,(85). Para CHCM, CrylBa6 a 27
comparado a Cryl0Aa na mesma concentracdo mostroeréo em seu valor (p= 0,006),
assim como Crylla a 270 mostrou uma diminuicdoesiaccemparado a Cry1l0A a 270 (p=
0,045). Em comparacbes entre diferentes doses resmmtratado, ainda para CHCM, uma
diminuicao significativap<0,05, foi detectada comparando os grupos CrylBE#b6ae a 270
ao grupo CrylBa6 a 27 mg/Kg, e outra diminuicagoficebida ao comparar Crylla a 270 a
27 (p=0,016), e Crylla a 270 a 136 (p=0,037).
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Tabela 5. Eritrograma de camundongos Swiss tratados com @soistais CrylBa6, Crylla e Cryl0Aa nas concedta de 27, 136 e 270
mg/Kg,administradas oralmente 72h antes da eutanasianttte negativo recebeu agua filtrada.

Grupo Tratamento Eritrocitos HGB HCT HCM CHCM VCM RDW
(x 107uL) (g/dL) (%) (P9) (g/dL) (L) (%)

1 Aguafiltrada 7,72+0,20 12,22+0,21 29,85+0,61 15,85+ 0,23 40,95+ 0,38 38,68+0,33 14,68 +0,89
2 Cry 10A (27 mg/Kg)  8,20+0,16 11,97+0,20 30,4856 14,60 + 0,14 39,27 +0,14° 37,17+0,38 16,20+ 0,36
3 Cry 10A (136 mg/Kg) 7,40+0,21 10,63+0,35 2619888 14,37 +0,1% 39,45+0,10° 36,38+0,27* 15,95+0,29
4 Cry 10A (270 mg/Kg) 7,55+0,33 10,85+0,53 2746035 14,33+0,2% 39,27 +0,28°  36,52+0,59* 16,70+0,68
5 Cry 1B (27 mg/Kg) 8,32+0,12 12,15+0,18 30,22,38 14,60 + 0,28 40,23 +0,25° 36,35+ 0,42 15,40 + 0,46
6 Cry 1B (136 mg/Kg) 8,46 +0,23 11,97+0,33 30,58+0,83 14,15+0,11 39,12+0,14*° 36,13+0,2* 16,53+0,41
7 Cry 1B (270 mg/Kg)  8,73+0,18 12,30+0,39 31,53+0,7% 14,08+0,18°  38,98+0,33*° 36,13+0,36° 16,50 +0,72
8 Cry 1la (27 mg/Kg) 7,72+0,12 11,42+0,18 28,6842 14,80 +0,08 39,82 +0,31° 37,22+0,36  17,55+0,48
9 Cry 1la (136 mg/Kg) 8,04 +0,14 11,73+0,24 2%7W39 14,620,277 39,48 £ 0,32 37.00+0,42 17,82 +0,69

[EEN
o

Cry 1la (270 mg/Kg)  8,11+0,37 11,63+0,53 301722 14,43+0,17 38,50+0,27*%"9  3725+0,33 19,02+0,83
P-valores 0,001 0,009 0,005 0,000 0,000 0,000 0,001

Os dados correspondem a média + erro padrdo dan(ER). HGB = Hemoglobina; HCT = Hematocito; VCMValume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina
Corpuscular Média; CHCM = Concentracdo Hemoglobi@orpuscular Média; RDW = amplitude ou variacadalidiribuicdo do tamanho dos eritrdcitos (do indgtésl Cell
Distribution Width; g/dL = gramas por decilitros; fl = fentolitrqsg = picograma. Para CHCM, os valores de p foramadges pelo teste de Kruskall Wallis, enquanto para
demais variaveis, tais valores foram gerados poDXHN. As letras indicam diferengas nas comparacéas2detectadas pelo teste de Mann Whitney (CHOMYT ukey
(demais variaveis). Os asteriscos indicam difererggnificativas (p<0,05) e altamente significasi@<0,01), sendo a= significativo comparado comrupo 1; b =
significativo comparado com o grupo 2; c= signifiea comparado com o grupo 3; d= significativo cargzlo com o grupo 4; e= significativo comparado cognupo 5; f=
significativo comparado com o grupo 8; g= signifiea comparado com o grupo 9.
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4.2.3.2 Leucograma

Em relagéo ao controle negativo, houve uma dimé&wig um aumento significativo
na porcentagem de linfécitos nos grupos tratadas GrylOAa (p= 0,037) e CrylBa6
(p=0,025) a 270 mg/Kg, respectivamente. Consideragicida comparacfes com grupo
controle, observou-se a diminuicdo significativa mamero de células de neutrofilos +
monaocitos em todos aqueles tratados com Cry1B2s,(p= 0,024), a 136 (p= 0,013) e a 270
mg/Kg (p= 0,016).

Ao comparar diferentes esporos-cristais na mesnsa daalisando o parametro de
porcentagem de linfocitos, foram detectados aursesignificativos quando se comparou
CrylBa6 e Cryl0Aa a 136 (p= 0,025), CrylBa6 e CAya®70 (p= 0,004), e ao se comparar
Crylla e CrylBa6 também na dose maxima (p=0,01Q).pbrcentagem de neutrdfilos +
monocitos houve diminuigdo significativa no valar @l quando se comparou CrylBa6 e
CrylOAa (p = 0,005) na dose maxima. Quanto ao narder neutréfilos + mondcitos os
valores mostraram uma diminuicéo significativa glease comparou CrylBa6 e Cryl0Aa a
27 (p=0,036), e a 136 (p= 0,016), e um aumentccaagaracdes entre Crylla e CrylBa6 a
27 (p= 0,009), a 136 (p= 0,006), e a 270 (p= 0,0M®s demais parametros analisados 0s

valores dep ndo foram significativos. Esses resultados podamisualizados na tabela 6.
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Tabela 6.Resultados do leucograma de camundongos Swisddsatd®m esporos-cristais CrylBa6, Crylla e Crylfas concentragoes de
27, 136 e 270 mg/Kgdministradas oralmente 72h antes da eutanasient@le negativo recebeu agua filtrada.

G Tratamento Letjoctg?:sltos Linfocitos N&L:;%Ti?os; Eosindfilos  Linfécitos N&%tgggli(t);; Eosindfilos
(x 16/L) (%) %) (%) (x 10°/uL) (x 10%L) (x 10%uL)
1 Agua filtrada 9,67 +1,19 51,32 + 3,19 46,25+3,07  2,43+1,64 ,9240,63 4,48 + 0,66 0,27 +0,19
2 Cry 10A (27 mg/Kg) 8,18 +1,16 47,33 + 4,69 51,65 + 4,85 1,02+0,45 ,933%0,73 4,15+0,61 0,10 + 0,07
3 Cry 10A (136 mg/Kg) 6,50 +1,07 43,27 + 6,24 54,87 £6,22 1,87 +0,38 2,98 +0,76 3,42 £ 0,56 0,10 £ 0,03
4 Cry 10A (270 mg/Kg) 9,85+ 3,52 35,20 + 4,63 61,08 £ 6,43 3,72+2,25 2,87+0,72 6,73 +2,80 0,25+0,11
5 Cry 1B (27 mg/Kg) 6,12 + 1,20 59,63 + 3,80 38,35+325 202+1,92 ,7530,81 2,35+ 0,48 0,02 0,02
6 Cry 1B (136 mg/Kg) 5,28 + 1.00 61,87+4,%  3582+4,13 2,32+1,90 3,47 +0,74 1,73+ 6,34 0,08 £0,07
7 Cry1B (270 mg/Kg)  5,73+1,47 6502+2,85¢ 34,05+258° 0,93+0,55 3,90 +1,15 1,80 +0,35 0,03+0,02
8 Cry 1la (27 mg/Kg) 8,50 + 0,88 52,58 + 3,65 46,75+3,74 0,67 £0,32 4,58 + 0,67 3,87 £0,32 0,05 + 0,02
9 Crylla (136 mg/Kg) 9,83 +0,94 57,37 + 5,82 41,73+5,47  0,90+0,535,73+0,91 4,02 +0,50 0,08 + 0,03
10 Cry1lla (270 mg/Kg) 8,52 + 1,40 4437 +4,78  5397+4,76  1,67+0,46 3,82+0,76 4,57 +0,86 0,13 + 0,06
P-valores 0,275 0,003 0,001 0,242 0,319 0,004 0,331

G= Grupo. Os dados correspondem a média + errdipatir média (EP). Para Linfécitos (%), Eosin6f{its, Neutréfilos+Mondcitos (x TuL) e Eosindfilos (x 18/uL),

os valores de p foram gerados pelo teste de Kiddkallis, enquanto para as demais variaveis, talsres foram gerados por ANOVA. As letras indicarieréncas
significativas detectadas pelos testes de Manna&fibu Tukey. Os asteriscos indicam diferencasifsigtivas (p<0,05) e altamente significativas (30, sendo a=
significativo em relagéo ao grupo 1; b= signifiegatem relagdo ao grupo 2; c= significativo em ré&aao grupo 3; d= significativo em relagdo ao grdipe= significativo
em relacdo ao grupo 5; f= significativo em relagéarupo 6; g= significativo em relagéo ao grupo 7.
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4.2.3.3Plaguetograma

De acordo com o teste de Tukey, nenhum dos tratasygoromoveu alteracao
significativa na populacao de plaquetas em relagégrupo controle (tabela 7). Para volume
plaguetario meédio (VPM) todos os grupos tratadosy excecdo de CrylBa6 a 27 mg/Kg,
tiveram aumento significativo (p<0,05) quando comafas ao controle com agua. Em
variagcéo da distribuicdo do tamanho das plaquéBd\), apenas Cryl0Aa a 27 (p=0,024) e
Crylla em todas as concentracbes administradas Q®96; p= 0,015; p=0,027,
respectivamente) obtiveram aumento significativoretacdo ao controle. Ainda de acordo
com o grupo controle, porcentagem de plaquetasigggdP-LCR) teve aumento significativo
(p<0,05) em todos tratados com Cry10Aa, com CrylBa86ea(p= 0,007) e a 270 (p= 0,014),
e na dose maxima de Crylla (p= 0,002).

Para plaquetas (PLT) os grupos tratados com Cry&Ba®ylla na dose de 27 mg/Kg,
quando comparados a Cryl0Aa na mesma concentisgf@eram aumento em seus valores,
p= 0,004 para ambos. CrylBa6 e Crylla também sofrenamento quando comparados a
Cryl0Aa na concentracao intermediapa,0,028 e 0,006, respectivamente. Em VPM, apenas
a concentracdo de 27 mg/Kg mostrou efeito signifioaem comparacdes 2-a-2, com uma
diminuicao entre CrylBa6 e Cryl0Aa (p= 0,035), eaumento significativo entre Crylla e
CrylBa6 (p= 0,011). Resultados semelhantes foratecdeglos em PDW na mesma
concentracdo entre CrylBa6 e Cryl0Aa (p= 0,028ntes Crylla e CrylBa6 (p= 0,005).
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Tabela 7. Resultados do plaguetograma de camundongos Swvbs®oaltratados com esporos-cristais CrylBa6, Crgll@€ryl0Aa nas
concentracfes de 27, 136 e 270 mgA¢hministradas oralmente 72h antes da eutanasient@le negativo recebeu agua filtrada.

Grupo  Tratamento PLT VPM P-LCR POW
(x 10%uL) (fl) (%) (fl)
1 Agua filtrada 1413,33 + 138,85 5,38 + 1,08 5,83 +1,55 5,60 21,1
2 Cry 10A (27 mg/Kg) 1149,50 + 87,72 7,10 + 017 11,93 + 1,342 7,02 £ 0,09
3 Cry 10A (136 mg/Kg) 1128,83 + 64,71 7,07 +0,17 11,15 + 1,28 7,07 +£0,15
4 Cry 10A (270 mg/Kg) 1467,50 + 206,34 7,13 + (0?25 11,93 + 1,56 6,93+ 0,26
5 Cry 1B (27 mg/Kg) 1530,00 + 39,61 6,58 + 0,08 8,43 £ 0,38 6,68 + 0,07
6 Cry 1B (136 mg/Kg) 1449,40 + 90,90 7,14 £0,12 12,16 + 0,47° 7,10 +£0,17
7 Cry 1B (270 mg/Kg) 1541,33 + 59,24 7,04 + 025 11,76 + 1,48 7,06 0,17
8 Cry 1la (27 mg/Kg) 1675,00 + 55,71 6,90 + 0,09 9,10 £ 0,60 7,13 +0,07¢
9 Cry 1la (136 mg/Kg) 1789,67 + 180,68 7,00 £0,1% 9,87 +0,72 7,20 0,12
10 Cry 1la (270 mg/Kg) 1778,40 + 200,69 7,34 £ (720 12,70 + 1,05 7,38 £ 0,21
P-valores 0,004 0,007 0,001 0,031

Os dados correspondem a média + erro padréo dartER). PLT= plaquetas; VPM= volume plaquetario iméB-LCR= percentagem de plaquetas gigantes (glésn
Platelet larger cell ratiy; PDW= amplitude ou variacédo da distribuicdo doaaho das plaquetas (do ingHatelet size deviation widthPara P-LCR, os valores de p foram
gerados por ANOVA, enquanto para as demais vasgaveis valores foram gerados pelo teste de Krldgkallis. As letras indicam diferencas nas compaesc2-a-2
detectadas pelos testes de Mann Whitney (P-LCR)ubey (demais variaveis). Os asteriscos indicamréifcas significativas (p<0,05) e altamente sicatiifvas (p<0,01),
sendo a= significativo em relacao ao grupo 1; griicativo em relacao ao grupo 2; c= significatem relacdo ao grupo 3; d= significativo em relagdgrupo 5.
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5 DISCUSSAO
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5.1 Peixes -Oreochromisniloticus

A protecéo dos ecossistemas depende da capacidatistidguir os efeitos das acbes
humanas das varia¢des naturais, buscando categmiidtuéncia antropica sobre os sistemas
bioldgicos (Vilches, 2009).

Uma situacado sem risco ndo existe, nem com 0SG@COE quimicos e nem com 0S
AMCs, gquanto a isso ndo se pode absolutamente pweontrario. O registro de um
agrotoxico quimico € essencialmente uma autorizdedgso, na qual os riscos séo aceitaveis,
e 0 mesmo procedimento deve ser aplicado aos ARBg(ra-Filho, 2005).

De acordo com relatorio de Glare e O’Callaghan )99 Bacillus thuringiensis
israelensig(Bti) apresenta um pequeno efeito patogénico ansgios nao-alvo, o que inclui
invertebrados e vertebrados, entretanto, nesse oneaiorio os autores enfatizam que o Bt
ndo possui acdo direta sobre organismos aquatifasabém é citado que esse
microorganismo ndo causa efeito contra microcrestgda ordem Cladocera, o0 que contradiz
o trabalho de Jonsson e colaboradores (2009), gimiaa reducdo da sobrevida destes
organismos a exposi¢ao de cepas Bt.

Recentemente Oliveira-Filho e colaboradores (2@bhstataram os seguinte efeitos
adversos, ou a auséncia deles, das cepas deBaitikus thuringiensis kurstakBtk): para
Daphnia similisndo houveram efeitos nas concentracées de 1,8 & 16 x 18 esporos/mL
em 48 horas de exposicéo; pBianphalaria glabratana dose de 5 x 1@sporos/mL de Btk
n&o observou-se efeito, para Bti foi calculada go@k 1,5 x 10 esporos/mL em 30 dias de
exposicdo; e para o coledptdagazella a Clso foi de 1,3 x 10 esporos/grama de esterco
fresco para Btk, e > 1,7 x 4@sporos/g para Bti.

Assim como foram perceptiveis resultados divergenéste estudo, na literatura sobre
toxicidade deBacillus thuringiensigambém existem muitas divergéncias a respeitaeds s
efeitos adversos sobre organismos aquaticos. Ronm®, Jonsson e colaboradores (2009)
relacionam a mortalidade de peixes da espégmhessobrycon scholzaiexposicdo deles a
cepa 344 d8. thuringiensisnuma concentracado 1000 vezes maior do que a esadampo.
Em trabalho realizado por Grisolia e colaborad¢2899b) n&o foi verificado mortalidade em
peixes da espéci®. rerio e O. niloticus expostos a cepas de Bt na concentracdo de 5 x 10
porém encontrou-se efeito citotoxico destas cepes g segunda espécie de peixe.

Nenhum efeito foi observado em peixes de diferemgsécies expostos ao Bti
pulverizado em culturas proximas (Merrdt al, 1989), e em outro estudo também se
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verificou a auséncia do efeito adverso para pedxgm®stos a 1,3 a 1,7 x Yaesporos por
grama na dieta desses organismos (Christensenap@@dohnson & McGaugey, 1996).

O protocolo da United States Environmental Protection Agen¢ySEPA, 1996),
intitulado como Microbial Pesticide Tests Guidelines712-C-96 de 1996 preconiza o
méaximo de células que se deve usar em ensaios @m@onganismos, cujo valor pode variar
de 16 a 10. A quantidade de esporos por mL usados em testetoxicidade variam
conforme a espécie do modelo animal. Sendo quepmixas ja foram relatados o uso de 4
x10’ (Carvalho, 2010), 5 x £0(Giinther & Jimenez-Montealegre, 2004)° ¥ 5 x 16
(Grisoliaet al, 2009b) 1 para testes de citototoxicidade (Gris@tial, 2009b).

Em um estudo anteriormente realizado por nossoogdgppesquisa (Grisoliet al,
2009b), peixes de duas espécies foram expostopas cke Bt icraelensise kurstak) nas
concentraces de 1 x 1@ 5 x 16 esporos/mL. Uma das espécies utilizadasyerio, é
comumente usada em ensaios toxicolégicos, e a,oOtraloticus (tilapia), geralmente
apresenta-se mais resistente do que a primeiransaios deste tipo. Todavia, ndo foram
constatadas mortalidade ou qualquer alteracdo ctoampental nestes animais, supondo que a
CLsp para esses peixes seja maior que as doses wdiza@d dois primeiros formulados (Bti e
Btk), sdo cepas dBacillus thuringiensiqque produzem entre outras proteinas Cry, Cry1l0A
(Bti), Cryll (Btk). Baseando-se nestes resultadwan adotadas concentragbes semelhantes
de esporo-cristal na metodologia deste trabalhfimade comparar os possiveis efeitos
adversos dos complexos de esporo-crist@atzllus thuringiensis

Sabe-se que a maioria das substancias quimicasdemadas como agentes toxicos,
sdo substancias exdgenas aos organismos, conhamdas xenobidticos. Fatores que
influenciam na toxicidade, podem ser de propried&ieo-quimica, como pH, temperatura,
pressédo, luminosidade entre outros (Leite & Amo2®01). Fatores como o estresse €@tu
al., 2004; Flintet al, 2007; Haraet al, 2011), luminosidade (Aycicekt al, 2008), e
exposicdo a compostos quimicos ou microbiolégiGsnies-Carneire@t al, 1997; Grisolia
et al, 2009a; Vilches, 2009; Mallket al, 2011) podem interferir diretamente ou indiretateen
sobre o DNA, provocando danos nele.

Tendo em vista o0 estresse ao qual os animais fewdnmetidos e os valores altos da
amoOnia total, acredita-se que estes parametroseetadb a amonia, possam estar envolvidos
com os altos indices de danos no DNA, micronuclana@nalias cromossdmicas, e inclusive
com a mortalidade destes animais nos grupos tratadw controle negativo, cuja amoénia

atingiu 6,5 mg/L e 3,5 mg/L, respectivamente. Algurabalhos relatam o efeito toxico da
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amonia (Silva & Nepomuceno, 2010), sendo esta fageesentada critica para tilapias
(Kubitza, 1999; Carvalho, 2010).

A mortalidade de um individuo no grupo controle ategp ndo invalida o estudo e
esta dentro do esperado, ou seja, 90% de sobreiav@a grupo controle, de acordo com o
guia OECD N° 203/1992.

Alguns autores relatam que a aménia € um paramesidtivo para peixes, sendo que
muitas espécies ndo sobrevivem a niveis acima deg/h. Ela provoca o consumo de
oxigénio dissolvido das aguas naturais ao ser daidaologicamente, a chamada DBO de
segundo estagio (Vilches, 2009). Por estes motavasncentracao de nitrogénio amoniacal é
importante pardmetro de classificacdo das aguasramate normalmente utilizado na
constituicdo de indices de qualidade das aguas.

A exposicdo de peixes a concentracdes sub-letaisand@nia induz alteracdes
bioquimicas, fisiologicas, histolégicas e compoeatnis que coletivamente levam a
supressdo do crescimento e ao comprometimento Idgioo (Hargreaves & Kucuk, 2001).
Martinez e colaboradores (2006) a julgam como uor fanitante na piscicultura reduzindo a
sobrevida dos peixes, levando a perda do equiléaanorte.

A amoénia € o principal produto metabdlico nitrogéma toxico excretado por peixes,
0 seu valor pode variar de acordo com a temperaaragua e pH (Yeet al, 2004; Reis
&Mendonga, 2009). De acordo com as resolucdes M2885 e 430/2011 do CONAMA, o
valor esperado para amonia com pH,5 (valor encontrado em todos os tratamentosjiera
3,7 mg/L para agua doce de classe |. Agua docdadsecl sdo aquelas para abastecimento
doméstico, recreacdo, contato, e onde ocorra pmsaailtivo de organismos, para fins de
consumo intensivo (CONAMA, 2005).

Existem indicios de que a atividade microbiana ptvdasformar a aménia numa
forma toxica intermediaria, o nitrito, e ele emratib, forma néo toxica (Yeet al, 2004).
Porém este efeito ndo foi percebido nos experinsedEsenvolvidos, possivelmente em
virtude do tempo de exposicao.

O pH, temperatura e salinidade, mostraram valom@snais de acordo com o
estabelecido para agua doce pela Resolucdo do C@NNM357 de 17 de marco de 2005
(CONAMA, 2005). O oxigénio dissolvido teve uma dmig&o gradativa inclusive no grupo
controle negativo, cujo esperado segundo a resmlacéna, era um valor ndo inferior a 6
mg/L, enquanto a minima observada foi de 4 mg/lta Esminuicdo n&o foi atribuida ao
consumo de oxigénio livre pelas bactérias, conaitky que a variagcdo entre 0S grupos

tratados e o controle foi deG2.
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A turbidez esta relacionada com a transparénciagda e o poder de penetracdo da
luz nela. Ela pode ser atingida pela presenca d&rimaem suspensdo na agua, como
substancias organicas e outras particulas. As iamtérganicas em suspensao/flutuacéo
podem acumular-se nas guelras ou branquias cayspodaasfixia, a morte dos peixes
(Chacon, 1988). Contudo, como o presente trabalo tem por finalidade andlises
histol6gicas, ndo puderam ser atribuidas estastesisticas aos peixes que morreram ao
longo do experimento.

Uma vez que as excretas dos peixes expostos, &ssimo 0s residuos de racao
oferecidos uma vez ao dia, tendem a se acumularagoérios, desprovidos de filtro, o
aumento da turbidez no grupo controle negativocéomiforme esperado. Em contrapartida, a
diminuicdo da turbidez nos grupos tratados sigmifjizie o material diluido na agua do
aquario, por mais que tenha contado com o auxdliaedtacdo constante, e movimentacao dos
animais, foi sedimentando ao longo de 96 horaxdesécdo. Porém, os valores para turbidez
se mantiveram no méaximo permitido pela ResolucddNADA N° 357/2005, 40 UNT
(unidades nefelométricas de turbidez) sendo quévanma no inicio da exposicéo foi de 30
UNT e no final foi de 11 UNT.

Sabe-se que 0 estresse em peixes direciona distudndécrinos com efeitos
metabdlicos que podem incluir hiperglicemia, deftedas reservas teciduais de glicogénio,
lipdlise e inibicdo da sintese proteica (Martirdzal, 2006). Por isso acredita-se que este
pode ter sido mais um fator de interferéncia nasiltedos encontrados, podendo ter agido
diretamente, ou indiretamente, na alta incidéneiaddnos no DNA das tilapias, conforme
ilustrados nos resultados dos grupos tratadoscemioole negativo.

Pelo teste do cometa, percebeu-se que apenas@ntagdes de 25 e 100 mg/L do
complexo esporo-cristal recombinante de Cryllasgmaram indice de danos moderados no
DNA estatisticamente significativo em relacdo apesetivo controle. Para os danos elevados
no DNA, as trés concentracdes ndo foram estatiséinge significativas, o que pode sugerir
uma tendéncia genotdxica. Porém, tais dados naocssiicentes para afirmar que esse
esporo-cristal apresente genotoxicidade para peixes

Pouco ainda se sabe sobre os receptores de menuasmmoteinas utilizadas neste
trabalho. Contudo, Martins (2009) relatou duas @nats do grupo das fosfatases alcalinas
como provaveis receptores para CrylBa6, e poligepsi (no caso do receptor ser de natureza
proteica) como provaveis receptores para as pesegtombinantes Crylla e Cryl0Aa.

Com excecao da proteina Cry3 (et al, 1991), as proteinas Cry dgacillus

thuringiensisse solubilizam em pH alcalino, acima de 9,5 (Kresnd Dow, 1993, Martins,
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2009). De acordo com Rotta (2003), a maioria dogepepossuem pH do estbmago
extremamente acido, no caso da tilapia nilétickdovgria de 1,4 a 1,6, porém apresentam um
muco alcalino que reveste a parede estomacal,l@tarnontam com a presenca de proteases.
Estas proteases sdo de origem tanto pancreaticatoquatestinal, sendo as intestinais
presentes: exopeptidases; dipeptidases; catepspsina (ativada entre pH 7 e 11). Algumas
espécies de peixes sem estbmago possuem pH de tado digestivo alcalino (Rotta, 2003),
porém, este ndo é caso da tilapia.

As diferencas significativas na mesma concentraggimparando diferentes esporos-
cristais, observadas pelo teste do cometa, sugerens| esporos-cristais de Crylla podem
apresentar riscos que os esporos-cristais de CéygéBaryl0Aa, ndo apresentam mesmo em
concentragdes maiores.

Em um estudo realizado por Grisolia e colaborad(2669a), foram testados quatro
esporos-cristais de estirpes recombinantes (CryCA# Ab, CrylAc, Cry2A) em peixes da
espécieD. rerio, e foi verificado que apenas o complexo espomstairiCrylAa induziu MN
em sangue periférico esses resultados corroboraladws obtidos neste trabalho.

Além do mais, os mesmos efeitos genotoxicos obdesvaelo teste do cometa, que
detecta lesdes genbmicas, que ainda sdo passévesrmcdo (Gontijo & Tice, 2003), ndo
foram observados no teste do micronucleo, que ymrvez detecta danos cromossdmicos ou
no aparelho mitético (Salvadat al, 2003), o que leva a acreditar que os efeitostgeinms
do complexo esporo-cristal Crylla, observados pekie do cometa, ainda possam ser
reparados pelo sistema de reparo desse organismoigso, sugere-se que sejam realizados
periodos de recuperagdo, onde ocorre a troca dadagsistema por agua filtrada e tratada, a
fim de verificar se de fato a genotoxicidade obadavpara Crylla pelo teste do cometa seria
também observada no teste do micronucleo.

Esta divergéncia de resultados apresentados ees wstavaliacdo toxicologica ja foi
observada em diferentes artigos que avaliam o paletdxico dessas substancias. No
trabalho de Ren e colaboradores (2002), o bioridatiBt foi capaz de induzir aberragdes
cromossOmicas, como quebras de cromatides e deossomos, em células germinativas do
ortopteraOxya chinensisem contrapartida, os cristais Bacillus thuringiensisorotipo H-1
e H-14 ndo apresentam genotoxicidade através dooedaSalmonella(Teste de Ames) em
um estudo realizado Carlberg e colaboradores ers. 199

Sabe-se que 0s esporos possuem atividade sinéayicas proteinas Cry, sendo elas

mais toxicas quando em acdo conjunta (Johnson & adgéy, 1996). As medicdes de
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toxicidade com base na concentracdo de esporosempre sdo confidveis, uma vez que o
componente toxico das formulacdes Bt@endotoxina (Glare & O’Callaghan, 1998).

5.2 Camundongos

Testes de seguranca ja comprovoram um baixo risconamiferos expostos
diretamente a Bt. A preocupacédo relacionada a meamsifestd no fato de que ja foram
constatados que solubilizados deendotoxinas, via injecdo, se mostraram toxicos a
camundongos, e esse solubilizado também foi édolipara eritrocitos humanos (Glare &
O’Callaghan, 1998).

Todavia, muitos trabalhadores de campo exposticéacdes de produtos a base de
Bt, ndo véem por que suspender o uso destes psodataermos de risco a saude (WHO,
1992). Estudos realizados em ratos, que receberarh0¥ esporos/Kg, e em humanos que
ingeriram voluntariamente 3 x 38sporos viaveis por cinco dias ndo apresentaraito®fie
toxicidade (Fisher & Rosner, 1959 apud Drobniews8B4).

Em estudo publicado recentemente (Aris & Lebl&td 1), foi detectada a presenca
de metabolitos da proteina CrylAb, em mulheresid@dy em seus fetos e em mulheres néo
gravidas, em virtude da exposicdo a alimentos @gé&misos. Em contrapartida, ndo foram
detectadas diferencas nos metabolitos da urinatde alimentados com arroz-Bt e arroz de
cultura normal em longo prazo (Cabal, 2011).

De acordo com Ribeiro (2003), os MN podem ser @@dtieramente detectados em
eritrécitos normocromaticos circulantes (NCE), uraa que ao contrario do baco de rato e do
homem, o baco de camundongo ndo remove do sanguigrositos contendo micronucleos.

Conforme os resultados obtidos, apenas os espostais de Cryl0Aa na menor
concentracdo apresentaram efeito sobre a linhagedular celular. Acredita-se que este
efeito perceptivel apenas na menor dose de Cry{DA&F) também esteja relacionado a um
valor com efeito estatisticamente significativo,snsam significado biologico.

De acordo com Campbell (2007) é dificil obter vatode confianga para hemograma,
devido as variag6es relacionadas ao procedimentoldea do sangue aos fatores ambientais
e aos procedimentos laboratoriais envolvidos. Eralge coleta do sangue causa estresse, ou
requer contencdo quimica, fatores como o sexo.ejdadestesia, linhagem e método de

contencao fazem com que existam variacfes nesimpaD.
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Os valores da hemoglobina corpuscular média (HGMQrdpo controle negativo e de
todos os grupos tratados estdo dentro dos padobeseatados para camundongos, 13,7 -18,1
pg (Campbell, 2007), ou seja, por mais que 0s grtgadados tenham apresentado diminuicao
significativa em relacdo ao controle negativo, akres estdo dentro dos limites aceitaveis
para estes organismos. A diminuicdo nos valore€KHEM (concentracdo hemoglobinica
corpuscular média) indica uma hipocromia dessadalverificada por um valor abaixo do
padrdo normal (Meyest al, 1995). Os valores para volume corpuscular médi@M), que
se referem ao tamanho da célula, foram abaixo pler@do para camundongos, 42,3 — 55,9 fL
(Campbell, 2007), tanto no grupo controle negatjuanto nos tratados, o que pode sugerir
células microciticas, que sdo células com tamabha do normal (Meyeet al, 1995). O
valor da RDW (distribuicdo espacial das célulasmethas) é deduzido como uma
representacdo numerica da anisocitose, que éac&ardo tamanho dos eritrocitos (Meger
al., 1995). Tendo em vista que VCM esté relaciona@®d&/, um RDW aumentado indica a
presenca de subpopulagBes de eritrocitos, maior@spres ou uma combinacdo. Com isso,
uma baixa VCM pode estar associada a eritrocitowonms (Meyeket al, 1995).

Nos resultados de leucograma néo foram observddieencas significativas no
namero de linfocitos e os valores ficaram dentreesjperado para camundongo, 1,27 — 8,44
x10¥uL (Campbell, 2007), entretanto, as variacbes rwhsas em linfocitos (%) e em
neutréfilos + mondcitos, podem sugerir respostasistema imunoldgico, que pode ser desde
uma resposta a uma hipersensibilidade tardia a@lesim esporo-cristal, assim como um
mecanismo de defesa contra microorganismos, podesidoligado a processos inflamatérios
ou nao (Meyeet al, 1995).

Com relagdo a analise do volume plaquetario médriM), o aumento significativo
observado em todos os tratamentos em relacdo g grontrole, com excecdo de um
(CrylBa6 a 27 mg/Kg), tem sido atribuido a redudaosobrevida das plaquetas (Grotto,
1998), a heterogeneidade e maturidade da poputig&cegacariocitos da medula éssea, ao
sequestro periférico das plaquetas pelo baco, estauitdo delas pelo sistema imunoldgico
(Comar & Silva, 2009). Todavia, plaguetas maio@&s sais ativas que as menores, assim
como plaquetas novas em relacéo as velhas (Thomgbsan 1983; Comar & Silva, 2009).
Essa afirmativa pode sugerir uma base explicatava @ aumento observado em P-LCR
(porcentagem de plaquetas gigantes), uma vez guelaumento destas plaquetas gigantes,
acredita-se que em virtude de algum efeito advecasionado pelo complexo esporo-cristal,
elas tenham sido mais ativas conforme sugere assdial literatura (Thompsaat al, 1983;

Comar & Silva, 2009). Em andlise conjunta, o aumestiservado em PDW (variagdo da
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distribuicdo do tamanho das plaquetas) em algwnsogrtratados, pode indicar a afirmativa
anterior como verdadeira, tendo em vista que o P83t diretamente relacionado ao
aumento da heterogeneidade do volume plaquetdoim&€& Silva, 2009).

Todavia, Meyer e colaboradores (1995), enfatiza gsieéndices apresentados em
andlise de hemograma sédo sinais grosseiros dacdlesy e, quando anormais, determinam
que investiga¢gdes mais apuradas devam ser reaizada

Neste contexto, vale ressaltar que os valores per@s viaveis usados nos ensaios
foram muito maiores que os usados em campo. Sarglerg campo a dose maxima utilizada
do bioinseticida Dipel, & base de Bt, € para aucalte Citros, no combate ao lepiddptero
bicho-furdo Gymnandrosoma aurantiaheonde é aplicado do principio ativo cerca de &,93
1% esporos viaveis por hectare, enquanto que nosstesélizados a concentracdo méaxima

usada foi de 18§ esporos/Kg em camundongos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS
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Num contexto abrangente o complexo esporo-cri¢alestirpes recombinantes de
CrylBa6 e Cryl0Aa ndo foram genotoxicos para peiRgenas o esporo-cristal Crylla
apresentou tendéncia genotoxica para danos moderadpe remete a outros ensaios. Para
camundongos, esses complexos de esporos-cristaisapi@sentaram genotoxicidade e
citotoxicidade de acordo com os testes realizados.

Pequenas alteracdes detectadas nas analises lgitawlde camundongos remetem
a propor estudos mais detalhados a fim de esclgpessiveis causas dessas alteracfes. Neste
contexto, sugere-se que estudos de ligacdo a meabeacélulas intestinais de peixes e de
camundongos sejam realizados com purificados deipas Cry, a fim de verificar se de fato
existem receptores nesses organismos para estafgnpsacristais, assim como a verificacdo
do efeito do esporo em estirpes recombinantes.

Além do mais, o risco toxico constitui a probalzitié de uma substancia produzir um
efeito adverso, um dano, em condi¢cdes especifieassd, e os valores de esporos-cristais
utilizados nos ensaios foram muito maiores qudibzados em campo.

Baseando-se no contexto bibliografico e nos radaft encontrados, acredita-se que 0s
efeitos observados estdo mais relacionados ao dg@roduto Bt (esporo-cristal, cepa,
formulado, proteinas), a via de exposicdo ou aditnagdo, e & concentracdo de exposicdo

aos guais os animais sdo submetidos.
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