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RESUMO

As proteinas inseticidas (ICPs) do Bacillus thuringiensis (Bt) sdo -endotoxinas produzidas
sob a forma das inclusdes cristalinas geométricas durante a esporulacdo e designadas como
proteinas cristais (Cry). As toxinas Bt conferem a este entomopatdgeno propriedades
inseticidas, sendo usadas em varias formulacGes de bioinseticidas rotineiramente empregadas
no controle bioldgico de pragas agricolas. Inseticidas Bt tém a vantagem de serem muito mais
especificos do que os inseticidas quimicos sintéticos de amplo espectro, e, portanto, séo
considerados como agentes de controle de insetos favoraveis ao meio ambiente. Entretanto,
com a introducdo no ambiente das plantas geneticamente modificadas que expressam as o-
endotoxinas (plantas transgénicas de colheitas), a disponibilidade biolégica das proteinas Cry
aumentou, e por questbes de biosseguranca seus efeitos devem ser rigorosamente
investigados, sobretudo, para organismos ndo-alvo. As avaliagbes de plantas-Bt devem
considerar tanto o seu potencial para produzir efeitos perigosos quanto a exposicdo de
organismos sensiveis e ndo-alvo resultante da disseminagdo e persisténcia da toxina. Assim,
objetivou-se avaliar, em camundongos albinos Swiss, a hematotoxicidade e genotoxicidade de
quatro variedades de Bt esporos-cristais — crylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa, administrados
em uma Unica dose oral (por gavagem) ou intraperitoneal de 27 mg/Kg (dose minima), 136
mg/Kg (dose intermediaria) ou 270 (dose maxima) mg/Kg, 24 h antes da eutanasia. Para a via
oral, os efeitos de cada um dos esporos-cristais também foram testados ap6s uma Unica
administracdo de 72 h ou 7 dias antes da eutanasia; combinagdes binarias de Cry foram
avaliadas na dose maxima, com uma unica administracdo 24 h antes da eutanasia.
Camundongos controle receberam agua filtrada (controle negativo) ou ciclofosfamida (CP -
controle positivo) a 27 mg/Kg. Para as avaliacfes de hematotoxicidade, amostras de sangue
coletadas por puncdo cardiaca foram processadas em um analisador hematolégico
automatizado; para as analises de genotoxicidade, o teste do micronucleo foi realizado em
células da medula éssea dos camundongos. Os efeitos hematotoxicos e/ou genotoxicos
variaram com a dose, o esporo-cristal estudado e a via de administragdo. CrylAc 136 mg/kg
administrada intraperitonealmente foi a mais toxica, provocando 100% de mortalidade nos
camundongos, enquanto alteragdes hematoldgicas e da medula dssea ocorreram em funcéo
dos demais tratamentos em ambas as vias. Na via oral, as administracbes com Cry
provocaram hematototoxicidade seletiva para os 3 tempos de exposi¢do, sendo
particularmente toxicas para a linhagem eritroide; leucocitose também foi observada, bem
como reducéo significativa da proliferacdo de células da medula 6ssea, demonstrando efeitos
citotoxicos, mas ndo genotoxicos. Tais efeitos persistiram nos outros tempos de exposicao,
tornando-se mais evidentes no tempo de 7 dias. Os mesmos tipos de resultados foram
observados para as combinagdes binarias no tempo de exposicdo de 24 h. Assim, 0s
resultados indicam que (1) as toxinas Cry nao foram destruidas no estbmago; (2)
possivelmente, foram ativadas no intestino, e (3) persistiram no corpo dos animais. Também
sugerem a possibilidade da existéncia de moléculas Cry-receptoras desconhecidas no intestino
de vertebrados, ou pelo menos de receptores com alguma afinidade pelas toxinas Cry. A via
intraperitoneal foi mais toxica do que via oral, apresentando alteracfes leucocitarias mais
graves, bem como citotoxicidade para a medula dssea e genotoxicidade. Assim, os resultados
demonstraram que as toxinas Cry ndo sdo indcuas para vertebrados e que a disseminacéao e a
persisténcia das toxinas Bt no ambiente em funcdo do aumento das culturas transgénicas pode
ter efeitos ecoldgicos e para a saude perigosos. Além disso, levando-se em consideracdo a
exposicdo continua de humanos e animais (particularmente os domésticos) em niveis
consideraveis de Bt através da dieta, os resultados sugerem que sdo necessarios protocolos
mais eficientes de avaliacdo, com exposi¢cdo mais longa dos mamiferos a estas dietas, e



envolvendo observagdes clinicas antes de concluir que os transgénicos Bt sdo seguros para a
alimentacgéo.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis (Bt), é-endotoxinas, Cry, biosseguranca, organismos
ndo-alvo, bioinseticida.



ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Bt) insecticidal crystal proteins (ICPs) are &-endotoxins designated
protein crystals (Cry); they are produced as geometric crystalline inclusions during
sporulation. Bt toxins confer insecticidal properties on this entomopathogen, and are used in
some bioinsecticide formulations routinely employed in the biological control of agricultural
pests. Bt insecticides have the advantage of being much more specific than broad-spectrum
synthetic chemical insecticides, and they are therefore considered environmentally friendly
insect control agents. However, with the introduction into the environment of genetically
modified plants expressing &-endotoxins (transgenic crops), bioavailability of Cry proteins
has increased, and for biosecurity reasons their effects must be rigorously researched, mainly
for non-target organisms. The assessment of Bt plants must consider both their potential to
produce hazardous effects and exposure of susceptible and non-target organisms resulting
from the dissemination and persistence of the toxin. Thus, we aimed to evaluate, in Swiss
albino mice, the hematotoxicity and genotoxicity of four varieties of Bt spore-crystals.
CrylAa, CrylAb, CrylAc and Cry2Aa were administered with a single oral (by gavage) or
intraperitoneal dose of 27 mg/Kg (minimum dose), 136 mg/Kg (intermediate dose) or 270
(maximum dose) mg/Kg, 24 h before euthanasia. For the oral route, the effects of individual
Cry spore-crystals were also tested after a single administration 72 h or 7 days before
euthanasia, and Cry binary combinations were also assayed at the maximum dose with a
single administration 24 h before euthanasia. Control mice received filtered water (negative
control) or cyclophosphamide (CP — positive control) at 27 mg/kg. For hematotoxicity
evaluations, blood samples collected by cardiac puncture were processed in a multiple
automated hematology analyzer; for genotoxicity analyses, micronucleus test with mice bone
marrow cells was carried out. The hematotoxic and/or genotoxic effects varied with the dose,
the studied spore-crystal and the route of administration. CrylAc 136 mg/Kg intraperitoneally
administered was the most toxic, provoking 100% mortality in mice, while hematological and
bone marrow alterations occurred as a function of the other treatments by both routes. By the
oral route, Cry administrations provoked selective hematotoxicity for the 3 exposure times,
being particularly toxic to the erythroid lineage; leucocytosis was also observed. A significant
reduction in bone marrow cell proliferation was also noted, demonstrating cytotoxic but not
genotoxic effects. These effects persisted for the other exposure times, becoming more
evident at the exposure time of 7 days. Similar results were observed for the binary
combinations at the exposure time of 24 h. Thus, results indicate that (1) Cry toxins were not
destroyed in the stomach; (2) they were possibly activated in the gut; and (3) they persisted in
the body of the animals. Outcomes also suggest the possibility that unknown Cry-receptor
molecules exist in the intestine of vertebrates or at least receptors with some affinity for Cry
toxins. The intraperitoneal route was more toxic than the oral route, presenting more severe
leucocitary alterations, as well as cytotoxicity for bone marrow and genotoxicity. Hence,
results demonstrate that Cry toxins are not innocuous for vertebrates and that environmental
dissemination and persistence of Bt toxins resulting from the increase in transgenic crops can
affect ecology and health. Moreover, taking into account the continued exposure of humans
and animals (particularly domestic) at considerable levels of Bt through diet, results suggest
that more efficient protocols of Bt evaluation are needed, using a new assessment and longer
exposure of mammals to these diets, with cautious clinical observations, before concluding
that transgenic Bt plants are safe to eat.

Keywords: Bacillus thuringiensis (Bt), 6-endotoxins, Cry, biosecurity, non-target organisms,
bioinsecticide.
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CONSIDERACOES AO LEITOR

Esta Dissertacdo esta dividia em Introducdo Geral, Revisdo de Literatura, Hipoteses,
Objetivos Gerais, Capitulos, Discussdo Geral, Conclusdo, Perspectivas e Referéncias
Bibliograficas. Ela foi subdividida em capitulos para facilitar a leitura e a compreensdo dos
resultados. Cada capitulo apresenta Introducdo, Objetivos Especificos, Material e Método,
Resultados, Discusséo e Referéncias Bibliograficas. Assim:

O item 5 corresponde ao Capitulo | — Avaliagdo da hematotoxicidade e da
genotoxicidade de esporos-cristais do Bacillus thuringiensis kurstaki administrados por via
oral e via intraperitoneal em camundongos Swiss.

O item 6 corresponde ao Capitulo Il - Avaliagdo da citotoxicidade e genotoxicidade
dos esporos-cristais do Bacillus thuringiensis kurstaki administrados por via oral em doses

simples e combinadas.
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1 INTRODUCAO GERAL

A agricultura alcangou um grande sucesso pelo uso continuo e indiscriminado de
agrotoxicos, principalmente entre as décadas de 1940 e 1960 (FEDERICI, 2005). Entretanto,
essa medida de controle de pragas culminou em resultados maléficos tais como a selecdo de
populacdes resistentes de insetos-praga, comprometendo a eficiéncia do controle e obrigando
0s produtores a utilizarem doses cada vez mais elevadas (MONNERAT et al.,, 2000;
BARROS et al.,, 2006; MONTEIRO; SOUZA, 2010). Além disso, esses inseticidas tém
efeitos prejudiciais a salde humana, destroem a fauna nativa, deixam residuos nos alimentos
e, em inumeros casos, contaminam o meio ambiente (MONNERAT et al., 2000; BARROS et
al., 2006).

Dentre algumas das alternativas viaveis para a substituicdo dos agrotoxicos sintéticos,
como os organoclorados e os fosforados prejudiciais ao meio ambiente e ao organismo
humano, agentes biolégicos entomopatdgenos representam um potencial de uso em programas
de controle bioldgico e producdo integrada, pois deixam poucos residuos e causam pouco
impacto sobre 0s inimigos naturais e 0 meio ambiente (MONNERAT et al., 2000; BRAVO et
al., 2007; KLETER et al., 2007). Neste contexto, Bacillus thuringiensis (Bt) é o biopesticida
mais importante vendido no mundo inteiro (OECD, 2007; MONNERAT et al., 1999), sendo
utilizado ha mais de 40 anos pelos produtores organicos atraves de pulverizagbes como
inseticida foliar (GLARE; O’CALLAGHAN, 1998; GRISOLIA, 2005). Apesar da
sensibilidade aos raios ultravioleta e da baixa persisténcia (MONTEIRO e SOUZA, 2010), a
utilizacdo deste bioinseticida no combate de predadores das Ordens Hymenoptera,
Homoptera, Orthoptera, Coleoptera, Diptera e Lepdoptera, principais causadores dos
prejuizos para a agricultura, tém se mostrado consideravelmente eficaz (ARONSON et al.,
1986; GLARE; O'CALLAGHAN, 1998).

Entretanto, os avancos da biotecnologia levaram a obtencéo de plantas geneticamente
modificadas que expressam a &-endotoxina do Bt (FISCHHOFF et al., 1987; RAMIRO;
FARIA, 2006; OECD, 2007). Assim, tal gene tem sido amplamente clonado em plantas de
cultivo extensivo e grandes quantidades dessa toxina sao liberadas no meio ambiente, sendo
que seus efeitos adversos sdo ainda pouco conhecidos (GLARE; O’CALLAGHAN, 1998;
GRISOLIA, 2005; RAMIRO; FARIA, 2006).

A ameaca primaria a eficacia a longo prazo de toxinas Bt é a evolucdo da resisténcia
por pragas (SOBERON et al., 2007). O risco de ocorrer aquisi¢do de resisténcia pelo uso de
plantas Bt poderé inviabilizar o agricultor que pulveriza o bioinseticida. Além do mais, ndo se
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pode fazer uma anélise comparativa do uso de Bt através de pulverizacdo pelos agricultores
com as plantas Bt geneticamente modificadas por se tratarem de vias distintas (OECD, 2007).
As toxinas Bt podem ser liberadas no solo pelas raizes das plantas ou pela decomposicdo de
sobras das colheitas (CLARK et al., 2005). Os cultivos continuos destas plantas transgénicas
excedem a capacidade de inativacdo biotica e abiotica, uma vez que em solos dos tipos clay e
hamico as toxinas Bt sdo mais adsorvidas, dificultando a sua degradacdo microbiologica
(GRISOLIA, 2005). Portanto, ha possibilidade do gene Bt ser incorporado por
microrganismos do solo apos a decomposi¢cdo de plantas remanescentes das lavouras Bt,
ocorrendo uma transferéncia horizontal (GLARE; O’CALLAGHAN, 1998; GRISOLIA,
2005; OECD, 2007).

Alem da preocupacdo com o aparecimento de insetos resistentes e com a transferéncia
horizontal do gene, outros aspectos devem ser considerados, dentre os quais, podem ser
destacados: (1) a toxicidade para organismos nédo-alvo (GLARE; O’CALLAGHAN, 1998;
GRISOLIA, 2005); (2) a persisténcia da toxina Bt e a estabilidade do gene Bt em ambientes
aquaticos (DOUVILLE et al. 2007); e (3) a exposicdo de humanos e animais em niveis de Bt
potencialmente toxicos através da dieta (SERALINI et al., 2007).

Até 0 momento, existem poucos estudos sobre a citoxicidade das toxinas Bt para 0s
diferentes organismos. Devido ao seu crescente uso nas atividades agricolas, a sua presenca ja
é detectada em diferentes compartimentos ambientais como solo e agua (OECD, 2007). Além
disso, as proteinas Cry vém sendo investigadas com potencial para adjuvantes de mucosas,
sendo uma das provaveis aplicacbes & elaboracdo de vacinas para mamiferos (VAZQUEZ-
PADRON et al., 1999). Logo, 0s riscos sobre organismos ndo-alvo devem ser averiguados
por questdes de biosseguranca. Consequentemente, por essas questdes, é necessario avaliar a
citotoxicidade e a genotoxicidade dessas toxinas Bt para 0s organismos ndo-alvo sob

diferentes vias de administracdo e em diferentes ecossistemas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bacillus thuringiensis BERLINER

2.1.1 Caracteristicas

Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) € uma bacteria de solo (WHITELEY; SCHNEPF,
1986; BOBROWSKI et al., 2002) e de ocorréncia ubiqua (KRYWUNCZYK; FAST, 1980),
Gram-positiva, em forma de bastonete, flagelada, aer6bica ou anaerdbica facultativa (OECD,
2007), pertencente a familia Bacillaceae e ao complexo taxonémico B. cereus (GLARE;
O’CALLAGHAN, 1998). Na fase estacionaria do seu ciclo de crescimento caracteriza-se por
entrar em processo de esporulacdo sintetizando inclusdes protéicas inseticidas (Fig. 1)
(WHITELEY; SCHNEPF, 1986; BHATTACHARYA, 1993).

Os cristais protéicos parasporal formados sdo &-endotoxinas (ARMSTRONG et al.,
1985) denominadas de proteinas cristal (Cry) e proteinas citoliticas (Cyt) (WHITELEY;
SCHNEPF, 1986; OECD, 2007), que conferem ao B. thuringiens atividade entomopatogénica
(De MAAGD et al., 2003). As 6-endotoxinas séo sintetizadas por diferentes subespécies de B.
thuringiensis e a mesma estirpe pode fornecer mais de um tipo de Cry (GLARE;
O’CALLAGHAN, 1998; FERRE; VAN RIE, 2002).

Os cristais inseticidas podem ser ativados no trato digestorio alcalino de grupos
especificos de pequenos invertebrados (MARROQUIN et al., 2000; KOTZE et al., 2005) e de
insetos das Ordens Himenoptera, Homoptera, Orthoptera, Coleoptera, Diptera, Lepidoptera
(SCHNEPF et al., 1998; HORI et al., 2000; FERRE; VAN RIE, 2002). Ha décadas s&o
empregados como importantes bioinseticidas de agregado valor econémico no controle
bioldgico de pragas agricolas e a determinados vetores de doencas humanas (De MAAGD et
al., 2003).

Fig. 1: Micrografia eletrénica de transmissdo do B. thuringiensis (Bt) (2 um) em fase de esporulacéo.
SP- esporo; PB (corpo proteico; 3-endotoxina) (Adaptado de De Maagd et al., 2001).
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2.1.2 Contextualiza¢do Historica

O primeiro isolado de B. thuringiensis data de 1901, quando o bidlogo japonés
Ishiwata descobriu uma bactéria esporulante causadora da doenca “sotto-disease”, letal a larva
do bicho-da-seda, Bombyx mori. Em 1908, lwabuchi denominou-a de Bacillus sotto Ishiwata
(WHITELEY; SCHNEPF, 1986). S6 em 1911, o microbiologista alemao Berliner fez a sua
descricao oficial. Berliner relatou a existéncia de cristais em um mesmo tipo de bactéria que
foi isolada de larvas de lepidopteras, Anagasta kuehniella, em Thuringia, Alemanha. No ano
de 1915 ele intitulou-a de “Bacillus thuringiensis” (Bt) em tributo ao local em que foi
encontrada (WHITELEY; SCHNEPF, 1986; OECD, 2007).

Em 1938, na Franca, a primeira formulacdo comercial em “spray” a base de Bt foi
desenvolvida, a “Sporeine” (FIDERICI, 2005). O produto era elementar, de baixa seletividade
e com diversas restriches, dentre as quais, a acentuada degradacdo pelos raios ultravioleta
(UV) e a acdo limitada a pouquissimas espécies (De MAAGD et al., 1999a). S6 em 1961, nos
Estados Unidos, € que foi obtida a primeira marca registrada formulada a partir desse bacilo
(FEDERICI, 2005; OECD, 2007).

Na década de 60 também foram descobertas outras subespécies, e uma nova estirpe de
B. thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) foi isolada (DULMAGE, 1970). A identificacdo da
primeira estirpe toxica para dipteros s6 aconteceu em 1977, quando a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) isolou de larvas de mosquitos da malaria, em Israel, o B. thuringiensis
subsp. israelensis (Bti) (GLARE; O’CALLAGHAN, 1998). Em 1983, houve ampliagéo na
abrangéncia toxica de Bt com a descri¢do do B. thuringiensis subsp. tenebrionis (Btt), eficaz
para coledpteras (KRIEG et al., 1983).

Ao longo da década de 90 a economia mundial foi elevada com a identificacdo de
cepas mais seletivas as pragas agricolas (DIAS, 1992; PIGOTT; ELLAR, 2007). Em
detrimento ao uso de inseticidas quimicos (HOFTE; WHITELEY, 1989; FEDERICI, 2005),
0s produtos de Bt tém sido uma das alternativas viavel e eficiente, que ao contrario desses
herbicidas, sdo considerados ndo-contaminantes ao meio ambiente e inofensivos a saude
humana (WHITELEY; SCHNEPF, 1986; BRAVO et al., 2005).

A forma mais recente de manipulacdo do B. thuringiensis € a clonagem dos seus genes
cry - responsaveis pela codificagdo das proteinas Cry - em plantas de cultivo extensivo (De
MAAGD et al., 1999b; ESTRUCH et al., 1997). Os avan¢os na biologia molecular como o
acido desoxirribunucléico-recombinante (ADN-recombinante) (OECD, 1986; BOBROWSKI

et al., 2003) permitiram a modificacdo de plantas expressando estes genes, que inicialmente
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foram expressos no tabaco (VAECK et al., 1987) e no tomate (FISHHOFF, 1987), mas que
atualmente sédo empregados em diversas culturas, das quais se destacam o milho, o algodao e
a soja (HUANG et al., 2003; KLETER et al., 2007; ARJUNAN; QAIM, 2009).

2.2 TOXINAS PRODUZIDAS pelo B. thuringiensis

Além das é-endotoxinas Cry e Cyt o B. thuringiensis pode sintetizar outros fatores de
viruléncia como as a-exotoxinas, as p-exotoxinas, as hemolisinas, as henterotoxinas, as
exoenzimas e as proteinas Vips (HANSEN; SALAMITOU, 2000; OECD, 2007). Essas
toxinas, bem como 0s esporos podem ter ac¢do sinérgica quando combinados as &-endotoxinas
(OECD, 2007). Do mesmo modo, combinagfes entre proteinas Cry e Cyt sdo complexas e
dependendo da condigdo resultam em sinergismo ou, entdo, em efeito antagonico (PARK et
al., 1995; SCHNEPF, 1998).

2.2.1 4-endotoxinas — Cry e Cyt

As 5-endotoxinas estdo classificadas em 56 grupos de proteinas Cry (Cryl a Cry56) e
em dois grupos de proteinas Cyt (Cytl e Cyt2). Suas atualizacGes podem ser verificadas pelo
site “http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/”. As proteinas Cyt sdo citolisinas
de acdo inespecifica e com afinidade por &acidos graxos de cadeias insaturadas na porcao
lipidica da membrana celular (THOMAS; ELLAR, 1983). As Cyt ndo tém homologia com
proteinas Cry e apresentam peso molecular inferior, de 25 a 28 kDa (POLANCZYK et al.,
2003). No entanto, possuem um espectro toxico maior, tanto in vitro quanto in vivo (GLARE;
O’CALLAGHAM, 2000).

2.2.2 o-Exotoxinas

As a-exotoxinas sdo enzimas citoliticas também denominadas de fosfolipase C,
lecitinase ou fosfatidilcolina fosfohidrolase, que atuam sobre os fosfolipideos de membranas
celulares (FAUST; BULLA Jr., 1982). Caracterizam-se por serem termolabeis, soliveis em
agua, extremamente tdéxicas quando administradas via oral ou via intra-hemocélica em
algumas espécies de insetos, além de apresentarem-se tdxicas para ratos e outros vertebrados
(HANSEN; SALAMITOU, 2000).
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2.2.3 B-Exotoxina

A B-exotoxina ou thuringiensina é sintetizada durante a fase vegetativa e caracteriza-se
por se apresentar termoestavel e com baixa massa molecular. Encontra-se em dois tipos: o
tipo | e o tipo 1l (FARKAS et al., 1969).

A B-exotoxina do tipo | é composta de adenina, ribose, glicose e acido fosfoalarico.
Sua atividade toxica é exercida pela competicdo com o ATP, inibindo a acdo da RNA
polimerase e, consequentemente, a biossintese de RNA. (FARKAS et al., 1969). Sdo mais
abrangentes que as 6-endotoxinas e extremamente agressivas. Podem ter efeitos nocivos sobre
outros invertebrados e serem mutagénicas ou teratogénicas a certos vertebrados, incluindo
mamiferos (HANSEN; SALAMITOU, 2000). A p-exotoxina do tipo Il tem analogia ao UTP
e € mais toxica que a anterior, especialmente para coledpteras (LEVINSON et al., 1990).

Os genes codificadores das p-exotoxina estdo localizados em plasmideos de 75 ou 110
MDa (LEVINSON et al., 1990). Sdo mais tdxicas que as do tipo | e por este motivo ha
restricbes na producdo comercial de bioinseticidas que empregam essas toxinas nas suas
formulacdes (HANSEN; SALAMITOU, 2000; OECD, 2007).

2.2.4 Exoenzimas

As exoenzimas sdo responsaveis por favorecerem a insercdo das d-endotoxinas ao
epitélio intestinal do hospedeiro por meio da ruptura da membrana peritréfica. Neste grupo
destacam-se as quitinases e as proteases (REDDY et al., 1998).

2.2.5 Proteinas Vegetativas Inseticidas - Vips

Enquanto as &-endotoxinas sdo sintetizadas especialmente na fase esporulante
(ARMSTRONG et al., 1985; BHATTACHARYA, 1993), a maioria das proteinas inseticidas
Vips sdo formadas no estado vegetativo do bacilo. As Vips ndo formam cristal parasporal e
sdo aparentemente secretadas das células (SCHNEPF et al., 1998). Podem ser encontradas em
cepas de B. thuringiensis e B. cereus (MONNERAT; BRAVO, 2000) e 0s seus genes
codificadores (genes vips) parecem estar localizados em plasmideos de alta massa molecular,
juntamente as proteinas Cry (ESTRUCH et al., 1996; SCHNEPF et al., 1998).

A primeira classe de proteinas Vips isolada foi a Vip3A de aproximadamente 88 kDa
de peso molecular (ESTRUCH et al.,, 1996; SCHNEPF et al., 1998). Sdo toxicas



28

principalmente para lepiddpteras das espécies Agrotis ipsilon, Spodoptera exigua, Heliothis
virescens e Hepicoverpa zea (YU et al., 1997; LOGUERCIO et al., 2002). Classificam-se em
Vip3A(a) e Vip3A(b) e intoxicam insetos-praga de forma similar as proteinas Cry, mas sem
nenhuma homologia estrutural a elas (YU et al., 1997; OECD, 2007; RANG et al., 2005).

2.3 PROTEINAS Cry

As proteinas Cry ou ICPs (do inglés “Insecticidal Crystal Proteins”), também
chamadas de toxinas Cry, sdo prototoxinas que contém inclusdes cristalinas parasporal
sintetizadas durante os estégios Il e 1V da fase esporulacdo e ativam-se em condicGes de pH
alcalino normalmente superior a 8,0 nos organismos-alvo (HOFMAN et al., 1988). Elas
pertencem a classe a-hélice das toxinas formadoras de poros (TFP) que se caracterizam pela
solubilidade em &gua permitindo modificacbes conformacionais das suas cadeias,
favorecendo insercdo ou translocamento na membrana celular do hospedeiro, provocando sua
morte (PARKER; FEIL, 2005; BRAVO et al, 2006).

A massa molecular das Cry variam de 40 a 140 kDa (HOFTE; WHITELEY, 1989;
SERAFIN et al., 2002), no entanto a maioria das estirpes de elevado potencial inseticida tem
0 equivalente 130 kDa (PIGOTT; ELLAR, 2007), como as Btk HD1. As Cry sdo codificadas
por genes cry e uma mesma cepa de Bt pode produzir até dois cristais, que podem conter uma
ou mais toxinas com peso molecular variado. Algumas delas apresentam um Unico gene
codificador, enquanto outras apresentam genes diferentes, embora, relacionados (Quadro 1)
(JAOUA et al., 1996; SANCHIS et al., 1998).
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Subespécies Estirpes Proteinas Cry
o 1Aa, 1ADb, 1Ad, 1Ac, 1Da,
aizawai 616, 1257, 1295, 1576 1Eb. 1Fa. 9E, 30Aa, 40Aa
entomocidus 456, 1185, 1266, 1270, 1306, 1Aa, Ba, 1Ca, 1Ib, 30Ba,
1456 44Aa

49, 73, 93, 121, 128, 546, 570,
603, 604, 605, 606, 607, 609, 610,
611, 699, 701, 764, 1172, 1176,
*Kkurstaki 1186, 1187, 1188, 1189, 1190,
1191, 1201, 1202, 1203, 1205,
1209, 1210, 1258, 1264, 1300,
1450, 1905
615, 1175, 1192, 1204, 1256,
1263, 1297,1305

1Aa, 1Ab, 1Ac, 1la, 2Aa,
2Ab

sotto

Quadro 1 — Subespécies do Bacillus thuringiensis armazenadas no Banco de Germoplasma da EMBRAPA
Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEM), com as suas respectivas estirpes e proteinas sintetizadas
por elas. *Em destaque, a subespécie kurstaki e as CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa, empregadas neste
estudo.

2.3.1 Classificacao das estirpes

No final da década de 80 Hofte e Whiteley (1989) propuseram uma classificacdo para
as toxinas de Bt baseada na estrutura primaria de suas proteinas e no espectro inseticida.
Foram classificadas 38 toxinas, agrupadas em 14 classes diferentes. As principais delas
estavam dividas em (1) atividade toxica para Lepidoptera, (1) toxica para Lepidoptera e
Diptera, (111) téxica para Coleoptera, (IV) toxica para Diptera. Na década seguinte, Crickmore
et al. (1998) propuseram o atual modo de classificacdo que agrupa as toxinas de acordo com
as sequéncias de aminoacidos similares, independentemente da atividade inseticida exercida
por elas.

Tanto as Cry quanto as Cyt estdo agrupadas em quatro niveis hierarquicos e suas
respectivas nomenclaturas sdo representadas pelo nome da toxina seguido de nameros
arabicos, por uma letra maitscula, uma minudscula e nimeros (ex.: Cry23Aal), conforme a
sua posicéo filogenética (CRICKMORE et al., 1998; De MAAGD, et al., 1999 b). Quando as
proteinas apresentam menos de 45% de sua identidade na sequéncia de aminoéacidos, diferem-
se na primeira categoria (ex.. Cry23), a segunda com até 78% de identidade apresentam-se
com numeros e uma letra maiuscula (ex.: Cry23A), a terceira com até 95% sdo descritas por
nameros e letras (ex.: Cry23Aa) e, com identidade superior a 95%, sdo caracterizadas por
todos os quesitos (ex.: Cry23Aa2) (CRICKMORE et al., 1998; De MAAGD et al., 1991;
BRAVO, 2007).
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O Bt tem sido diferenciado entre si ou das demais espécies do complexo B. cereus por
varias associagdes de métodos fenotipicos, incluindo-se a sorotipagem flagelar (de BARJAC e
FRACHON, 1990), a cromatografia liquida (YAMOTO, 1983), os bioensaios, as reacfes
bioguimicas (HANSEN et al., 1996). A sorotipagem flagelar soro H é 0 método comumente
empregado para a diferenciacéo de suas subespécies e variedades (HORI et al., 2000), embora
ndo informe necessariamente a presenca de o-endotoxinas (GLARE; O’CALLAGHAN,
1998).

A diferenciacdo bioquimica, por outro lado, nem sempre corresponde a caracterizacéo
da sorotipagem, o que dificulta a classificacdo. Por isso, a utilizacdo de técnicas moleculares,
tais como Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR), Polimorfismo de ADN Amplificado ao
Acaso (RAPD, do inglés “Random amplified polymorphic DNA”), hibridizacdo de ADN e
sondas baseada no &cido ribonucléico ribossomal (ARNr), é  fundamental para a
caracterizacdo intra e interespecifica, bem como, a identificacdo de proteinas toxicas das
estirpes isoladas (GLARE; O’CALLAGHAN, 1998).

2.3.2 Estrutura tridimensional das Cry

As cadeias polipeptidicas das Cry sdo formadas por duas regides distintas de protoxinas,
a amino-terminal (N-terminal), geralmente variavel, e a carboxi-terminal (C-terminal), mais
conservada (GILL et al., 1992; SCHNEPF et al., 1998). O dominio C-terminal est4
relacionado com a forma da estrutura do cristal, enquanto que a toxicidade esté atrelada a sua
porcio N-terminal (HOFTE; WHITELEY, 1989; LI et al., 1991). Em N-terminal ha
sequéncias de aminoéacidos de até cinco blocos altamente conservados que, possivelmente,
estdo associados com a sua estabilidade e a sua funcdo biologica (Fig. 2) (HOFTE;
WHITELEY, 1989; De MAAGD et al., 2001).
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DOMINIO | DOMINIO Il DOMINIO 1N

Bloco 1 8 34 5

Cryt [ | - ]
Cryll [ 1 B . ]

Cry2 [ | ]
Cry3 [ K | o |
Cry4 [ | - ]
Crys [ | | - ]
Cry6 [ 1
Cry7 [ | I ]
Cry8 [ ) | B X ]
Crye [ 1 | - ] ]
Cry10 [ | W EE R
Cryn [ | | i | ]
Cry12 [ T | 1]
Cry13 L I | | | | J
Cryt4d [ | | | ]
Cyis o
Cryté [ K | ]
Cry17 [ = | ) |
Cryts [ ) | | |
Cryte [ )24 2 |
Cry20 [ | | =T 1]
Cry21 [ | | | | ]

[

Cry22
Cres D]

Cry24 [ X B D
Cry25 [ | 1)
Cry26 [ ! | - . ]
cryz7 ; | o . ]
Cryza [ K I ]
Cry2s [ | 1
Cry30 [ | | -]
Cry3t [ i ]
100 aminoécidos
—
Fig. 2: Estrutura ativa das proteinas Cry (Dominios I, Il, I1l) apresentando seqiiéncias de blocos altamente

conservados (retangulos coloridos), destaque para Cryl e Cry2 (Adaptado de De Maagd et al., 2001).

As moléculas da parte ativa das Cry sdo constituidas de trés dominios, todas as estruturas
com um alto grau de similaridade (BRAVO et al., 2007). As estruturas terciarias de CrylAa e
Cry2Aa foram observadas por cristalografia de raios X (PIGGOT; ELLAR, 2007). Foi
verificada a presenca de trés regides estruturais, cada qual com aproximadamente 200
residuos de aminoacidos (BRAVO et al., 2002). O dominio N-terminal | é o responsavel pela
insercdo da toxina a membrana e constitui-se de sete a-hélices antiparalelas; o dominio Il N-
terminal contém os receptores responsaveis pela ligacdo da toxina @ membrana e é formado
por duas folhas B-antiparalelas e duas a-hélices curtas; e o C-terminal dominio I11 é composto
de duas folhas B-pregueadas que atuam na protecdo da molécula da digestdo por proteinases,
além da funcéo de receptor (Fig. 3) (GILL et al., 1992).

Cry2Aa 1y

v
Fig. 3: Estruturas das toxinas CrylAa e Cry2Aa, por cristalografia e difragdo de raios-X. O dominio I, em
vermelho; o dominio Il, em azul; o dominio Ill, em verde; e em amarelo (indicado pela seta), o dominio N-
terminal da protoxina Cry2Aa (adaptado de PIGGOT e ELLAR, 2007).

Cry1Aa

/ \\
-
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2.3.2.1 Morfologia dos Cristais

Os cristais sdo produzidos durante a esporulacdo e acumulam-se em grandes
quantidades interna e externa a bactéria (WHITELEY; SCHNEPF, 1986). A forma deles é
determinada pelo nimero de o&-endotoxinas presentes e uma relacdo parcial entre a
composicdo e sua estrutura molecular. A atividade toxica é associada a diferentes
morfologias, tamanhos, nimeros e composicdo, variando de acordo com a estirpe. Cinco
morfologias distintas sdo conhecidas, dentre as quais: bipiramidal (Cryl); cuboide (tipico de
Cry2) e associado com cristais bipiramidal; amorfos (Cry4 e proteinas Cyt) (JAOUA et al.,
1996; SCHNEPF et al., 1998). Para lepidopteras, normalmente os cristais mais toxicos sdo 0s
do tipo bipiramidal (PRACA et al., 2004). Quando os cristais sdo solubilizados, eles exibem
efeitos toxicos contra alvos bioldgicos. Estes efeitos podem provocar citdlise de cultura de
linhagens celulares de insetos, hemolises de Eritrocitos de coelhos e letalidade a
camundongos (THOMAS; ELLAR, 1983).

Fig. 4: Micrografia eletronica de varredura da mistura esporos-cristais da estirpe de Bacillus thuringiensis S997.
cb: cristal bipiramidal; cc: cristal cuboide; ce: cristal esférico; ep: esporo (aumento de 10.000 x) (adaptado de
PRACA et al., 2004).

2.3.3 Mecanismo de acao

De modo geral, estudos sobre o mecanismo de acdo das proteinas Cry sobre insetos-
praga sao retratados, principalmente, para a Ordem Lepidoptera (MONNERAT et al., 1999;
BRAVO et al.,, 2007) As Cry apresentam-se como protoxinas e sao ativadas no trato
digestério alcalino de insetos suscetiveis que, apds a ingestdo dos esporos-cristais,
manifestam perda de apetite, rejeicdo ao alimento, seguido de paralisia intestinal, vomito,
diarréia, paralisia total, alcancando o ébito (ARONSON, et al., 1986). Embora a atividade
inseticida de cada estirpe seja efetiva para determinada classe de insetos, a similaridade na
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estrutura dos seus dominios faz com que elas tenham o mesmo mecanismo de acdo sobre seus
hospedeiros (GRIFFITTS; AROIAN, 2005; BRAVO et al., 2007).

O mecanismo de acdo das Cry divide-se em etapas e o processo inicial de
solubilizacdo comeca quando o cristal, ingerido pela larva, passa pelo intestino médio,
solubiliza-se em pH alcalino e sofre acdo de proteases que clivam estas protoxinas em sitios
especificos, liberando um ou mais fragmentos toxicos (mondmeros de toxinas) de
aproximadamente 60kDa (Fig.5) (TOJO; AIZAWA, 1983; PRACA et al., 2004). A clivagem
proteolitica remove a porcdo N-terminal dos peptideos e aproximadamente metade da porgéo
C-terminal restante (para cadeias longas), sendo um fator importante que pode contribuir para
determinar a sua especificidade ao inseto (GILL et al., 1992; BRAVO et al., 2007).

Tamanho das protoxinas

. i y
CryvIA 130 kDa [CR2772777777727777777277777.

2 5 ous

Cry3A 67 kb 2222277770007

N

CrydB 130 kb 22—

U3 A79

CrvIIA 70D O

% 61 643

Fig. 5: Representacdo esquematica do processamento proteolitico de algumas proteinas Cry. As caixas brancas
representam as protoxinas, enquanto as regifes listradas representam as toxinas ativas. As setas solidas
demonstram os sitios de clivagem nas por¢des N-terminal e C-terminal das toxinas ativas. As setas listradas
mostram clivagens intra-moleculares das proteinas ativas (BRAVO et al., 2007).

Apo6s a ativacdo, as proteinas Cry hidrolisadas atravessam a membrana peritrofica,
ligam-se a receptores especificos encontrados nas microvilosidades das células colunares do
intestino médio e interferem no equilibrio osmético formando poros na membrana apical
(HOFFMAN et al., 1988; MONNERAT; BRAVO, 2000; De MAAGD et al., 2001). A unido
receptor-proteina Cry requer uma cinética sofisticada baseada em duas etapas fundamentais,
uma reversivel e outra irreversivel (VAN RIE et al., 1989; GOMEZ et al., 2007). A primeira
envolve a adesdo da toxina ao seu sitio de ligacdo, ou seja, entre a toxina e o carboidrato do
receptor, mas nao lhe confere atividade essencialmente toxica (SCHENPF et al., 1998). Na
segunda, ocorre uma interacdo irreversivel entre proteina-proteina que contribui
decisivamente para a sua toxicidade (MONNERAT; BRAVO, 2000).

Estudos realizados com proteinas da familia CrylA identificaram pelo menos quatro
receptores diferentes para as larvas de lepidopteras (Fig.6). Uma proteina tipo caderina
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(CADR), uma aminopeptidase-N (APN) e uma fosfatase alcalina (ALP), ambas ancoradas a
glicosilfosfatidil-inositol (GPI), e um glicoconjugado (GCR) (BRAVO et al., 2007). Em
lepidopteros, os monémeros de CrylA ligam-se, inicialmente, as proteinas do tipo caderina
(Bt-R1) de 210 kDa, expondo a sua a-hélice a clivagem por proteases da membrana,
provocando um encurtamento de até 3kDa no seu tamanho e uma mudanca conformacional da
sua cadeia (GOMEZ et al., 2006). Esta mudanca facilita a formagcao de um oligdbmero, que ira
interagir com o segundo receptor APN ou ALP, induzindo a entrada da toxina na membrana e

ocasionando a formag&o de um complexo pré-poro (PARDO-LOPEZ et al., 2006).

GalNAc OalNAc

CADR

Fig. 6: Quatro moléculas receptoras das proteinas CrylA. CADR - receptor tipo caderina; APN -
Aminopeptidase N; ALP — Fosfatase Alcalina; GCR — receptor glicoconjugado (Adaptado de BRAVO et al.,
2007).

Apl6s a interacdo a receptores especificos, a toxina une-se rapidamente e
irreversivelmente a membrana plasmatica das células epiteliais do intestino provocando um
desequilibrio no balanco osmético. Assim, ocorre a formacdo de poros (1 a 2 nm) que
aumentam a permeabilidade da membrana apical e ocasionam o extravasamento do contetdo
intestinal para a hemocele do inseto, levando-o a morte por inanicdo e septicemia (Fig. 7)
(DU; NICKERSON, 1996; MONNERAT; BRAVO, 2000).

Dois modelos sdo propostos para explicar a insercdo das toxinas as membranas
(KNOWLES, 1994).
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Fig. 7: Mecanismo de acdo das toxinas Cry. (1) Solubilizacdo e ativacdo da proteina. (2) Ligacdo da toxina
monomérica com o primeiro receptor (CADR), mudanca conformacional da toxina e clivagem da a-hélice 1. (3)
Ligacdo da toxina ao segundo receptor (GPI-APN ou GPI-ALP) e mudanga conformacional da proteina. (5)
Inser¢do da estrutura oligomérica na membrana e formacéao do poro (adaptado de BRAVO et al., 2007).

O primeiro é o modelo “canivete” e sugere que as duas hélices do dominio I, afastadas
da membrana, girariam do topo do complexo pré-poro e seriam inseridas nela (KNOWLES,
1994). O segundo é o modelo “guarda-chuva”, pelo qual um par de hélices do dominio I, este
perto da membrana, seria inserido, enquanto as demais se rearranjariam de forma aberta.
Entretanto, recentemente, Nair e Dean (2008) demonstraram que todos os dominios das
toxinas CrylA inserem-se na membrana.

O mecanismo de acdo explicitado anteriormente € 0o mais aceito para demonstrar a
atividade toxica das proteinas Cry em seus hospedeiros, tanto nematoides quanto insetos
(BRAVO et al., 2007). No entanto, Zhang et al. (2006) sugerem um novo modelo, estudado
apenas em insetos, que se baseia na transducdo de sinais para descrever estes eventos. O
processo de toxicidade é iniciado da mesma forma para ambos. A diferenca entre eles, porém,
€ modo pelo qual ocorrem os eventos associados a membrana celular. No segundo, quando
acontece a ligacdo das proteinas CrylAb aos receptores BT-R1, regides especificas de uma
proteina G sdo imediatamente estimuladas, acionando a adenilato ciclase (AC), que é a
responsavel pela producdo de cAMP. O aumento de cAMP estimula a proteina quinase
(PKA), desestabilizando o citoesqueleto celular e canais idnicos provocando a morte da larva
(Fig.8) (ZHANG et al., 2006).
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Fig. 8: Esquema do novo modelo proposto para 0 mecanismo de agao das proteinas Cry — transducéo de sinal. A
toxina Cry interage com a regido de ligacdo (TBR) do receptor (BT-R), estimulando a proteina G e a adenilato
ciclase (AC), promovendo cAMP intracelular. A proteina quinase (PKA) é acionada, desestabilizando o
citoesqueleto e canais ibnicos, provocando assim, a morte celular (adaptado de ZHANG et al., 2006).

2.4 CULTIVARES Bt-TRANSGENICOS E BIOSSEGURANCA

Plantas geneticamente modificadas (GM) contém um ou mais genes transferidos de
diferentes espécies. Deliberadamente, elas tém sido desenvolvidas por multiplas razdes,
dentre as quais resisténcia a doengas, resisténcia a pestes, tolerdncia a herbicidas
(O’CALLAGHAN et al., 2005). A producdo de cultivares transgénicos aumenta cerca de 10%
Ou mais a cada ano e estima-se que aumentard ainda mais nas proximas décadas (OECD,
1992; O’CALLAGHAN et al., 2005; ICOZ; STOTZKY, 2008).

Os niveis e a localizacdo da expressdo génica na planta GM podem ser regulados,
permitindo a presenca continua da toxina em todas as partes da planta ou em algumas mais
relevantes (OECD, 2007). O ideal seria, por questdes de biosseguranca, que estas expressoes

ocorressem em partes que ndo fossem destinadas ao consumo (ICOZ; STOTZKY, 2008).

2.5 RESISTENCIA DE INSETOS AO Bacillus thuringiensis

Por décadas nenhum caso de desenvolvimento de resisténcia no campo havia sido
relatado e os testes que se apresentaram positivos para alguns insetos foram conduzidos em
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laboratorio. Alguns autores atribuiram a este episodio o baixo nivel de persisténcia de Bt no
ambiente (HOFTE; WHITELEY, 1989). Por outro lado, mais de 500 espécies de insetos ja se
tornaram resistentes a pelo menos uma das formulagdes dos inseticidas sintéticos (VAN RIE,
2000). Por isso, vem emergindo uma preocupacao internacional sobre a resisténcia de insetos-
praga também para as toxinas de Bt e a velocidade com que isso acontecera (GILL et al.,
1992; De MAAGD et al., 1999b).

No ano de 1985 foi verificado, em laboratorio, o primeiro caso de resisténcia a uma
formulacédo de Bt ap0s exposicdo de um inseto da Ordem Lepidoptera, Plodia interpunctella,
ou popularmente, traca indiana da farinha. Porém, a observacdo da primeira situacdo em
campo ocorreu no Hawaii, em uma populacdo de Plutella xylostella, que apresentou
diferentes niveis de suscetibilidade a produtos a base de Bt (PRACA et al., 2007).
Atualmente, existe a hipotese de que o amplo manejo de cultivares Bt tenha sido o
fundamental precursor para o aparecimento de populacBes resistentes as toxinas
(TABASHINK et al., 2008).

Exposicdo de populacdes de insetos a toxinas simples, depois de té-los expostos a
misturas complexas, como vem ocorrendo para as formulacdes de Bt, pode resultar em um
rapido aumento da resisténcia e uma provavel faléncia de Bt como agente de controle de
insetos-pragas (GILL et al., 1992). A resisténcia pode estar associada a diversos fatores,
dentre eles genéticos e ambientais. O modo de acdo das toxinas sugere hipoteses de
mecanismos de resisténcia, tais como a mudanga conformacional dos receptores; pH com
menor alcalinidade que dificultaria a solubilizacdo dos cristais; proteases intestinais
ineficientes para a ativagdo das o-endotoxinas ou entdo extremamente eficazes a ponto de
digeri-las completamente (MONNERAT; BRAVO, 2000; VAN RIE 2000).

Portanto, a compreensédo na relagéo entre estrutura e fungéo da toxina e o inseto-alvo
auxiliard em estratégias para se combater a resisténcia de espécies susceptiveis (GILL et al.,
1992). Vérias taticas poderdo ser utilizadas no manejo de resisténcia: expressao de toxinas
apenas nas partes da planta atacadas pelo inseto; expressao de altas doses; rotacdo de culturas
com expressdo de toxinas diferentes ou a expressdo concomitante de ambas na mesma planta
(TABASHNIK, 1994; VAN RIE, 2000).
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2.6 REGULAMENTACAO PARA REGISTRO DE AGENTES MICROBIOLOGICOS
EM TERRITORIO NACIONAL

Ha preocupacdo de autoridades locais e internacionais acerca da utilizacdo de agentes
microbioldgicos para praticas de manipulacdo genética em prol da agricultura ou pra outros
fins (PINTO; FIUZA, et al., 2008). No ambito nacional ha constante elaboracéo de decretos e
normas para regulamentar a manipulacdo desses microrganismos em nosso territorio.

O Decreto 4.074, de janeiro de 2002, que regulamenta a Lei 7.802 sobre agrotdxicos,
de 11 de julho de 1989, que dispde sobre a pesquisa, a experimentacdo, a producdo, a
embalagem e rotulagem, o transporte, 0 armazenamento, a comercializacdo, a propaganda
comercial, a utilizacdo, a importacao, a exportacao, o destino final dos residuos e embalagens,
0 registro, a classificagdo, o controle, a inspecdo e a fiscalizacdo de agrotoxicos, seus
componentes e afins, e da outras providéncias. Nos usos das suas atribuicGes, define
(BRASIL, 2002):

71 Agente bioldgico de controle - o0 organismo vivo, de ocorréncia natural ou
obtido por manipulacdo genética, introduzido no ambiente para o controle de
uma populacdo ou de atividades bioldgicas de outro organismo Vivo
considerado nocivo.

"1 Entende-se por agrotoxicos e afins - produtos e agentes de processos fisicos,
quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas, nativas ou planadas, e de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cujas finalidades seja alterar a
composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres
vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.

Ainda de acordo com o Decreto 4.074/2002, no seu Artigo 6°, Paragrafo § 3°, cabe ao
Ministério da Salde realizar avaliagdo toxicologica preliminar dos agrotoxicos, produtos
técnicos, pré-misturas e afins, destinados a pesquisa e a experimentacdo. Na Secédo I, Do
Registro do produto (Art. 8%, os agrotoxicos, seus componentes e afins sO poderdo ser
produzidos, manipulados, importados, exportados, comercializados e utilizados no territério
nacional se previamente registrados no 6rgao federal competente, atendidas as diretrizes e
exigéncias dos Orgdos federais responsaveis pelos setores de agricultura, saude e meio
ambiente. Assim sendo, o registro de novo produto de agrotoxico, seus componentes e afins
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somente sera concedido se a sua agdo toxica sobre o ser humano e o meio ambiente for,
comprovadamente, igual ou menor do que a daqueles ja registrados para 0 mesmo fim (Art.
20). Art. 20, Paragrafo Unico, os critérios de avaliacdo serdo estabelecidos em instrucdes
normativas complementares dos Orgaos competentes, considerando prioritariamente 0s
seguintes parametros:

| — toxicidade;

Il — presenca de problemas toxicolégicos especiais, tais como: neurotoxicidade,
fetotoxicidade, acdo hormonal e comportamental e agédo reprodutiva;

I11 — persisténcia no ambiente;

IV — bioacumulagéo;

V — forma de apresentacao; e

VI — método de aplicacdo.

A Diretoria Colegiada da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
também criou uma resolucdo com normas para a regulamentacdo de produtos bioldgicos, a
Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC 194, de 8 de julho de 2002. Em seu Art. 1°, inciso I,
definiu, dentre outros (ANVISA, 2002):

| — agentes microbioldgicos de controle - os microrganismos vivos de ocorréncia
natural, bem como aqueles resultantes de técnicas que impliqguem na introducao direta, num
organismo, de material hereditario, desde que ndo envolvam a utilizacdo de moléculas de
acido desoxirribonucléico (ADN) e/ou de é&cido ribonucléico (ARN) recombinante ou
organismo geneticamente modificado (OGM).

IV - toxicidade - injuria ou dano causado ao hospedeiro, por um veneno ou toxina,
independente da infecgéo, da replicacdo ou da viabilidade do microrganismo. V - toxina -
substancia tdxica, gerada por um microrganismo, planta ou animal, capaz de causar injaria ou
dano ao interagir com as células do hospedeiro.

Diante da preocupacdo em se adotarem medidas de controle e a necessidade de
estabelecer uma norma especifica para se regulamentar o registro de produtos
microbioldgicos, mais recentemente varios 6rgdos de competéncia federal, tais como o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a ANVISA, o Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente dos Recursos Naturais Renovaveis (Ibama) criaram a Instrucao
Normativa Conjunta — INC 3, de 10 de marco de 2006. Em seu Art. 7°, diz que os produtos
que apresentarem infectividade ou patogenicidade a organismos ndo-alvo serdo avaliados
conforme a Fase Il descrita no Anexo Il - AVALIACAO TOXICOLOGICA E DA
PATOGENICIDADE. O objetivo e avaliar efeitos adversos do produto técnico e/ou
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formulado sobre mamiferos. Os principais aspectos a serem considerados sdo (BRASIL,
2006):

1 - patogenicidade do agente microbiolégico de controle e de contaminantes
microbianos;

2 - infectividade/persisténcia do agente microbiolégico de controle e de contaminantes
microbianos;

3- toxicidade do agente microbiologico de controle, de contaminantes microbianos e
de seus subprodutos.

As avaliacBes toxicoldgicas e da patogenicidade sdo feitas através de uma série de
testes, divididos em trés fases distintas (BRASIL, 2006). :

A Fase | consiste em uma bateria de testes de curta duracdo, cujo organismo-teste
(mamifero) recebe uma dose méaxima Unica do agente de controle com o objetivo de se obter a
méaxima chance do agente de controle causar toxicidade, infectividade e patogenicidade. Se
nenhum efeito adverso for observado nesta Fase, ndo ha necessidade de se realizar nenhum
dos testes das Fases Il e 11l

A Fase |1 foi elaborada para avaliacdo de uma situacdo particular, em que se observa
toxicidade ou infectividade na Fase I, sem evidéncias de patogenicidade. Se for observada a
patogenicidade na Fase I, devem-se realizar os estudos da Fase Ill. E nesta, deverdo ser feitos

estudos adicionais a fim de avaliarem efeito de toxicidade conforme protocolos apropriados.

2.7 PROTOCOLOS INTERNACIONAIS DE BIOSSEGURANCA

Uma das principais apreensdes internacionais € a normalizacdo do emprego da
engenharia genética na manipulagdo de plantas GM ou de OGM. Deste modo, as principais
organizagdes mundiais como a Organizagdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento
Econdmico (OECD), a Organizacdao Mundial da Saide (OMS) e a Organizacdo das Nacdes
Unidas para a agricultura e a Alimentacdo (FAO — “Food and Agriculture Organization of the
United Nations) estdo voltadas para a elaboracdo de protocolos que assegurem a
biosseguranca dos transgénicos, tanto para a saude humana quanto para 0s impactos
ambientais.

Em 1996, na Conferéncia das Partes, na Argentina, foi aprovado o uso das Normas
Técnicas de Biosseguranca do Programa das Nagbes Unidas para o Meio Ambiente
(PNUMA) (FONTES, 1998). Em 2002 no Canad4, 176 paises assinaram o Protocolo de
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Cartagena ou Protocolo Internacional de Biosseguranga, que atuaria com mais vigor no

controle de Organismos Geneticamente Modificados (OGM).
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3 HIPOTESES

Se ingeridas, as toxinas do Bacillus thuringiensis podem ser também citotdxicas para
mamiferos, caso ndo sejam destruidas ou inativadas no estbmago. Se administradas por via
intraperitoneal, tais toxinas podem alterar o padréo de proliferacdo celular da medula 6ssea de

camundongos, sendo, nestes casos, genotoxicas para mamiferos.

4 OBJETIVOS GERAIS

71 Avaliar possiveis efeitos hematotoxicos dos esporos-cristais CrylAa, CrylAb,

CrylAc e Cry2Aa, em doses simples e combinadas, em camundongos.

CJAwvaliar a citotoxicidade e a genotoxicidade desses esporos-cristais, em doses simples

e combinadas, sobre a medula éssea de camundongos.

71 Verificar a relacdo de dose-efeito, diferencas entre os tratamentos, vias de

administracao e tempo de exposi¢ao aos esporos-cristais.
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5 CAPITULO I - Avaliacdo da hematotoxicidade e da genotoxicidade de esporos-cristais
do Bacillus thuringiensis kurstaki administrados por via oral e via intraperitoneal em
camundongos Swiss

5.1 INTRODUCAO

O setor agronémico tem se favorecido da tecnologia do &cido desoxirribonucléico
recombinante (ADN-recombinante), dentre outros fatores, para a modificacdo de
microrganismos e plantas (OECD, 1986; BOBROWSKI et al., 2003) em prol da redugdo de
aditivos quimicos no ambiente (BRAVO et al., 2007; KLETER et al., 2007). O Bacillus
thuringiensis (Bt) € um agente de controle microbiano que tem ganhado respaldo de técnicas
moleculares em beneficio ao melhoramento genético de diversas culturas, como da soja, do
milho e do algoddo (De MAAGD et al., 1999a, OECD, 2007).

Desde a década 60, esse entomopatégeno € um importante aliado ao combate de
insetos-praga da agricultura, contra mosquitos vetores de doencas humanas e no controle
biologico através da sua utilizacdo como bioinseticida foliar (FEDERICI, 2005; PIGOTT;
ELLAR, 2007), e mais recentemente, pela insercdo de seus genes modificados em plantas-Bt
transgénicas (FISCHHOFF et al., 1987; BRAVO et al., 2007). E considerado um biopesticida
altamente especifico, ndo-contaminante e, inécuo a humanos e aos demais vertebrados
(BRAVO et al., 2005).

O Bt caracteriza-se pela producdo de uma ou mais proteinas, denominadas de &-
endotoxinas, rearranjadas em forma de cristal (Cry) (De MAAGD et al., 2001; BRAVO et al.,
2007), cuja atividade é toxica para larvas de insetos de diversas Ordens e para determinados
nematdides (PRACA et al., 2004, KOTZE et al., 2005). Os cristais podem ser sintetizados por
diferentes variedades de Bt (JAOUA et al., 1996) e uma mesma estirpe pode produzir uma ou
mais toxina Cry (BRAVO et al., 2005). As toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa em
estudo sdo produzidas pelo B. thuringiensis subsp. kurstaki e tém especificidade por insetos
da Ordem Lepidoptera (MONNERAT et al., 1999; FEDERICI, 2005).

As Cry exercem sua toxicidade quando ativada em pH alcalino do trato digestério de
larvas susceptiveis (HOFTE; WHITELEY, 1989, GOMEZ et al., 2007). A toxina é ingerida
pelas larvas (LI et al., 2001) e, de modo geral, ao atingir o intestino medio, sofre acao
proteolitica (TOJO; AIZAWA, 1983; ARANDA et al., 1996; ZHONG et al., 2000)

convertendo-se para a sua forma tdxica, o que ocasiona inicialmente paralisia intestinal,
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seguida de paralisia total, levando-as ao ébito (ARONSON et al., 1986; MONNERAT;
BRAVO, 2000).

Além do extraordinario mecanismo de acdo, o espectro toxico também se deve ao tipo
e a proporcao de cada variedade de Cry nas diferentes estirpes isoladas (CRICKMORE et al.,
2006, PIGOTT; ELLAR, 2007). Em consequéncia, os genes (cry) responsaveis pela
codificacdo das Cry tém sido amplamente clonados e expressos em cultivares-Bt transgénicos
(De MAAGD et al., 1999a; ESTRUCH et al., 1997), com a finalidade de retrair a utilizacao
de pesticidas sintéticos e ascender a economia global (De MAAGD et al., 1999a; HUANG et
al., 2003).

A preocupagdo com a introducdo de plantas-Bt em &reas de cultivo extensivo, por
outro lado (De MAAGD et al., 1999a), tem provocado uma apreensdo em nivel mundial de
entidades estatais e ndo-governamentais sobre os efeitos adversos nos ecossistemas e,
portanto, nos organismos ndo-alvo (O’CALLAGHAN et al., 2004; OECD, 2007). Deste
modo, testes de biosseguranca sdo necessarios para gerenciar riscos eminentes (FEDERICI,
2005, OECD, 2007). O objetivo deste trabalho foi entdo, avaliar em camundongos a
toxicidade e genotoxicidade de quatro variedades de toxinas Cry associadas a seus esporos,

em duas vias de administracao.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Verificar, a partir da analise do hemograma, possiveis efeitos adversos sobre a
hematopoiese, em camundongos ndo-isogénicos, em decorréncia dos tratamentos com
0s esporos-cristais CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa, provenientes de estirpes do

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki.

71 Avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade dos esporos-cristais em questdo, verificando

dose-efeito e comparando vias de administracdo, oral e intraperitoneal.
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5.3 MATERIAL E METODO

5.3.1 Obtencéo das toxinas esporo-cristal

Os esporos-cristais CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa provenientes do B.
thuringiensis subsp. kurstaki sdo selecionados e modificados geneticamente para expressar
cada qual uma das proteinas Cry. Integram o0 Banco de GERMOPLASMA da EMBRAPA -
CENARGEN e foram cedidos na forma de liofilizados.

5.3.2 Camundongos

O projeto de registro UnBDOC n° 32942/2009 (em anexo) foi deferido pelo Comité de
Etica do Uso Animal — CEUA — da Universidade de Brasilia — UnB, Brasil e 0s testes in vivo
atenderam as exigéncias propostas. Os camundongos selecionados para o estudo sdo da
linhagem ndo-isogénica Swiss e foram disponibilizados pelo biotério da Faculdade de
Filosofia Ciéncias e Letras, Universidade de Sdo Paulo - USP, campus Ribeirdo Preto, SP, da
Bioagri Laboratdrios Ltda. -BIOAGRI, DF ou do Biotério Central da Universidade de Brasilia
- UnB, campus Darci Ribeiro, DF. Até a sua utilizacdo experimental, eles foram aclimatados
no biotério do Laboratorio de Genética e de Nanobiotecnologia, - UnB, e acondicionados em
caixas contendo maravalha autoclavada, alimentados com ragdo ad libitum e agua filtrada. O
periodo de climatizagdo dos animais foi de pelo menos sete dias e, em cada teste foi utilizado
um ntmero amostral (n) de seis camundongos com idade aproximada de trés meses, sendo
50% do sexo masculino e 50% do sexo feminino, os quais receberam numeragao individual

no decorrer dos experimentos.

5.3.3 Vias de administracédo

Os esporos-cristais foram ressuspensos em agua destilada, temperatura de 37° C,
agitados por 10 minutos e administrados pelas vias intraperitoneal (i.p.) e oral (p.0). A dose
méaxima foi 10 vezes maior que a dose minima e a dose média equivale aproximadamente a
metade da dose maxima. A dose minima dos tratamentos equivale & dose do controle positivo
com ciclofosfamida, e esta, ja € conhecida por induzir citotoxicidade e genotoxicidade em

camundongos na dose de 27 mg/Kg.
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Portanto:
Dose minima: 27 mg/Kg peso
Dose intermediaria: 136 mg/Kg peso

Dose maxima: 270 mg/Kg peso

5.3.3.1 Via intraperitoneal

Os camundongos foram tratados com uma Unica injecdo via intraperitoneal (i.p.) de
esporos-cristais CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa nas doses de 27 mg/Kg peso, 136 mg/Kg
peso e 270 mg/Kg peso. Os grupos controle negativo (C) e positivo (CP) receberam,
respectivamente, 27 mg/Kg peso de agua destilada (veiculo) e uma dose de 27 mg/Kg peso de
ciclofosfamida, respectivamente. Decorridas 24 horas do tratamento, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical para a realizagdo dos procedimentos experimentais

descritos nos itens 3.4 e 3.5.

5.3.3.1 Viaoral

Os esporos-cristais CrylAa, CrylAb e Cry2Aa foram administrados por gavagem
(dose unica) nas doses minima, intermediaria e maxima. O esporo-cristal CrylAc foi
administrado apenas na dose minima de 27 mg/Kg peso. Os controles negativo (C) e positivo
(CP) receberam, respectivamente, agua filtrada ou uma dose de 27 mg/Kg peso de
ciclofosfamida. Decorridas 24 horas do tratamento, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical para a realizacdo dos procedimentos experimentais descritos nos itens
3.4e35.

5.3.4 Coleta de sangue periférico e hemograma

Uma aliquota de 400 uL de sangue periferico foi coletada por puncdo cardiaca,
utilizando-se seringas descartaveis de 1 mL, enxaguadas com EDTA. Cerca de 10 pL de
sangue foi utilizado para a confeccdo de esfregaco sanguineo; o restante foi transferido para
tubos tipo Eppendorf contendo 40 puL de EDTA 20%, para ser processado em um
hematocitdmetro veterinario automatico, calibrado para camundongos, marca Sysmex pocH-
100iV Diff.
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Apo6s a confeccdo do esfregagco sanguineo, as laminas foram deixadas para secar a
temperatura ambiente por 12 horas, fixadas em metanol por 5 minutos e coradas com 300 pL
de solucéo estoque de Wright-Giemsa por 3 minutos e 30 segundos (1,5 g de Wright, 0,17 g
de Giemsa, 500 mL de metanol e 15 mL de glicerina). Imediatamente apos, cada lamina foi
totalmente coberta pela solucdo tampédo de fosfato A e B (16,8 g de Na,HPO, e 8,16 g de
KH,PO, diluidos em 1 L de agua destilada), pH 6,8, na proporcao de 1:1, por 4 minutos. A
sequir, foram lavadas em agua corrente e secadas naturalmente. As analises manuais de
Leucocitos foram realizadas quando necessarias.

Foram analisados os seguintes parametros do hemograma: Eritrécitos, Hemoglobina
(HGB), hematocrito (HCT) e indices hematimétricos (volume corpuscular médio ou VCM,
hemoglobina corpuscular média ou HCM, concentragdo hemoglobinica corpuscular média ou
CHCM, e amplitude ou variagdo da distribuicdo do tamanho dos Eritrécitos ou RDW — do
inglés Red Cell Distribution Width), Leucdcitos totais, Linfocitos, Neutrofilos + Mondcitos,
Eosinofilos, Plaquetas e indices plaquetarios (volume plaquetario médio ou VPM,;
percentagem de Plaquetas gigantes ou P-LCR e amplitude ou variacdo da distribuicdo do

tamanho das Plaquetas ou PDW — do inglés Platelet Distribution Width).

5.3.5 Obtencdo de medula éssea femoral

A coleta de medula 6ssea seguiu protocolo de Schmid (1975) com adaptacGes. Os
fémures foram extraidos com auxilio de material cirdrgico e as suas epifises foram cortadas a
fim de expor o canal medular. A medula Gssea foi coletada com auxilio de uma agulha
acoplada em seringa descartavel de 1 mL contendo soro fetal bovino — SFB, em temperatura
ambiente. O material foi acondicionado em tubos plasticos de 10 mL e centrifugado a uma
velocidade de 5000 x g. Do sobrenadante, reservou-se uma aliquota de 50 pL que foi
homogeneizada com o sedimento precipitado. Deste homogeneizado, cerca de 10 puL foram
utilizados para a confeccdo de laminas de vidro proprias para analises em microscopio de luz.

As laminas confeccionadas secaram em temperatura ambiente por um periodo de 24
horas e, posteriormente, foram fixadas em metanol por cinco minutos. Para a observacdo em
microscopia, elas foram coradas com solucdo estoque de Giemsa (1 g de Giemsa, 54 mL de
glicerol e 4 mL de metanol) na proporcéo de 1 mL para 30 mL de tampdo fosfato pH 6,8 A e
B, 1:1, (16,8 g de Na,HPO, e 8,16 g DE KH,PQO, diluidos em 1 L de &gua destilada) por nove

minutos. Foram entdo enxaguadas em agua corrente filtrada e secadas naturalmente.
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5.3.6 Teste do micronucleo

As analises foram feitas em microscopia de luz com aumento de 1000 x, em
microscopio Zeiss Axioskop 2. Para a contagem eritrocitaria foi utilizado um contador
manual. O potencial genotoxico das toxinas Cry foi avaliado pela quantificacdo de
micronucleos (MN) em Eritrécitos policrométicos (EPC) e em Eritrocitos normocromaticos
(ENC) de um total de 4000 células, sendo 2000 EPC e 2000 ENC. A citotoxicidade das Cry
foi avaliada pela razédo percentual de Eritrécitos policromaticos (%EPC) por normocromaticos
(%ENC), isto é, quando atingidas 2000 células por qualquer uma das duas populagdes,
registrou-se, portanto, o valor da sua correspondente. Este percentual foi calculado a partir da

formula descrita a seguir:

%EPC=[EPC/(EPC+ENC)]x100

5.3.7 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas usando o software aplicativo SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) versdo 15.0. Os dados foram expressos como média + EPM
(erro padréo da media) e valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
As variaveis continuas foram testadas para distribuicdo normal com o teste de Shapiro-Wilk.
Possiveis diferencas entre os grupos analisados foram investigadas pelos testes ANOVA ou
Kruskal-Wallis (quando os dados ndo estavam normalmente distribuidos). Para resultados
significativos com ANOVA, o teste Bonferroni’s (post-hoc) foi escolhido para realizar as
comparagdes 2 a 2 entre os tratamentos. Para os resultados significativos com o teste de
Kruskal-Wallis, foi usado o teste de Mann-Whitney para verificar diferencas entre 0s
tratamentos (comparacfes 2 a 2). Os valores de p com significado estatistico (p<0,05) s6
foram considerados quando também assumiram sentido bioldgico e, para tanto, atenderam aos

seguintes critérios:

e C e CP comparados com todos os grupos da mesma via de administracao, inclusive,
entre si.

e Em vias diferentes, cada controle comparado apenas entre si.

e Quando eram tratamentos com as mesmas toxinas, ha mesma via, porém, em doses
diferentes.
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e Quando se tratavam de tratamentos com toxinas diferentes, na mesma dose e mesma
via.

¢ Quando se tinham os tratamentos com as mesmas toxinas, na mesma dose, porém, em
vias diferentes.

5.4 RESULTADOS

Cerca de 28,57% dos animais que receberam a dose de 270 mg/Kg peso de esporos-
cristais CrylAa e Cry2Aa via i.p  morreram antes do periodo de 24 horas. Este percentual
aumentou para 42,85% quando se tratou com CrylAb. A CrylAc teve um comportamento
andbmalo quando comparada com as toxinas anteriores e, neste caso, a dose intermediaria de
136 mg/Kg peso foi letal para 100% dos individuos. Portanto, a dose méxima considerada foi
a de 27 mg/Kg peso, sem registro de ébito. Na via p.o., ao contrério, todos os animais
sobreviveram, inclusive na dose maxima de 270 mg/Kg peso, testada para as toxinas Cry1Aa,
CrylAb e Cry2Aa.

5.4.1 Eritrograma

5.4.1.1 Via oral

Em relagdo ao controle negativo, diferengas significativas no eritrograma foram
detectadas pelo teste de ANOVA para eritrocitos (p=0,040), HCM (p=0,000), CHCM
(p=0,006), VCM (p=0,000) e RDW (p=0,000). Nas comparagdes 2-a-2, nenhuma diferenca
significativa foi detectada pelo teste de Bonferroni para os valores de Eritrocitos. Para HCM,
reducdo significativa apareceu ap0s os tratamentos com CrylAa 270 mg/Kg (p=0,023),
CrylAb 136 (p= 0,001), Cry2Aa 27 mg/Kg (p= 0,001) e Cry2Aa 136 mg/Kg (p=0,029),
enquanto para CHCM, aumento significativo foi observado apos o tratamento com CrylAa 27
mg/Kg (p=0,031). Todos os tratamentos com Cry promoveram reducdo significativa de VCM
em relacdo ao controle negativo em um nivel de p<0,001. Exceto para CrylAb 136 e 270
mg/Kg e CrylAc 27 mg/Kg, os demais tratamentos também promoveram reducées
significativas nos valores de RDW (p=0,000 para CrylAa 27 e 136 mg/Kg; p=0,009 para
CrylAa 270 mg/Kg; p=0,008 para CrylAb 27 mg/Kg; p=0,001 para Cry2Aa 27 mg/Kg;
p=0,015 para Cry2Aa 136 mg/Kg e p=0,033 para Cry2Aa 270 mg/Kg).

Resultados semelhantes de reducdo significativa de HCM também foram mostrados
nas comparagdes com o controle positivo (p=0,019 para CrylAa 270 mg/Kg; p= 0,001 para
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CrylAb 136 mg/Kg e Cry2Aa 27 mg/Kg; e p= 0,023 para Cry2Aa 136 mg/Kg), 0 mesmo
acontecendo com os valores de VCM (p=0,001 para CrylAb e CrylAc 27 mg/Kg; p=0,000
para 0s demais tratamentos com Cry). Ja para RDW, apenas os tratamentos com CrylAa 27 e
136 mg/Kg (p=0,020 para ambos) promoveram reducdes significativas em relacdo ao controle
positivo.

Quanto a dose-efeito, nenhuma diferenca significativa foi observada no eritrograma.
Entretanto, entre toxinas, diferencas significativas foram observadas para os valores de VCM
e RDW. Apés tratamento com Cry2Aa 27 mg/Kg os valores de VCM foram
significativamente menores do que aqueles obtidos com os tratamentos com CrylAb 27
mg/Kg (p=0,024) e CrylAc 27 mg/Kg (p=0,030). Para RDW, o tratamento com CrylAa
27mg/Kg apresentou valores significativamente menores em relagcdo a CrylAc 27 mg/Kg
(p=0,009), 0 mesmo acontecendo com CrylAa 136 mg/Kg em relagéo a CrylAb 136 mg/Kg
(p=0,044) (Tabela 1).

5.4.1.2 Via i.p.

Reducédo significativa nos valores de CHCM foi observada apos tratamento com
CrylAb 27 mg/Kg (p= 0,020) em relacdo ao controle negativo, e apds tratamento com
CrylAb 27 (p= 0,000), 136 (p= 0,001) e 270 (p= 0,029) mg/Kg e Cry2Aa 270 mg/Kg (p=
0,001) em relagdo ao controle positivo. Os tratamentos com CrylAb 27 mg/Kg (p=0,020) e
136 mg/Kg (p=0,004) também provocaram aumento significativo nos valores de VCM, porém
somente em relagdo ao controle positivo.

Relacédo de dose efeito foi observada apenas para CrylAb, onde a dose de 270 mg/Kg
reduziu significativamente os valores de CHCM em relacdo a dose de 136 mg/Kg (p=0,002).
Entre toxinas, os valores de CHCM foram significativamente maiores para CrylAa 27 e 136
mg/Kg em relacdo a CrylAb 27 (p= 0,000) e 136 mg/Kg (p= 0,000). CrylAa ainda
apresentou valores de VCM significativamente menores que CrylAb (p=0,001) e Cry2Aa
(p=0,022) na dose de 27 mg/Kg, o0 mesmo ocorrendo na dose de 136 mg/Kg em relagdo a
CrylAb (p=0,000), e na dose de 270 mg/Kg em relacdo a Cry2Aa (p=0,020) (Tabela 1).
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5.4.1.3 Via oral x Via i.p.

Quando comparadas as duas vias de administracdo, diferencas significativas foram
observadas para Eritrocitos, apos tratamento com ciclofosfamida (CP) e com Cry2Aa
27mg/Kg; HCT, apds tratamento com CrylAb 136 mg/Kg; HCM, ap0ds tratamento com
Cry2Aa 27 mg/Kg; CHCM, apds tratamento com CrylAb 27, 136 e 270 mg/Kg e Cry2Aa
270 mg/Kg; VCM, apos tratamento com CrylAb 27, 136 e 270 mg/Kg e Cry2Aa 27, 136 e
270 mg/Kg; e RDW, apos tratamento com CrylAb e Cry2Aa a 27 mg/Kg (Tabela 1). Os
valores de Eritrocitos foram significativamente maiores na via i.p. em relacdo a via oral,
verificados para CP (p= 0,015) e Cry2Aa a 27 mg/Kg (p= 0,009). Para HCT, os valores
também foram significativamente maiores na via i.p do que na via oral ap6s os tratamentos
com CrylAb 136 mg/Kg (p= 0,000), o0 mesmo ocorrendo com HCM apds os tratamentos com
Cry2Aa 27 mg/Kg (p= 0,002). J& para CHCM, os valores da via oral foram significativamente
maiores do que 0s observados na via i.p. apds tratamento com Cry1Ab 27 (p= 0,000), 136 (p=
0,016) e 270 mg/Kg (p= 0,000) e Cry2Aa 270 mg/Kg (p= 0,000), enquanto para VCM, 0s
valores foram significativamente menores para a via oral apds os mesmos tratamentos,
inclusive para os tratamentos com Cry2Aa nas trés administragdes (p= 0,001 para CrylAb
270 mg/Kg; p= 0,000 para os tratamentos CrylAb 27 e 136 mg/Kg, e Cry2Aa 27 e 270
mg/Kg; p= 0,002 para Cry2Aa 136 mg/Kg). Quanto ao RDW, diferengas significativas foram
observadas apds o tratamento com CrylAb (p= 0,006) e Cry2Aa (p= 0,023) 27 mg/Kg, cujos

valores foram menores na via oral (Tabela 1).

5.4.2 Leucograma

5.4.2.1 Via oral

Em relacdo ao controle negativo, os tratamentos com CrylAb 27 mg/Kg e CrylAc 27
mg/Kg promoveram, respectivamente, aumento significativo de Linfécitos (p= 0,041) e de
Leucacitos totais (p=0,026). Em relacdo a dose-efeito, diferencas significativas apareceram
para Linfocitos apos o tratamento com CrylAb, cujos valores diminuiram significativamente
nas concentracdes de 136 mg/Kg (p= 0,005) e 270 mg/Kg (p= 0,016), quando comparados a
dose de 27 mg/Kg. Também foram observadas diferencas significativas entre toxinas nas
doses de 27 e 136 mg/Kg. Na dose de 27 mg/Kg os valores de Linfécitos apresentaram-se

significativamente reduzidos ap6s o tratamento com Cry2Aa, quando comparados aos
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tratamentos com CrylAa (p= 0,037), CrylAb (p=0,005) e CrylAc (p= 0,016), 0 mesmo
ocorrendo com Leucdcitos totais em relacdo ao tratamento com CrylAb (p= 0,016).
Resultados semelhantes foram observados para a dose 136 mg/Kg, onde os valores de
Linfécitos apresentaram-se significativamente diminuidos apds a administracdo CrylAb em
relacdo a CrylAa (p= 0,030) (Tabela 2).

5.4.2.2 Viai.p.

Em relagdo ao controle negativo, reducdo significativa de Linfécitos foi observada
apods os tratamentos com CrylAa 270 mg/Kg (p=0,015), Cry1Ab 136 (p=0,026) e 270 mg/Kg
(p= 0,009) e Cry2Aa 136 (p=0,009) e 270 mg/Kg (p=0,041). CrylAb 270 mg/Kg ainda
promoveu aumento significativo de Neutréfilos+Mondcitos (p= 0,041). Aumento significativo
de Eosinofilos foi observado para os tratamentos com CrylAa a 136 mg/Kg (p= 0,015) e
CrylAb a 27 mg/Kg (p= 0,015).

Nas comparacdes com o controle positivo, os Linfocitos apresentaram-se
significativamente diminuidos ap6s os tratamentos com CrylAa 136 (p= 0,004) e 270 mg/Kg
(p=0,002), CrylAb 27 (p=0,015), 136 (p=0,002) e 270 mg/Kg (p=0,002), CrylAc 27 mg/Kg
(p=0,004), Cry2Aa 27 (p= 0,004), 136 (p=0,002) e 270 mg/Kg (p=0,015). A maioria dos
tratamentos também apresentou aumento significativo de Neutrofilos+Mondcitos em relacéo
ao controle positivo (p= 0,015 para CrylAa 27 mg/Kg, p= 0,002 para CrylAa 270 mg/Kg,
CrylAb 27, 136 e 270 mg/Kg, CrylAc 27 mg/Kg, Cry2Aa 27, 136 e 270 mg/Kg). Para
Eosinofilos, aumento significativo foi verificado ap6s os tratamentos com CrylAa 136 mg/Kg
(p=0,004) e CrylAb 27 mg/Kg (p= 0,004), enquanto reducéo significativa foi verificada com
Cry2Aa 27 mg/Kg (p= 0,009).

Considerando-se dose-efeito, 0 nimero de Linfécitos apresentou-se significativamente
reduzido apos o tratamento com CrylAa na dose de 270 mg/Kg em relacdo a dose de 27
mg/Kg (p=0,041), enquanto Neutréfilos+Mondcitos mostraram-se  significativamente
aumentados na dose de 270 mg/Kg em relacdo a dose de 136 mg/Kg (p=0,002). Ja para o
tratamento com CrylAb o aumento da dose de 27 mg/Kg para 136 mg/Kg provocou reducéao
significativa na populacdo de Neutréfilos+Mondcitos (p=0,004). Para Eosinofilos, aumento
significativo foi observado apés tratamento com Cry2Aa 270 mg/Kg em relagéo a dose de 27
mg/Kg (p= 0,041).

Também foram observadas diferencas entre toxinas para as populagbes de
Neutréfilos+Mondcitos e Eosinofilos nas concentragdes de 27 e 136 mg/Kg. Na dose de 27
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mg/Kg, foi notado aumento significativo de Neutr6filos+Mondcitos apds os tratamentos com
CrylAb (p= 0,026) e CrylAc (p= 0,015) em relagdo a CrylAa. Efeito semelhante ocorreu
com CrylAb em contraste com Cry2Aa (p= 0,004). Ainda na dose de 27 mg/Kg o tratamento
com Cry2Aa também apresentou reducdo significativa de Eosindfilos em relacdo aos
tratamentos com CrylAa (p= 0,015), CrylAb (p= 0,002) e CrylAc (p= 0,026). Na dose de
136 mg/Kg, os valores de Neutrofilos+Mondcitos foram significativamente mais elevados
quando comparados os tratamentos CrylAb e Cry2Aa (p= 0,002 para ambos) com o
tratamento CrylAa. Nesta concentracdo de 136 mg/Kg e de forma semelhante a concentracéo
de 27 mg/Kg, a populagdo de Eosintfilos apresentou reducdo significativa apds o tratamento
com Cry2Aa quando comparada aos tratamentos com CrylAa (p= 0,004) e CrylAb (p=
0,026) (Tabela 2).

5.4.2.3 Via oral x Via i.p.

Os valores de Leucdcitos totais apresentaram-se significativamente maiores na via oral
do que na via i.p. para os tratamentos com CrylAa 136 mg/Kg (p= 0,004). Resultados
semelhantes foram observados para Linfocitos com os tratamentos com CrylAa 136 mg/Kg
(p= 0,015), CrylAa 270 mg/Kg (p= 0,004), CrylAb 27 mg/Kg (p= 0,004), CrylAb 270
mg/Kg (p= 0,009 ) e CrylAc 27 mg/Kg (p= 0,015). Neutrofilos + Mondcitos apresentaram
diferencas significativas entre os controles positivos das duas vias de administracdo (p=
0,002), cujos valores reduziram apds administracdo via i.p. Também foram observadas
diferencas significativas nas comparag0es entre as duas vias para os tratamentos com CrylAa
e CrylAb. No tratamento via oral com CrylAa 136 mg/Kg a populacdo de Neutrofilos +
Mondcitos foi significativamente superior aquela observada com a mesma dose na via i.p (p=
0,002). Ja para o tratamento com CrylAb a 27 (p= 0,041) e 270 mg/Kg (p= 0,015) a
populacdo destas células apresentou-se significativamente maior na via i.p., quando
comparada na mesma dose na via oral. Os tratamentos via i.p. com CrylAa 27 e 136 mg/Kg
(p= 0,015 para ambos) promoveram aumento significativo de Eosinofilos, quando comparado
aos mesmos tratamentos na via oral. Do mesmo modo, os tratamentos com CrylAb 27 (p=
0,002), 136 (p= 0,041) e 270 mg/Kg (p= 0,041) na via ip. tiveram seus valores
significativamente aumentados em comparacao aos seus respectivos tratamentos na via oral
(Tabela 2).
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5.4.3 Plaguetograma

5.4.3.1 Via oral

Em relacdo ao controle negativo, o tratamento com CrylAa 27 mg/Kg promoveu
aumento significativo de Plaquetas (p=0,009) e reducdo significativa nos valores de VPM
(p=0,015) e P-LCR (p=0,026). Reducao significativa do P-LCR ainda foi observada apos o
tratamento com CrylAa 136 mg/Kg (p=0,041), o mesmo occorrendo com PDW ap0s o
tratamento com CrylAa 270 mg/Kg (p=0,026).

Em relacdo ao controle positivo, aumento significativo de Plaquetas ocorreu apds os
tratamentos com CrylAa 27 mg/Kg (p=0,002), CrylAa 270 mg/Kg (p=0,041), CrylAc 27
mg/Kg (p=0,041) e Cry2Aa 27 mg/Kg (p=0,041). Além disto, também foram observadas
reducbes significativas nos valores de VPM apo6s o tratamento com CrylAa 27 mg/Kg
(p=0,041), e nos valores de PDW ap6s os tratamentos com CrylAa 27 mg/Kg (p=0,041),
CrylAa 270 mg/Kg (p=0,004) e CrylAb 27 mg/Kg (p=0,026).

Relacdo de dose-efeito foi observada apenas para CrylAa, onde a dose de 136 mg/Kg
apresentou namero de plaquetas significativamente diminuidos em relacdo a dose de 27
mg/Kg (p=0,016) e valores de PDW significativamente aumentados em relacdo a dose de 270
mg/Kg (p=0,012).

Entre toxinas, na dose de 27 mg/Kg CrylAa apresentou numero de plaquetas
significativamente aumentado em relacédo a CrylAb (p=0,016) e CrylAc (p=0,013), valores
de VPM significativamente reduzidos em relacdo a CrylAc (p=0,023) e Cry2Aa (p=0,043) e
PDW significativamente menor que CrylAc (p=0,023). CrylAc 27 mg/Kg ainda mostrou
valores de PDW significativamente maiores do que CrylAb (p=0,023). Na dose de 136
mg/Kg, CrylAa também apresentou valores de VPM significativamente diminuidos em a
Cry2Aa (p=0,029). Na dose de 270 mg/Kg, o numero de plaquetas foi significativamente
maior para CrylAa em relacdo a Cry2Aa (p=0,045), e os valores de PDW foram

significativamente menores para CrylAa em relacdo a CrylAb (p=0,033).

5.4.3.2 Via i.p.

Para VPM, os valores do controle negativo foram significativamente menores do que
aqueles do controle positivo (p= 0,026) e de quase todos 0s demais tratamentos, com exce¢édo
de CrylAa 27 e 136 mg/Kg e Cry1lAb 270 mg/Kg (p= 0,004 para os tratamentos com CrylAa
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270 mg/Kg, CrylAb 27 mg/Kg e Cry2Aa 27 mg/Kg; p= 0,002 para os tratamentos com
CrylAb 136 mg/Kg, CrylAc 27 mg/Kg e Cry2Aa 136 mg/Kg; p= 0,026 para Cry2Aa 270
mg/Kg). Em relacdo ao controle positivo, somente os tratamentos CrylAb 27 mg/Kg (p=
0,030) e Cry2Aa 270 mg/Kg (p= 0,002) promoveram aumentos significativamente nos
valores de VPM. Aumento significativo nos valores de PDW foi observado para CrylAb 136
(p= 0,034) e 270 mg/Kg (p= 0,045) em relacdo ao controle negativo. Nenhuma diferenca
significativa foi verificada na relagcdo de dose-efeito, mas entre toxinas o tratamento na dose
136 mg/Kg com CrylAa apresentou valores de VPM significativamente menores que o
tratamento com Cry2Aa (p= 0,041) (Tabela 3).

5.4.3.3 Via oral x i.p.

Houve diferencas significativas entre as vias de administragdo para o controle
negativo, o VPM e o P-LCR foram significativamente maiores na via oral em relacdo a via
I.p. Nos tratamentos com as Cry, os valores de Plaquetas foram significativamente maiores na
via oral para CrylAa na dose de 27 mg/Kg (p= 0,002), que apresentou valores de VPM
significativamente menores nesta mesma via, quando comparados a via i.p. (p= 0,041). De
forma semelhante, os valores de VCM para os tratamentos com CrylAb 27 mg/Kg (p= 0,017)
e Cry2Aa 136 mg/Kg (p= 0,009) tais valores apresentaram-se significativamente menores na
via oral. Resultado similar ocorreu para PDW ap06s os tratamento com CrylAa 270 mg/Kg
(p= 0,004), CrylAb 27 (p= 0,004), 136 e 270 mg/Kg (p= 0,010 para ambos), CrylAc 27
mg/Kg (p= 0,002), Cry2Aa 136 (p= 0,002) e 270 mg/Kg (p= 0,026) (Tabela 3).

5.4.4 Teste do microndcleo

5.4.4.1 Via oral

Em relacdo ao controle negativo, ndo foram observadas diferencas significativas para
MN-ENC e MN-EPC. Porém, tanto o controle positivo (p= 0,004) quanto os tratamentos com
CrylAa 136 mg/Kg (p= 0,041), CrylAb 27 (p= 0,009) e 136 mg/Kg (p= 0,026), Cry2Aa 27
mg/Kg (p= 0,009) promoveram queda significativa no indice de proliferacéo celular (%EPC).

Em relacdo ao controle positivo, os tratamentos com CrylAa 27 (p= 0,009) e 136
mg/Kg (p= 0,015), Cry2Aa 136 (p= 0,015) e 270 mg/Kg (p= 0,004) promoveram redugdes
significativas de MN-ENC, o mesmo acontecendo com MN-EPC para os tratamentos com
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Cry2Aa 27 (p=0,004) e 270 mg/Kg (p=0002). Aumento significativo da %EPC foi observado
para os tratamentos com CrylAa (p= 0,015) e Cry1Ab (p= 0,009) na dose de 270 mg/Kg.

Quanto a relacdo de dose-efeito, o tratamento com Cry2Aa a 136 mg/Kg apresentou
aumento significativo de MN-EPC em relacdo a dose de 270 mg/Kg (p=0,011), engquanto o
tratamento com CrylAb a 270 mg/Kg apresentou percentuais de EPC significativamente
maiores do que 0s observados para as doses de 27 e 136 mg/Kg (p= 0,025 para ambos).

Entre toxinas, na dose de 27 mg/Kg CrylAa apresentou valores de MN-ENC
significativamente menores do que CrylAb (p=0,042) e CrylAc (p=0,014), enquanto Cry2Aa
mostrou valores de MN-EPC significativamente menores do que CrylAa (p=0,007), CrylAb
(p=0,005) e CrylAc (p=0,005). Cry2Aa ainda apresentou valores de MN-EPC
significativamente menores do que CrylAb (p=0,046) na dose de 136 mg/Kg, e do que
CrylAa (p=0,003) na dose de 270 mg/Kg (Tabela 4).

5.4.4.2 Via i.p.

Em relacdo ao controle negativo, aumento significativo de MN-ENC foi observado
apos os tratamentos com ciclofosfamida (CP) e com as diferentes toxinas Cry (p= 0,002 para
CP e para os tratamentos CrylAa 136 e 270 mg/Kg, CrylAb 27 e 270 mg/Kg, Cry2Aa 27 e
136 mg/Kg; p= 0,004 para os tratamentos CrylAa 27 mg/Kg, CrylAb 136 mg/Kg, CrylAc 27
mg/Kg, Cry2Aa 270 mg/Kg). O controle positivo e a maioria dos tratamentos também
provocou aumento significativo de MN-EPC em relacdo ao controle negativo, com excec¢ao
de CrylAa 27 mg/Kg, e Cry2Aa 27 e 270 mg/Kg (p= 0,002 para CP e para os tratamentos
CrylAa 136 e 270 mg/Kg, CrylAb 27 e 136 mg/Kg, p= 0,004 para os tratamentos CrylAc 27
mg/Kg e Cry2Aa 136 mg/Kg; p= 0,041para CrylAa 136 mg/Kg e p= 0,015 para CrylAb 270
mg/Kg). Exceto pelo tratamento com CrylAb 27 mg/Kg, os demais tratamentos com as Cry
igualmente promoveram reducdo significativa do indice de proliferacéo celular (p= 0,002 para
CrylAa 136 mg/Kg; p= 0,001 para CrylAc 27 mg/Kg e p= 0,000 para os restantes dos
tratamentos). Contudo, em relacdo ao controle positivo, com excecdo do tratamento com
CrylAb 136 mg/Kg os demais tratamentos apresentaram valores de MN-ENC
significativamente menores (p= 0,026 para CrylAb 270 mg/Kg; p= 0,004 para CrylAc 27
mg/Kg; p= 0,002 para os demais tratamentos). Todos os tratamentos com Cry também
promoveram reducgdes significativas de MN-EPC em comparacdo com o controle positivo (p=
0,026 para CrylAb 136 mg/Kg; p= 0,004 para CrylAb 270 mg/Kg; p= 0,002 para os restantes

dos tratamentos), 0 mesmo sendo observado para %EPC para quase todos os tratamentos,
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com excecdo de CrylAb 27 mg/Kg (p= 0,004 para CrylAa 136 mg/Kg; p= 0,032 para
CrylAb 136 mg/Kg; p= 0,021 para CrylAc 27 mg/Kg; p= 0,000 para os demalis tratamentos).

Quanto a relacdo de dose-efeito ndo foram obtidas diferencas significativas entre os
tratamentos. Ao contrario, entre toxinas foram verificadas diferencas significativas em MN-
EPC. Na dose de 27 mg/Kg, o tratamento com CrylAb a 27 mg/Kg provocou aumento
significativo nos valores de MN-EPC em relagdo aos tratamentos CrylAa (p= 0,009), CrylAc
e Cry2Aa (p= 0,041 para ambos). Da mesma forma, na dose de 270 mg/Kg, o tratamento com
CrylAb provocou aumento significativo nos valores de EPC em relagéo a Cry2Aa (p= 0,041)
(Tabela 4).

5.4.4.3 Viaoral x Via i.p

O controle negativo apresentou o indice de EPC significativamente maior na via i.p.
em relagdo a oral. O controle positivo apresentou valores de MN-ENC, MN-EPC e a %EPC
também significativamente maiores na via i.p. em relacdo a via oral (p= 0,002 para todos os
parametros). De forma semelhante, os tratamentos via i.p. com CrylAa 27 (p= 0,015), 136
(p=0,004) e 270 mg/Kg (p= 0,026), Cry1lAb 27 e 270 mg/Kg (p= 0,026 para ambos), Cry2Aa
27 (p= 0,009), 136 (p= 0,002) e 270 mg/Kg (p= 0,004) mostraram aumento significativo de
MN-ENC em comparacdo aos seus correspondentes na via oral. Os tratamentos na via i.p.,
com excecdo de CrylAa e CrylAb na dose de 27 mg/Kg, tambem elevaram
significativamente o0 MN-EPC em relacdo a via oral (p= 0,041 para os tratamentos CrylAa
136 mg/Kg e CrylAc 27 mg/Kg; p= 0,026 para CrylAa e Cry2Aa a 270 mg/Kg; p= 0,004
para CrylAb e 2Aa a 136 mg/Kg; p= 0,009 para CrylAb 270 mg/Kg e Cry2Aa 27 mg/Kg; e
p= 0,002 para Cry2Aa 136 mg/Kg). Para %EPC, o tratamento na via i.p. com CrylAb a 27
mg/Kg elevou significativamente a freqiiéncia de EPC em relagéo a via oral (p= 0,009). Por
outro lado, tais valores diminuiram significativamente na via i.p quando comparados a oral
apos os tratamentos com CrylAa 270 mg/Kg (p= 0,015), CrylAb 270 (p= 0,026), Cry2Aa
136 (p=0,015) e 270 mg/Kg (p= 0,004) (Tabela 4).
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Tabela 1 — Resultados do eritrograma de camundongos Swiss albinos tratados com esporos-cristais de Bt CrylAc na concentracdo de 27
mg/Kg e CrylAa, CrylAb e Cry2Aa nas concentracdes de 27, 136 e 270 mg/Kg, administradas oralmente (per os, p.0.) ou com uma Unica
aplicacdo intraperitonial (i.p.) 24h antes da eutanasia. Camundongos controle receberam agua filtrada (controle negativo) ou ciclofosfamida

(CP — controle positivo) na concentragdo de 27 mg/Kg.

e Tratamento Eritrécitos ~ HGB HCT HCM CHCM VCM RDW
(x 10%uL) (9/dL) (%) (P9) (g/dL) (fL) (%)
1 Agua destilada, p.o. 753+028 119+044 3038+1,02 1583+009 3912+041 4040+040  17,83+0,41
2 CP 27 mg/Kg, p.o 760+0,12 1205+0,26 30,57+0,66 1585+0,16 3945+075 4022+046 16,80 % 0,60
3 CrylAa27 mg/Kg,p.o 817+013 12,67+0,20 30,68+0,36 1552+0,20 41,28 £0,32% 37,60 £0,37** 14,48 +0,64**
4 CrylAa 136 mg/Kg, p.o. 7,.95+016 12,20+0,37 29,88+0,80 1533+022 40,80 +0,38 37,57 £0,32%* 14,48 +0,23**
5 CrylAa270 mg/Kg, p.o. 8,35+0,20 12,40+0,29 31,08+0,71 14,85+0,16* 39,88+0,34 37,22 £0,12** 1538 +0,21**
6 CrylAb27 mg/Kg, p.o. 817+0,22 1255+042 31,13+089 1535+0,22 40,30 0,38 38,12 +0,21** 15,35 + 0,31**
7 CrylAb 136 mg/Kg, p.o. 7,69+0,09 1123+025 2855+0,62 14,62+0.21* 39,35+0,26 37,12 +0,42** 16,65 + 0,56
8 CrylAb270mgkg, p.o. 819+016 1263+020 30,77+053 1545+0,18 41,07+0,33 37,60 £0,17** 1570 +0,36
9 CrylAc27 mg/Kg, p.o. 7,98+012 1225+024 3042+056 1533+020 40,28 +0,56 38,08 +0,22** 16,93 +0,36
10 Cry2Aa 27 mg/Kg, p.o. 8,24+0,18 12,02+0,15 29,95+053 14,62 +0,22%* 40,15+0,35 36,40 +0,36** 15,02 + 0,52**
11 Cry2Aa 136 mg/Kg, p.o. 7,86+0,23 1168+0,33 29,05+0,77 14,87 +0,10%* 40,22 +0,18** 36,97 +0,31** 1547 +0,30*
12 Cry2Aa 270 mg/Kg, p.o. 7,75+0,27 11,82+0,37 2897+089 1527+0,17 40,82+042 37,42 +0,29%* 1562 +0,34*
P-valores viaoral 0,040 0,053 0,188 0,000 0,006 0,000 0,000
13 Agua destilada, i.p. 7944014 1232+0,22 31,53+0,63 1535+0,26 39,10+0,31 3925+0,60 16,27 0,44
14 CP 27 mg/Kg, i.p. 812+0,12 1263+0,24 31,22+043 1557+0,17 4048+022 3842+028 16,63 0,30
15 CrylAa27 mg/Kg, i.p. 7,81+£0,20 11,80+0,30 29,30+0,63 1512+0,18 40,27 +0,29 37,57+046 1580 0,11
16 CrylAa 136 mg/Kg, i.p. 7,99+0,29 12,25+046 29,78+122 1535+0,15 41,18+052 37,23+0,27  14,95+0,20
17 CrylAa270 mg/Kg, i.p. 7.44+048 11,13+080 2820+198 1493+025 3945+0,39 37,82+0,64 16,93 +0,66
18 CrylAb27 mg/Kg,ip. 7,69+0,18 11,70+031 32,65+0,68 1522+0,17 3582+046* 4247+0,63 18,60 +1,02
19 CrylAb 136 mg/Kg, ip. 822+031 12,80+046 3522+098 1558+0,20 3630+042 4295+089  17,35+0,53
20 CrylAb 270 mg/Kg, i.p. 8,05+042 12,40+059 3327+145 1545+020 37,30+0,92 4153+122 17,30 +0,65
21 CrylAc 27 mg/Kg, ip. 7,500,550 11,87+0,74 30,73+170 1587+0,35 38,55+0,69 41,15+0,89 16,80 + 0,61
22 Cry2Aa27 mg/Kg, ip. 7,29+026 1163+035 3022+0,66 1598+022 3847+041 4158+0,66 18,00 0,41
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23 Cry2Aa 136 mg/Kg, i.p. 7,68+0,24 12,08+042 31,28+1,08 1572+0,21 38,67 +1,01 40,75 £ 0,96 17,37 + 0,67
24 Cry2Aa 270 mg/Kg, i.p. 7,44+025 11,35+0,37 31,056+0,50 1527 +0,26 36,52 + 0,92 41,87 + 0,87 18,23 + 0,87
P-valores via i.p. 0,355 0,343 0,004 0,056 0,000 0,000 0,003
P-valores 0,087 0,157 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Os dados correspondem a média e ao erro padrao da média (EPM). G= grupo; HGB = Hemoglobina; HCT = Hematdcito; VCM = Volume Corpuscular Médio;
HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentra¢do Hemoglobinica Corpuscular Média; RDW = amplitude ou variacéo da distribuicdo do tamanho
dos eritrdcitos (do inglés Red Cell Distribution Width); g/dL = gramas por decilitros; fl = fentolitros; pg = picograma. Para Eritrécitos, o valor de p foi gerado
pelo teste de Kruskall-Wallis, enquanto para as demais variaveis, os valores de p foram gerados por ANOVA. Os asteriscos indicam diferengas significativas
(p<0,05) e altamente significativas (p<0,01) detectadas pelo teste de Mann-Whitney nas comparagdes com os controles negativos.
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Tabela 2 — Resultados do leucograma de camundongos Swiss albinos tratados com esporos-
cristais de Bt CrylAc na concentracdo de 27 mg/Kg e CrylAa, CrylAb e Cry2Aa nas
concentragdes de 27, 136 e 270 mg/Kg, administradas oralmente (per o0s, p.0.) ou com uma Unica
aplicacdo intraperitonial (i.p.) 24h antes da eutandsia. Camundongos controle receberam agua
filtrada (controle negativo) ou ciclofosfamida (CP — controle positivo) na concentracdo de 27
mg/Kg.

Leucécitos s Neutrofilos + e

G Tratamento totais meof'tos Mondcitos Eosm30 filos
(X 10°7u) (x 10%/uL) (x 10°uL) (x 10%/pL)

1 Agua destilada, p.o. 4,63 +0,74 3,35+ 0,55 1,22 £ 0,20 0,07 £0,05
2 CP 27 mg/Kg, p.o. 5,37 +0,77 3,73+0,53 1,58 +0,34 0,05 + 0,03
3 CrylAa 27 mg/Kg, p.o. 5,88 + 0,82 4,57 +0,70 1,32 £0,13 0,00 + 0,00
4 CrylAa 136 mg/Kg, p.o. 5,83 + 0,50 4,45 + 0,44 1,32 0,12 0,07 0,05
5 CrylAa 270 mg/Kg, p.o. 5,47 +0,77 3,93 +0,77 1,47 +0,31 0,07 +0,03
6 CrylAb 27 mg/Kg, p.o. 6,82 £ 0,62 5,13 £ 0,33* 1,68 £ 0,33 0,00 £ 0,00
7 CrylAb136 mg/Kg, p.o. 4,60 £0,49 2,60 + 0,42 1,92 +0,45 0,08 + 0,03
8 CrylAb 270 mg/Kg, p.o. 4,60 £0,47 3,53+0,43 0,98 £0,10 0,08 +£0,04
9 CrylAc 27 mg/Kg, p.o. 6,90 + 0,89* 4,25 £ 0,45 2,52 + 0,66 0,13 +£0,99
10 Cry2Aa 27 mg/Kg, p.o. 4,38 £0,63 2,43+0,35 1,90 £ 0,53 0,05 £ 0,02
11 Cry2Aa 136 mg/Kg, p.o. 4,68 £1,06 3,056+0,91 1,50£0,32 0,13 £ 0,06
12 Cry2Aa 270 mg/Kg, p.o. 5,03+0,78 2,98 £0,28 2,02+0,73 0,03 £ 0,02

P-valores via oral 0,246 0,015 0,700 0,378
13 Agua destilada, i.p. 5,00+£1,33 3,83 £0,65 1,05+ 0,89 0,12 £0,04
14 CP 27 mg/Kg, i.p. 5,05+0,49 4,83 £0,49 0,10 £0,00 0,12 £0,02
15 CrylAa 27 mg/Kg, i.p. 4,05 + 0,99 3,17 +0,68 0,62 + 0,40 0,27 +0,08
16 CrylAa 136mg/Kg, i.p. 2,75 +0,57 2,15 + 0,44 0,18 + 0,03 0,42 + 0,14*
17 CrylAa 270 mg/Kg, i.p. 3,32+0,88  1,33+0,37* 1,48 +0,48 0,50 + 0,22
18 CrylAb 27 mg/Kg, i.p. 5,68 + 0,89 2,45 + 0,51 2,87 +0,38 0,37 + 0,08*
19 CrylAb 136 mg/Kg, i.p. 3,42 +0,53 1,70 + 0,36* 1,43 +0,19 0,28 +0,08
20 CrylAb 270 mg/Kg, i.p. 513+0,97 1,63 +0,26** 2,82 +0,74* 0,68 + 0,20
21 CrylAc 27 mg/Kg, i.p. 5,25 £ 0,86 2,47 £0,35 2,58 £0,63 0,20 £ 0,06
22 Cry2Aa 27 mg/Kg, i.p. 3,70 £ 0,61 2,42 +0,42 1,27 £0,22 0,02 £ 0,02
23 Cry2Aa 136 mg/Kg, i.p. 2,57 +0,34 1,42 £ 0,37** 1,08 £ 0,07 0,07 £0,03
24 Cry2Aa 270 mg/Kg, i.p. 3,25+1,18 157 +£0,73* 1,58 £ 0,64 0,10 £ 0,03

P-valores via i.p. 0,125 0,002 0,000 0,001

P-valores 0,006 0,000 0,000 0,000

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). G= grupo. Os valores de p foram gerados pelo teste
de Kruskall-Wallis. Os asteriscos indicam diferencas significativas (p<0,05) e altamente significativas (p<0,01)
detectadas pelo teste de Mann-Whitney nas comparacfes com os controles negativos.
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Tabela 3 — Resultados do plaquetograma de camundongos Swiss albinos tratados esporos-cristais de Bt CrylAc na concentracdo de 27 mg/Kg
e CrylAa, CrylAb e Cry2Aa nas concentracdes de 27, 136 e 270 mg/Kg, administradas oralmente (per 0s, p.0.) ou com uma Unica aplicacdo
intraperitonial (i.p.) 24h antes da eutandsia. Camundongos controle receberam agua filtrada (controle negativo) ou ciclofosfamida (CP —

controle positivo) na concentragdo de 27 mg/Kg.

Grupo Tratamento Plaquetas VPM P-LCR PDW
(x 10*/uL) (f) (%) (f)
1 Agua destilada p.o. 1219,00 + 56,64 6,93 + 0,10 10,88 + 0,81 6,95+0,11
2 CP (27 mg/Kg, p.o. 978,67 + 93,57 7,10 £ 0,30 11,23 +2,33 7,25+0,24
3 CrylAa 27 mg/Kg, p.o. 1481,50 + 54,69** 6,30 + 0,15* 6,70 + 1,12* 6,68 £ 0,07
4 CrylAa 136 mg/Kg, p.o. 1162,33 + 93,89 6,67 +0,10 8,63 + 1,04* 6,83 +0,05
5 CrylAa 270 mg/Kg, p.o. 1292,00 + 74,24 6,75+ 0,15 11,15 + 1,68 6,53 £0,07*
6 CrylAb 27 mg/Kg, p.o. 1168,00 * 73,22 6,62 + 0,17 9,93+ 1,10 6,63+ 0,10
7 CrylAb 136 mg/Kg, p.o. 1076,00 + 148,54 6,85 + 0,22 10,73 + 1,74 6,75+ 0,16
8 CrylAb 270 mg/Kg, p.o. 1020,5 + 113,38 7,05+ 0,16 12,33+ 1,35 6,87+0,11
9 CrylAc 27 mg/Kg, p.o. 1224,67 + 58,93 6,90 + 0,09 9,63 +0,88 7,03£0,10
10 Cry2Aa 27 mg/Kg, p.o. 1282,33 + 110,10 6,90 + 0,16 10,24 + 0,87 6,92+0,14
11 Cry2Aa 136 mg/Kg, p.o. 1146,83 + 62,99 6,97 + 0,09 11,13 + 0,94 6,90 £ 0,07
12 Cry2Aa 270 mg/Kg, p.o. 1057,50 + 65,31 7,00 £0,10 11,78 £ 0,42 6,80+0,13
P-valores via oral 0,022 0,079 0,107 0,029
13 Agua destilada, i.p. 1137,50 + 95,72 6,58 + 0,05 7,08 + 0,65 7,00£0,10
14 CP 27 mg/Kg, i.p. 1133,00 + 69,15 6,90 + 0,09* 9,67 +0,48 7,05+0,11
15 CrylAa 27 mg/Kg, i.p. 1033,50 + 102,86 6,98 + 0,20 10,53 + 1,53 7,05+0,22
16 CrylAa 136 mg/Kg, i.p. 1102,17 + 139,43 6,87 £ 0,17 9,67 + 1,44 7,03+0,12
17 CrylAa 270 mg/Kg, i.p. 1121,80 + 189,46 7,04 +0,19** 10,76 + 1,44 7,04+0,14
18 CrylAb 27 mg/Kg, i.p. 939,29 + 184,83 7,35 + 0,18** 12,55 + 1,29 7,62+0,12
19 CrylAb 136 mg/Kg, i.p. 934,17 + 121,30 7,32 £ 0,18** 12,32 +1,39 7,713£0,07
20 CrylAb 270 mg/Kg, i.p. 928,00 + 121,72 7,55 + 0,25 13,03 + 1,69 7,80£0,23
21 CrylAc 27 mg/Kg, i.p. 1000,33 + 90,73 7,27 £ 0,14** 11,23+ 0,89 7,57+0,08
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22 Cry2Aa 27 mg/Kg, i.p. 1244,50 = 79,6 7,07 £ 0,13** 10,25 + 0,77 7,28 £ 0,20
23 Cry2Aa 136 mg/Kg, i.p. 1090,33 * 84,66 7,37 £ 0,08** 11,75+ 1,20 7,55 +0,12
24 Cry2Aa 270 mg/Kg, i.p. 1052,33 + 120,83 7,20 + 0,20* 10,85 + 1,40 7,38 £ 0,16
P-valores via i.p. 0,478 0,003 0,066 0,000
Valores-p 0,037 0,000 0,044 0,000

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). VPM= volume plaquetario médio; P-LCR= porcentagem de Plaquetas gigantes (do inglés platelet large
cell ratio) e PDW= amplitude ou variacdo da distribuicdo do tamanho das Plaquetas (do inglés platelet distribuition width). Para PDW, os valores de p foram gerados por
ANOVA, enquanto para as demais variaveis, os valores de p foram gerados pelo teste de Kruskall-Wallis. Os asteriscos indicam diferencas significativas (p<0,05) e

altamente significativas (p<0,01) detectadas pelos testes de Bonferroni (PDW) ou Mann-Whitney (demais variaveis) nas comparagdes com os controles negativos.
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Tabela 4 — Resultados do teste do micronlcleo na medula dssea de camundongos Swiss
albinos tratados com esporos-cristais de Bt CrylAc na concentragdo de 27 mg/Kg e CrylAa,
CrylAb e Cry2Aa nas concentracdes de 27, 136 e 270 mg/Kg, administradas oralmente (per
0s, p.0.) ou com uma Unica aplicacdo intraperitonial (i.p.) 24h antes da eutanasia.
Camundongos controle receberam agua filtrada (controle negativo) ou ciclofosfamida (CP -
controle positivo) na concentracdo de 27 mg/Kg.

Eritrécitos Policromaticos (EPC)

indice de
Grupo Tratamento MN-ENC MN-EPC prig:‘ﬁlrgfao
(YEPC)
1 Agua destilada, p.o. 2,00 + 1,44 2,50 + 1,43 52,61 +1,01
2 CP 27 mg/Kg, p.o. 2,17 +0,48 3,50+ 0,62 45,97 £ 1,21**
3 CrylAa 27 mg/Kg, p.o. 0,33+0,21 2,83+0,48 49,34 + 1,48
4 CrylAa 136 mg/Kg, p.o. 0,50 £0,22 2,33+£0,42 48,62 + 1,41*
) CrylAa 270 mg/Kg, p.o. 1,00 £0,37 3,67 £0,56 52,9+1,57
6 CrylAb 27 mg/Kg, p.o. 1,67 £0,49 4,67 +£0,88 45,92 + 1 54**
7 CrylAb 136 mg/Kg, p.o. 1,50 +0,43 3,33 +0,33 47,78 + 1,28*
8 CrylAb 270 mg/Kg, p.o. 1,00 + 0,37 2,17 +0,95 52,91 + 1,55
9 CrylAc 27 mg/Kg, p.o. 1,33+0,21 1,33+0,21 49,49 +214
10  Cry2Aa (27 mg/Kg, p.o. 1,00 + 0,52 0,83 +0,31 47,06 + 1,25%*
11 Cry2Aa 136 mg/Kg, p.o. 0,50 £ 0,22 2,00 £0,45 47,93 1,89
12 Cry2Aa 270 mg/Kg, p.o. 0,17 £0,17 0,50 +0,22 48,63 + 1,39
P-valores via oral 0,026 0,001 0,013
13 Agua destilada i.p. 0,17 +0,17 2,33+0,42 70,13 + 0,87
14 CP 27 mg/Kg, i.p. 14,33 + 1,99** 26,83 + 2,52** 66,56 + 1,30
15 CrylAa 27 mg/Kg, i.p. 2,17 £ 0,54** 3,33+0,92 41,69 + 4,67**
16 CrylAa 136 mg/Kg, i.p. 3,67 £ 0,96** 517 +1,17* 49,32 £+ 4,69**
17 CrylAa 270 mg/Kg, i.p. 4,20 + 0,66** 7,00 £ 0,84** 39,68 + 3,28**
18  CrylAb 27 mg/Kg, i.p. 3,57 + 0,90** 8,71 + 1,57** 56,63 + 2,49
19 CrylAb 136 mg/Kg, i.p. 6,50 + 3,20** 12,17 £4,13** 51,91 + 2,00**
20 CrylAb 270 mg/Kg, i.p. 6,17 £ 2,68** 9,67 £2,72* 46,28 £+ 2,02**
21 CrylAc 27 mg/Kg, i.p. 2,50 £ 0,56** 5,67 £ 0,56** 51,36 + 1,52**
22 Cry2Aa 27 mg/Kg, i.p. 3,83 £ 0,48** 4,33 +£1,02 42,66 £ 2,53**
23 Cry2Aa 136 mg/Kg, i.p. 4,67 £0,76** 5,50 £ 0,56** 37,39 £ 2,83**
24 Cry2Aa 270 mg/Kg, i.p. 2,33 + 0,42** 5,00 +1,03 34,71 + 2,68**
P-valores via i.p. 0,000 0,000 0,000
Valores-p 0,000 0,000 0,000

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). MN-ENC= microndcleos em eritrécitos
normocromaticos; MN-EPC= micronucleos em eritrocitos policromaticos. Para %EPC, o valor de p foi gerado
por ANOVA, enquanto para as demais variaveis, os valores de p foram gerados pelo teste de Kruskall-Wallis. Os
asteriscos indicam diferencas significativas (p<0,05) e altamente significativas (p<0,01) detectadas pelos testes
de Bonferroni (%EPC) ou Mann-Whitney (demais varidveis) nas comparagdes com os controles negativos.
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5.5 DISCUSSAO

As proteinas Cry possuem um espectro definido de atividade inseticida, sendo cada
uma delas especifica para algumas espécies pertecentes a uma Ordem particular de insetos
(De MAAGD et al., 2001). O mecanismo de acao das Cry depende da afinidade por
receptores especificos nos seus organismos alvos, e, portanto, a auséncia de receptores
conhecidos no intestino de vertebrados e a propria fisiologia do seu sistema digestorio tem
considerado as o-endotoxinas com desconsideravel toxicidade para humanos e demais
mamiferos (BETZ et al., 2000; OECD, 2007). Desta forma, os inseticidas & base de Bt tém
ganhado respaldo, e ha décadas vém sendo utilizados no controle biolégico de pragas
agricolas sem registro de Obito para humanos (OECD, 2007). Entretanto, com a entrada no
mercado agricola das plantas geneticamente modificadas, como milho-Bt, algoddo-Bt, soja-
Bt, arroz-Bt, batata-Bt entre muitos outros, além do uso do préprio Bacillus thuringiensis no
controle biolégico de pragas agricolas (bioinseticida), aumentou muito a biodisponibilidade
das toxinas Bt no ambiente (De MAAGD et al., 1999a). Além da preocupacédo pelo aumento
da biodisponibilidade das toxinas Cry no ambiente com introducéo de plantas transgénicas, 0s
dados obtidos até 0 momento sobre a biosseguranca de organismos nao-alvo séo considerados
insuficientes e questionaveis (BISHOP et al., 1999; SERALINI et al., 2007).
Consequentemente, por questdes de biosseguranca, € necessario avaliar a citotoxicidade e a
genotoxicidade dessas toxinas Bt para 0s organismos ndo-alvo, sob diferentes vias de
administracdo e em diferentes ecossistemas.

De modo geral, para os testes de biosseguranca no manejo de Bt sdo utilizados
modelos animais. Entretanto, séo escassas as literaturas que abordam a biosseguranca das 6-
endotoxinas para organismos nao-alvo. Alguns estudos revelaram que produtos comerciais de
Bt apresentam-se seguros e que a mortalidade observada em testes com camundongos foi
verificada para as doses extremamente altas e dependentes da via de administracdo (BETZ et
al., 2000; SIEGEL, 2001). As vias intranasal e intraperitoneal foram mais agressivas e quando
diminuidas as doses, ndo houve letalidade. Estas observacdes corroboram nossos resultados
iniciais que demonstraram letalidade apenas para a administracéo intraperitoneal. Nesta via, 0
esporo-cristal CrylAc foi mais toxico que os demais, sendo letal para 100% dos individuos na
dose intermediaria. Para os demais esporos-cristais, os efeitos adversos variaram de acordo
com a dose e 0 esporo-cristal em estudo.

A investigacdo do hemograma e do teste do micronucleo em modelos animais tem

sido utilizada por permitirem a avaliacdo de possiveis efeitos citotdxicos e genotoxicos em
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decorréncia da administragdo de um determinado xenobidtico (GRISOLIA et al., 2002;
ZIEMMAN et al., 2010). Em mamiferos ha auséncia de receptores especificos conhecidos nas
celulas intestinais e a fisiologia do proprio sistema digestério ndo permite a ativacéo das o6-
endotoxinas (BETZ et al., 2000; OECD, 2007). Entretanto, os resultados do eritrograma da
via oral indicaram interferéncia na eritropoiese ap6s uma unica administracdo de Cry, com
reducdo significativa particularmente do HCM e do VCM em relacdo ao controle negativo.
Além disto, a contagem normal de plaquetas em camundongos varia de 900-1600 x 10%/uL
(EVERDS, 2007) e, apesar do tratamento com CrylAa 27 mg/Kg nao ter ultrapassado os
valores de referéncia, promoveu reducéo significativa de CHCM e VCM, conjuntamente com
aumento significativo de Plaquetas, reducgéo significativa de VPM e P-LCR. Visto que as
protoxinas ativam-se para a sua forma mais tdxica quando em pH alcalino (De MAAGD et
al., 1999b; BRAVO et al., 2002; PIGOTT; ELLAR, 2007), nossos resultados sugerem a
possibilidade das toxinas ndo terem sido completamente destruidas no estdmago, tendo sua
forma mais toxica ativada pelo pH alcalino intestinal. Também sugerem a possibilidade da
existéncia de receptores desconhecidos no intestino de vertebrados com afinidade por estas
toxinas. Portanto, sua toxicidade ndo é desconsideravel para mamiferos (e provavelmente nem
para humanos), como até agora tem sido relatado (revisado por BETZ et al., 2000 e OECD,
2007). Os resultados do teste do micronucleo da via oral corroboraram os efeitos citotoxicos
de CrylAa 136 mg/Kg, CrylAb 27 e 136 mg/Kg e Cry2Aa 27 mg/Kg, visto que provocaram
inibicdo significativa na proliferagdo celular da medula 6ssea. Um estudo sobre toxicidade e
genotoxicidade das toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A na espécie de peixe Danio
rerio verificou que cada uma delas tem propriedades toxicas e genotoxicas especificas,
sugerindo que uma abordagem mais especifica deve ser levada em conta nas avaliacdes
toxicoldgicas (GRISOLIA et al., 2009).

Em camundongos, a resposta inflamatéria é frequentemente associada tanto com o
aumento de Linfocitos quanto de Neutréfilos. Contudo, pequenas mudancas na quantidade de
Neutrofilos podem ser biologicamente significativas e refletidas na contagem total de
Leucocitos (EVERDS, 2007). Neste contexto, os resultados do leucograma da via oral
indicaram resposta inflamatoria apos tratamento com CrylAb e CrylAc 27 mg/Kg. Visto que
ja foram demonstradas (1) alteraces imunofenotipicas no intestino e em sitios perifericos de
camundongos jovens e idosos apos ingestdo de milho Bt MONB810, que codifica a forma ativa
de CrylAb (FINAMORE et al., 2008), e (2) a administracdo intragastrica de prototoxina
CrylAc induziu secrecdo de anticorpos especificos nas mucosas de camundongos
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(VAZQUEZ-PADRON et al., 1999); nossos resultados também demonstraram atividade
leucogénica para estes esporos-cristais.

O teste do microndcleo € o ensaio in vivo mais utilizado para a deteccdo de agentes
clastogénicos e aneugénicos. O conhecimento do potencial genotdxico de um agente quimico
industrializado ou naturalmente presente no ambiente ¢ uma informacdo essencial para as
agéncias regulatdrias, no que se refere ao estabelecimento de risco para o0 homem (RIBEIRO,
2003). Foi reportado para a espécie de peixe Danio rerio que a proteina CrylAa aumentou
significativamente a frequéncia de micronicleos em Eritrocitos de sangue periférico,
enquanto que as demais ndo apresentaram genotoxicidade (GRISOLIA et al., 2009).
Entretanto, as toxinas Cry avaliadas no presente estudo, apesar de mostrarem-se
hematotoxicas e citotdxicas para a medula 6ssea, ndo apresentaram efeito genotéxico quando
administradas por via oral, indicando assim possiveis diferencas de respostas entre classes
diferentes de vertebrados.

Na via intraperitoneal, possivelmente mais severa em decorréncia das toxinas estarem
mais biodisponiveis do que na administracdo oral, os efeitos citotoxicos e genotoxicos
dependeram do esporo-cristal em estudo e da dose. Quando ocorre depressao na medula 6ssea
provocando queda no indice mitotico (inibicdo), muitas formas de eritrdcitos
normocromaticos que deveriam ser eliminados da medula Gssea para o sangue circulante
permanecem na medula. Caso seu precursor (eritoblasto) tenha sofrido dano cromossémico, é
plausivel, entdo, de se encontrar aumentos na frequéncia de Eritrocitos normocromaticos com
micronlcleo na medula 6ssea (MacGREGOR, 1990). Neste contexto, apesar de nenhuma
alteracdo significativa ter ocorrido no eritrograma, o aumento significativo de MN-ENC apds
0s tratamentos com Cry pode indicar um efeito citotoxico para a linhagem eritrdide. Além
disto, quase todos os tratamentos promoveram aumento significativo de MN-EPC, bem como
reducdo do indice de proliferagdo celular da medula 6ssea, corroborando a sugestdo acima e
indicando genotoxicidade.

Os processos ou substancias que danificam as células-tronco hematopoiéticas ou o
estroma medular de camundongos podem ocasionar diminui¢do na contagem de Leucocitos
(EVERDS, 2007). Neste sentido, a reducdo significativa de Linfocitos observada apos
administracdo intraperitoneal de CrylAa 270 mg/Kg, CrylAb 136 e 270 mg/Kg e Cry2Aa
136 e 270 mg/Kg pode indicar toxicidade seletiva para Linfocitos ou danos as células-tronco
hematopoiéticas. Além disto, as mutacGes ou falhas que diminuem a capacidade dos
Leucécitos de sairem do sangue circulante podem resultar no aumento da contagem de

Leucdcitos na circulacdo periférica (EVERDS, 2007). Portanto, o aumento significativo de
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Neutréfilos+Mondcitos apos o tratamento com CrylAb 270 mg/Kg pode estar mais
relacionado a estes tipos de disfun¢des do que a um processo inflamatdrio.

Teoricamente, todo alimento pode conter alguma proteina com potencial para induzir
uma reacdo alérgica. H4 muitos exemplos, como as castanhas, crustaceos, peixes, 0vos e soja
(GIZZARELLI et al., 2006). As sequéncias de aminoacidos das proteinas Cry ndo tém
similaridades com as das proteinas ja conhecidas por desencadear alergia alimentar em
humanos (OECD, 2007). Atualmente, ha um grande nimero de plantas transgénicas que
produzem alimentos de consumo global. Por outro lado, existem poucos estudos sobre 0s seus
potenciais alergénicos (GIZZARELLI et al., 2006). Portanto, o cuidado ao se liberar estas
plantas ou seus produtos para o consumo humano deve ser exercitado, especialmente porque
foi demonstrado que a exposicdo dos trabalhadores rurais a sprays de Bt resultou na
sensibilizacdo alérgica da pele e na inducdo de anticorpos IgG e IgE (MORENO-FIERROS et
al., 2000). Nossos resultados da via intraperitoneal apontaram aumento significativo de
Eosinofilos apds tratamentos com CrylAa 136 e CrylAb 27 mg/Kg, corroborando a
indicacdo de uma possivel inducdo de processo alérgico, visto que Eosinofilos ocorrem em
baixas concentracdes no sangue periférico de camundongos e seu aumento pode estar
relacionado a processos alérgicos (EVERDS, 2007).

As proteinas Cry sdo moléculas globulares constituidas de trés dominios estruturais
conectados por blocos altamente conservados (De MAAGD et al., 1999b; De MAAGD et al.,
2001). Os trés dominios estdo organizados com alto grau de semelhanca e conferem as toxinas
Cry um modo de agdo semelhante (De MAAGD et al., 2001). Por exemplo, CrylAa, CrylAb
e CrylAc tém mais de 95% de identidade na sequéncia de aminoacidos das suas cadeias
protéicas. O dominio | tem mais de 98% de similaridade, entretanto, nos dominios Il e I11 ha
diferencas importantes que distinguem cada uma entre si. CrylAb e CrylAc compartilham do
mesmo dominio I, enquanto CrylAa tem apenas 69% de semelhanga. Além disto, as regies
envolvidas na interacdo com o receptor sdo diferentes em CrylAa. Por outro lado, o dominio
I11 tem um alto grau de similaridade para as CrylAa e CrylAb, enquanto CrylAc tem apenas
38% de semelhanca com ambas. Assim, os dominios Il e Il parecem influenciar o espectro
toxico e a atividade inseticida de cada CrylA (GOMEZ et al., 2006), corroborando 0s
resultados obtidos no presente estudo nas comparacGes entre toxinas e em relacdo a dose-
efeito. Para esta Gltima analise, os resultados dependeram ndo sO dos esporos cristais
estudados, mas também do tipo de exposicdo. Entretanto, para a maioria dos tratamentos, 0s

efeitos citotoxicos foram proporcionais ao aumento das concentragcbes nas duas vias de
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administracdo, exceto para o teste do micronucleo na via oral, onde os eventos citotdxicos e
genotoxicos ndo se apresentaram associados com o aumento da dose.

Concluindo, os esporos-cristais de Bt apresentaram hematoxicidade, que variou de
acordo com a via de administracdo e o tipo de esporo-cristal estudado. A via i.p. apresentou-
se, como esperado, mais agressiva do que a via oral para a linhagem leucocitaria e para a
medula 0ssea, apresentando também efeitos genotoxicos que ndo foram observados na via
oral. Entretanto, os resultados da via oral indicaram que as toxinas Bt ndo sdo inocuas para
vertebrados e que maiores estudos deveriam ser realizados antes de uma maior
disponibilizagdo de produtos Bt transgénicos no meio ambiente e para 0 consumo animal e

humano. Testes de biossegurancga sdo necessarios para gerenciar riscos eminentes.
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6 CAPITULO II - Avaliacdo da citotoxicidade e genotoxicidade dos esporos-cristais do
Bacillus thuringiensis kurstaki administrados por via oral em doses simples e
combinadas

6.1 INTRODUCAO

O Bacillus thuringiensis (Bt) € um agente de controle microbiano que produz
diversidades de toxinas entomopatogénicas (SCHNEPF et al., 1998; De MAAGD et al.,
2001). Sua principal caracteristica é a sintese de delta-endotoxinas (8-endotoxinas), que séo
inclusdes protéicas cristalinas paraesporais denominadas de proteinas cristal (Cry) - ou
toxinas Cry - e proteinas citoliticas (Cyt) (YAMOTO, 1983; WHITELEY; SCHNEPF, 1986),
com atividade toxica a larvas de insetos e a pequenos invertebrados suscetiveis (PRACA et
al., 2004; FEDERICI, 2005). O Bt tem especificidade por insetos de diversas Ordens
(ZHONG et al., 2000) e as toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa sdo mais efetivas
contra larvas de lepidopteras (PRACA et al., 2004). A clonagem e a modificacdo de genes
cry, codificadores de toxinas Cry, permitem a sua ampla expressdo em plantas-Bt transgénicas
(FISCHHOFF et al., 1987; ESTRUCH et al., 1997; BRAVO et al., 2007).

Plantas-Bt apresentam-se resistentes ao inseto predador e caracterizam-se por
expressar uma ou mais toxinas Cry, simultaneamente (FISCHHOFF et al., 1987; OECD,
2007; BOBROWSKI et al., 2003). As Cry tém sido empregadas no controle de pragas
agricolas ha mais de 50 anos por meio da sua pulverizacdo foliar, em alternativa aos
tradicionais inseticidas quimicos (HOFTE; WHITELEY, 1989). O uso conjugado destas
toxinas fornece bons resultados contra insetos-praga (BOBROWSKI et al., 2003;
GASSMANN et al., 2009), muito embora, sua permanéncia na planta seja afetada por fatores
ambientais, como a chuva e a degradacdo por raios ultravioleta (UV) (De MAAGD et al.,
1999).

Uma das vantagens inerentes ao cultivo de plantas-Bt é a expressdo continua de
toxinas Cry (KLETER et al., 2007) que dispensa, portanto, a pulverizacdo periodica de
bioinseticidas (De MAAGD et al., 1999; PINTO; FIUZA, 2008). Alem disso, a expressao
génica impossibilita um eventual efeito sinérgico que possa ocorrer entre elas e 0s esporos ou,
as demais toxinas provenientes de Bt. Os cultivos de milho-Bt, algoddo-Bt, soja-Bt, dentre
outros, encontram-se em expansdo, favorecendo economicamente paises da Ameérica do
Norte, parte da América Central e do Sul, Europa, India, China e sul da Africa (HUANG, et
al., 2003; KLETER et al., 2007; ARJUNAN e QAIM, 2009).
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A introducdo de plantas-Bt em cultivo extensivo, por outro lado, suscitou uma
apreensdo em nivel mundial associada a questdes de biosseguranca, sobretudo, de organismos
ndo-alvo. Além disso, certas perspectivas estdo para serem avaliadas como o aumento da
biodisponibilidade destas toxinas no ambiente, o potencial de integracdo horizontal e vertical
do transgene e, o desenvolvimento de populacGes de insetos resistentes (OECD, 1986;
O’CALLAGHAN et al., 2004). Esta dltima ja foi observada para os inseticidas sintéticos e,
mais recentemente, para algumas toxinas de Bt, tanto em laboratério quanto em campo
(GASSMANN et al., 2009).

Uma das solucdes para retardar o aparecimento de pragas resistentes é o manejo de
areas de refugios que propicie o escape de individuos suscetiveis (CRUZ, 2002;
GASSMANN et al., 2009). Outra estratégia € a utilizacdo conjugada de toxinas Cry efetivas
para uma mesma espécie-alvo (HOFTE; WHITELEY, 1989). O uso ou a expressio
concomitante de combinacGes binérias de Cry minimiza a chance de, no inseto, dois
receptores enzimaticos sofrerem ao mesmo tempo mutacdes, impedindo a acdo toxica.

Além das combinacdes, 0s avangos na engenharia genética prometem a expressdo de
multiplas toxinas Cry em plantas-Bt para a selecdo mais efetiva de pragas suscetiveis (BETZ
et al.,, 2000). Portanto, estudos em espécies ndo-alvo sdo exigéncias de protocolos
internacionais para se verificar os efeitos adversos destas toxinas, assegurando a
biosseguranca ambiental, humana e dos demais vertebrados (OECD, 2007). Neste trabalho,
abordamos testes de toxicidade e genotoxicidade, bem como hematoldgicos, utilizando
esporos-cristais em doses simples e combinadas, aplicados a camundongos Swiss.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Verificar provaveis efeitos hematotoxicos dos esporos-cristais CrylAa, CrylAb,
CrylAc e Cry2Aa, provenientes de estirpes do Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki

em camundongos Swiss.

71 Avaliar a toxicidade e genotoxicidade desses esporos-cristais, em doses simples e

combinadas, verificando-se dose-efeito.

1 Comparar tempos diferentes de exposicdo, observando-se o potencial téxico e

genotdxico dos esporos-cristais na administracdo via oral.
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6.3 MATERIAL E METODO

6.3.1 Obtencéo das toxinas esporo-cristal

Os esporos-cristais CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa provenientes do B.
thuringiensis subsp. kurstaki sdo oriundos do Banco de Germoplasma da EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuaria) — CENARGEN (Centro Nacional de
Recursos Genéticos e Biotecnologia), Brasilia - DF e, foram processados segundo protocolo
préprio, cedidos sob forma de liofilizados. Em cada esporo-cristal esta presente apenas uma
variedade de proteina Cry.

6.3.2 Camundongos

O projeto de registro UnBDOC n° 32942/2009 (em anexo) foi deferido pelo Comité de
Etica do Uso Animal — CEUA — da Universidade de Brasilia — UnB, Brasil e os testes in vivo
atenderam as exigéncias propostas. Os camundongos selecionados para o estudo sdo da
linhagem ndo-isogénica Swiss e, foram disponibilizados pelos biotérios da Faculdade de
Filosofia Ciéncias e Letras, Universidade de Sdo Paulo - USP, campus Ribeirdo Preto, SP, da
Bioagri Laboratorios Ltda. -BIOAGRI, DF e do Biotério Central da Universidade de Brasilia
- UnB, campus Darci Ribeiro, DF. Até a utilizacdo em experimento, eles foram armazenados
no biotério do Laboratério de Genética e Nanobiotecnologia - UnB, e acondicionados em
caixas contendo maravalha autoclavada, alimentados com rac¢éo ad libitum e &gua filtrada. O
periodo de climatizacdo dos animais foi de pelo menos sete dias e, em cada teste foi utilizado
um namero amostral (N) de seis camundongos com idade aproximada de trés meses, sendo
50% do sexo masculino e 50% do sexo feminino, que receberam numeracdo individual no

decorrer dos experimentos.

6.3.3 Administracdo via oral (p.o.)

Os esporos-cristais Cry foram ressuspensos em agua destilada, temperatura de 37° C,
agitados por 10 minutos e administrados via oral por gavagem. A dose maxima € 10 vezes
maior que a dose minima e a dose media equivale aproximadamente metade da dose maxima.
A dose minima foi baseada na dose de 27 mg/Kg do controle positivo com ciclofosfamida, e
esta, ja € conhecida por causar citotoxicidade e genotoxicidade em camundongos na
concentragéo testada.
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Portanto:
Dose minima = 27 mg/Kg peso;
Dose média = 136 mg/Kg peso;

Dose maxima = 270 mg/Kg peso;

Foram administradas doses simples e combinadas dos quatro esporos-cristais em
diferentes tempos de exposicdo. As doses minima, média e maxima de CrylAa, CrylAb,
CrylAc e Cry2Aa foram testadas em experimento com tempo de exposicdo de 24 horas,
enquanto que para os tempos de 72 horas e sete dias foi empregada apenas a dose maxima de
270 mg/Kg peso. Para cada tempo de exposi¢do foram realizados seus respectivos controles,
controle negativo (C) com &gua, e controle positivo (CP) com ciclofosfamida na dose de
27mg/Kg peso, processados conforme os itens 3.4, 3.5 e 3.6 para o tempo de 24 horas, e nos
tempos de 72 horas e sete dias foram processados conforme o item 3.4.

As combinagbes CrylAa+l1Ab, CrylAa+lAc, CrylAa+2Aa, CrylAb+1Ac,
CrylAb+2Aa, CrylAc+2Aa foram testadas apenas na dose maxima de 270 mg/Kg peso e em
exposicdo de 24 horas. Dos camundongos em exposi¢do de 24 horas foram coletados sangue
circulante e medula éssea (itens 3.4, 3.5 e 3.6). Todavia, na exposicdo de 72 horas e sete dias

coletou-se apenas sangue circulante (item 3.4).

6.3.4 Coleta de sangue periférico

Uma aliquota de 400 uL de sangue periférico foi coletada por puncdo cardiaca,
utilizando-se seringas descartaveis de 1 mL, enxaguadas com EDTA. Cerca de 10 pL de
sangue foi utilizado para a confecgdo de esfregaco sanguineo; o restante foi transferido para
tubos tipo Eppendorf contendo 40 pL de EDTA 20%, para ser processado em um
hematocitbmetro veterindrio automatico, calibrado para camundongos, marca Sysmex pocH-
100iV Diff.

Apos a confeccdo do esfregaco sanguineo, foram deixadas para secar a temperatura
ambiente por 12 horas, fixadas em metanol por 5 minutos e coradas com 300 pL de solugéo
estoque de Wright-Giemsa por 3 minutos e 30 segundos (1,5 g de Wright, 0,17 g de Giemsa,
500 mL de metanol e 15 mL de glicerina). Imediatamente apos, cada ldamina foi totalmente
coberta pela solugdo tampao de fosfato A e B (16,8 g de Na;HPO, e 8,16 g de KH,PO,
diluidos em 1 L de &gua destilada), pH 6,8, na proporcdo de 1:1, por 4 minutos. A seguir,
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foram lavadas em agua corrente e secadas naturalmente. As analises manuais de Leucdcitos
foram realizadas quando necessarias.

Foram analisados 0s seguintes pardmetros do hemograma: Eritrocitos, hemoglobina
(HGB), hematocrito (HCT) e indices hematimétricos (volume corpuscular médio ou VCM,
hemoglobina corpuscular média ou HCM, concentracdo hemoglobinica corpuscular média ou
CHCM, e amplitude ou variacdo da distribuicdo do tamanho dos Eritrocitos ou RDW — do
inglés Red Cell Distribution Width), Leucdcitos totais, Linfocitos, neutréfilos + mondcitos,
Eosinofilos, Plaquetas e indices plaquetarios (volume plaquetario médio ou VPM,;
percentagem de Plaquetas gigantes ou P-LCR e amplitude ou variagdo da distribuicdo do

tamanho das Plaquetas ou PDW — do inglés Platelet Distribution Width).

6.3.5 Obtencao de medula 6ssea femoral

A coleta de medula déssea seguiu protocolo de Schmid (1975) com adaptacBes. Os
fémures foram extraidos com auxilio de material cirdrgico e as suas epifises foram cortadas a
fim de expor o canal medular. A medula 6ssea foi coletada com auxilio de uma agulha
acoplada em seringa descartavel de 1 mL contendo soro fetal bovino — SFB, em temperatura
ambiente. O material foi acondicionado em tubos plasticos de 10 mL e centrifugado a uma
velocidade de 5000 x g. Do sobrenadante, reservou-se uma aliquota de 50 pL que foi
homogeneizada com o precipitado. Deste homogeneizado, cerca de 10 pL foram utilizados
para a confeccdo de laminas de vidro préprias para analises em microscopio de luz.

As laminas confeccionadas secaram em temperatura ambiente por um periodo de 24
horas e, posteriormente, foram fixadas em metanol por cinco minutos. Para a observagdo em
microscopia, elas foram coradas com solugéo estoque de Giemsa (1 g de Giemsa, 54 mL de
glicerol e 4 mL de metanol) na proporcéo de 1 mL para 30 mL de tampdo fosfato pH 6,8 A e
B, 1:1, (16,8 g de Na,HPO, e 8,16 g de KH,PO, diluidos em 1 L de 4gua destilada) por nove

minutos. Foram entdo enxaguadas em agua corrente filtrada e secadas naturalmente.

6.3.6 Teste do Micronucleo

As analises foram feitas em microscopia de luz com aumento de 1000 x, em
microscopio Zeiss Axioskop 2. Para a contagem eritrocitaria foi utilizado um contador
manual. O potencial genotéxico das toxinas Cry foi avaliado pela quantificacdo de
microndcleos (MN) em Eritrocitos policrométicos (EPC) e em Eritrocitos normocromaticos
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(ENC) de um total de 4000 células, sendo 2000 EPC e 2000 ENC. A citotoxicidade das Cry
foi avaliada pela razdo percentual de Eritrécitos policromaticos (%EPC) por normocromaticos
(%ENC), isto é, quando atingidas 2000 células por qualquer uma das duas populagdes,
registrou-se, portanto, o valor da sua correspondente. Este percentual foi calculado a partir da

formula descrita a seguir:

%EPC=[EPC/(EPC+ENC)]x100

6.3.7 Analises Estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas usando o software aplicativo SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) versdo 15.0. Os dados foram expressos como média + EPM
(erro padrdo da média) e valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
As variaveis continuas foram testadas para distribuicdo normal com o teste de Shapiro-Wilk.
Possiveis diferencas entre os grupos analisados foram investigadas pelo teste de Kruskal-
Wallis, visto que os dados ndo se apresentaram normalmente distribuidos. Para os resultados
significativos, foi usado o teste de Mann-Whitney para verificar diferencas entre o0s
tratamentos (comparacdes 2 a 2).

Os Valores-p com significado estatistico (p<0,05) sé foram considerados quando
tambem assumiram sentido bioldgico e, para tanto, atenderam aos seguintes critérios:

e C comparado com todos 0s grupos.

e CP comparado com os tratamentos dos respectivos tempos de exposicdo ou entre CP
de tempos de exposigéo diferentes.

e Quando eram os tratamentos com as mesmas toxinas comparadas entre si no mesmo
tempo de exposi¢do, porém, em doses diferentes. Ou entdo na dose de 270 mg/Kg,
mas em tempos diferentes (24 h, 72 h, 7 dias).

e Quando eram tratamentos com toxinas simples e distintas comparadas na mesma dose
e mesmo tempo de exposicao. Ou entdo na dose de 270 mg/Kg, nos tempos de 24, 72
he 7 dias.

e Entre tratamentos com combinacdes e doses simples - desde que esta tivesse aparecido
na combinacgdo — na dose de 270 mg/Kg, no tempo de 24 h.

e Os tratamentos com as combinages comparados entre si.
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6.4 RESULTADOS

6.4.1 Eritrograma

6.4.1.1 Tempo de 24 horas

6.4.1.1.1 Avaliagéo nas doses simples

Os tratamentos com CrylAb 136 mg/Kg e Cry2Aa 27 mg/Kg (p= 0,006 para ambos),
e CrylAc 270 mg/Kg (p= 0,011) promoveram reducao significativa nos valores de HCM em
relacdo ao controle negativo, ocorrendo 0 mesmo em relagdo ao controle positivo (p= 0,004
para CrylAb 136 mg/Kg e Cry2Aa 27 mg/Kg; p= 0,009 para CrylAc 270 mg/Kg). O
tratamento com CrylAa a 27 mg/Kg (p= 0,034) promoveu aumento significativo no valor de
CHCM em relacéo ao controle negativo, mas ndo foi verificada diferencas significativas para
CHCM em relacdo ao controle positivo (Tabela 1).

Todos os tratamentos com 0s esporos-cristais promoveram reducdes significativas nos
valores de VCM em relacdo ao controle negativo (p= 0,004 para CrylAa 27 mg/Kg; p= 0,003
para CrylAc 27 mg/Kg; p= 0,000 para os demais tratamentos). Efeito semelhante foi
observado em relagdo ao controle positivo para todos os tratamentos com Cry (p= 0,015 para
CrylAa 27 mg/Kg; p= 0,012 para CrylAc 27 mg/Kg; p= 0,000 para os demais tratamentos).

Em relacdo ao controle negativo, reducdo significativa da anisocitose (avaliada por
RDW) foi observada para a maioria dos tratamentos com Cry, com excecdo de CrylAc 27 e
270 mg/Kg (p= 0,041 para CrylAb e CrylAc a 136 mg/Kg; p= 0,002 para os restantes dos
tratamentos). Os tratamentos com CrylAa a 27 (p= 0,041) e a 136 mg/Kg (p= 0,015) também
promoveram reducdo significativa no percentual de RDW em comparagdo ao controle
positivo. Quanto a dose-efeito, tais valores foram significativamente maiores para CrylAa na
dose de 270 mg/Kg em relacdo a dose de 136 mg/Kg (p= 0,004). Entre toxinas, o tratamento
com CrylAc na dose de 27 mg/Kg ocasionou aumento significativo de RDW em relagdo aos
tratamentos com CrylAa e CrylAb (p= 0,009 para ambos), e Cry2Aa (p= 0,026). Na dose de
136 mg/Kg tais aumentos foram observados para CrylAb (p= 0,009), CrylAc (p= 0,005) e
Cry2Aa (p=0,014) emrelacéo a CrylAa.
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6.4.1.1.2 Avaliagdo nas doses combinadas

Os tratamentos com as combinacdes CrylAb+2Aa (p= 0,004) e CrylAc+2Aa (p=
0,000) ocasionaram reducgdes significativas nos valores de HCM quando comparadas aos
valores dos controles negativo e positivo (p= 0,003 para CrylAb+2Aa; p= 0,000 para
CrylAc+2Aa) (Tabela 1).

Todas as combinagGes promoveram redugdes significativas nos valores de VCM em
relacdo aos controles negativo e positivo (p= 0,000 para todos os tratamentos em relagéo aos
dois controles). Resultados semelhantes foram também observados para RDW em relagdo ao
controle negativo (p= 0,009 para CrylAc+2Aa, p= 0,002 para o restante dos tratamentos) e
em relagéo controle positivo para os tratamentos CrylAa+1Ab e CrylAa+2Aa (p= 0,026 para
ambos), e CrylAa+1Ac (p= 0,026).

Entre combinacbes, os valores de RDW apresentaram-se significativamente
aumentados para o tratamento com CrylAc+2Aa em comparacdo aos tratamentos com
CrylAa+1Ab e CrylAa+1Ac (p= 0,041).

6.4.1.1.3 Avaliacdo entre doses simples e combinadas

O tratamento com CrylAa promoveu aumento significativo no indice RDW em
relacdo a combinagdo CrylAa+1Ab (p=0,041) (Tabela 1).

6.4.1.2 Tempo de 72 horas

Em relacdo ao controle negativo, foram verificadas diferencas significativas para
HCM, VCM e RDW. O tratamento CrylAc reduziu significativamente o valor de HCM
quando comparado ao controle negativo (p= 0,040). No entanto, para VCM, o controle
positivo (p= 0,026) e os tratamentos com CrylAb, CrylAc e Cry2Aa promoveram reducdes
significativas nos valores (p= 0,002 para estes trés altimos tratamentos), também observadas
em RDW (p= 0,002 para CP, CrylAb e Cry2Aa, p= 0,041 para CrylAc). J& em relacdo ao
controle positivo, os percentuais de RDW tiveram aumentos significativos ocasionadas pelos
tratamentos com CrylAc (p= 0,004) e Cry2Aa (p= 0,009) (Tabela 1).

Entre toxinas, o niamero de Eritrdcitos foi significativamente maior apds tratamentos
com Cry2Aa (p= 0,030) em relacdo a CrylAa. Efeitos semelhantes em HGB (p= 0,041) e
HCT (p= 0,015) foram promovidos pelo tratamento com Cry2Aa também em relacdo ao
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tratamento com CrylAa. Entretanto, o tratamento com CrylAa promoveu aumento
significativo nos valores de VCM quando comparado aos tratamentos Cry2Aa (p= 0,009) e
CrylAc (p=0,026).

6.4.1.3 Tempo de 7 dias

Em relacdo ao controle negativo, o tratamento CrylAb promoveu reducao
significativa de HGB (p= 0,009) e HCT (p= 0,002). Da mesma forma, 0s tratamentos com as
Cry ocasionaram diminuicdes significativas de HCM (p= 0,006 para CrylAb; p= 0,016 para
CrylAc; p= 0,011 para Cry2Aa), tal como de VCM, inclusive o controle positivo, que
também diminuiu significativamente os valores para tal varidvel (p= 0,002 para CrylAa; p=
0,001 para CrylAb; p= 0,000 para CrylAc; p= 0,003 para Cry2Aa e p= 0,011 para CP). Além
disso, o controle positivo e os tratamentos com as Cry, com excec¢do de CrylAb, promoveram
queda significativa nos valores de RDW (p= 0,041 para CP e CrylAa; p= 0,004 para CrylAc
e Cry2Aa). Entretanto, nenhuma diferenca significativa foi observada em relacdo ao controle
positivo (Tabelal).

Os tratamentos CrylAc (p= 0,003) e Cry2Aa (p= 0,009) promoveram aumentos
significativos de Eritrocitos em relacdo ao tratamento com CrylAb. Tais tratamentos também
causaram elevac0es significativas de HGB (p= 0,009 para CrylAc e p= 0,015 para Cry2Aa) e
HCT (p=0,009) quando comparados ao tratamento CrylAb.

6.4.1.4 Entre o tempo de 24 h e 72 horas

Para o controle positivo, os indices VCM (p= 0,041) e RDW (p= 0,026) foram
significativamente maiores no tempo de 24 horas. Em relagéo aos tratamentos, no tempo de
72 horas o tratamento CrylAa promoveu reducdes significativas nos valores de valores
Eritrocitos (p= 0,012), HGB (p= 0,041) e de HCT (p= 0,015) em relacdo aos seus
correspondentes no tempo de 24 horas. O tratamento com CrylAb também promoveu
diminuicéo significativa de HGB (p= 0,026) no tempo de 72 horas (p= 0,041) (Tabela 1).
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6.4.1.5 Entre o tempo de 24 h e 7 dias

Os valores de VCM (p= 0,004) no controle positivo foram significativamente maiores
apos a exposicao de 24 horas em relacdo ao tempo de 7 dias. Para os tratamentos, no tempo de
7 dias CrylAa promoveu reducdo significativa nos HGB (p= 0,009) e HCT (p= 0,004),
enquanto que para RDW (p= 0,015) aumentou significativamente os valores, quando
comparados aos seus respectivos tratamentos no tempo de 24 horas. Do mesmo modo, 0
tratamento com CrylAb no tempo de 7 dias promoveu reducéo significativa de Eritrécitos (p=
0,002), HGB (p=0,004) e HCT (p=0,015) em relacdo a exposicao de 24 horas (Tabela 1).

6.4.1.6 Entre o tempo de 72 h e 7 dias

Na exposicdo de 7dias os valores de HGB (p= 0,041) e HCT (p= 0,015) foram
significativamente maiores em relacdo ao tempo de 72 horas, promovidos pelo tratamento
CrylAb (Tabela 1).

6.4.2 Leucograma
6.4.2.1 Tempo de 24 horas

6.4.2.1.1 Avaliacdo nas doses simples

A Unica diferenca significativa que ocorreu em comparacdo ao controle negativo foi a
aumento significativo de Linfocitos apos tratamento com CrylAb a 27 mg/Kg (p= 0,041).
Relagdo de dose-efeito foi observada para os tratamentos com CrylAb, com aumento
significativo de Leucdcitos totais e Linfocitos na dose de 27 mg/Kg em relacdo as doses de
136 (p= 0,015 para Leucdcitos totais; p= 0,002 para Linfécitos) e 270 mg/Kg (p= 0,026 para
Leucécitos totais; p= 0,015 para Linfocitos). Também foram observadas diferencas
significativas para Neutrofilos+Mondcitos apds tratamento com CrylAb, onde a dose de 136
mg/Kg apresentou valores significativamente aumentados destas células em relacéo a dose de
270 mg/Kg (p=0,009). Entre toxinas, na dose de 27 mg/Kg, o tratamento com Cry2Ab reduziu
significativamente Linfocitos quando comparado aos tratamentos com CrylAa (p= 0,041),
CrylAb (p= 0,002) e CrylAc (0,015). Ja na dose de 136 mg/Kg, o tratamento com CrylAb
promoveu reducdo de Linfocitos em relacdo a CrylAa (p=0,026) (Tabela 2).
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6.4.2.1.2 Avaliagdo nas doses combinadas

N&o ocorreram diferencas significativas para o Leucograma.

6.4.2.1.3 Avaliacdo entre doses simples e combinadas

Nenhuma diferenca significativa entre doses simples e combinadas foi observada para
Leucdcitos totais, Linfocitos e Eosindfilos. Contudo, Neutrdfilos+Monocitos apresentaram
aumento significativo apds os tratamentos com as combinagdes CrylAa+1Ab (p= 0,002) e
CrylAb+1Ac (p= 0,026) em relagdo ao tratamento com CrylAb (Tabela 2).

6.4.2.2 Tempo de 72 horas

Em relacdo ao controle negativo, o tratamento com CrylAa provocou aumento
significativo de Neutréfilos+Mondcitos (p= 0,003). O mesmo ocorrendo em relacdo ao
controle positivo, cujos valores de Leucécitos totais e Mondcitos+Neutrofilos foram
significativamente aumentados apés tratamentos com CrylAa. O tratamento com CrylAa
também ocasionou aumentos significativos nos valores de Leucdcitos totais em relacdo aos
tratamentos com CrylAb (p= 0,015) e CrylAc (p= 0,009), bem como de
Neutrofilos+Monocitos, em relagdo aos tratamentos com CrylAb (p= 0,016), CrylAc (p=
0,004) e Cry2Aa (p= 0,002) (Tabela 2).

6.4.2.3 Tempo de 7 dias

Em comparagédo ao controle negativo, o controle positivo (p= 0,026) e os tratamentos
com CrylAc e Cry2Aa (p= 0,041 para ambos) promoveram aumento significativo de
Leucdcitos totais. Tal resultado foi relacionado ao aumento de Neutrofilos+Mondcitos (p=
0,004 para controle positivo; p= 0,026 para CrylAc e Cry2Aa). O tratamento com CrylAb
(p= 0,002) provocou reducado significativa nos valores de Linfocitos, enquanto que Cry2Aa
(p= 0,026) promoveu aumento significativo nos valores. No entanto, ambos os tratamentos
CrylAa (p= 0,041) e CrylAb (p= 0,026) ocasionaram aumento significativo de Eosinéfilos
(Tabela 2).

O tratamento com CrylAa também ocasionou aumento significativo de Eosinéfilos
quando comparado ao controle positivo (p= 0,041) e ao tratamento com Cry2Aa (p= 0,009).

Em relacdo ao controle positivo, o tratamento com CrylAb promoveu reducdo significativa de
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Leucdcitos totais (p= 0,009) associada a diminuicdo significativa de Linfocitos (p= 0,002).
Leucdcitos totais e Linfocitos também foram significativamente reduzidos apds tratamentos
com CrylAb em relacdo aos tratamentos CrylAc e Cry2Aa (p= 0,009 e p= 0,015 para
CrylAc; p= 0,041 e p= 0,002 para Cry2Aa - em relacdo a Leucdcitos totais e Linfocitos,
respectivamente). Entretanto, do mesmo modo que o tratamento com CrylAa, CrylAb gerou

aumento significativo de Eosinofilos em relagdo ao tratamento com Cry2Aa (p= 0,015).

6.4.2.4 Entre o tempo de 24 h e 72 horas

Foram verificadas diferencas significativas somente para Neutréfilos+Mondcitos apds
o tratamento com CrylAa, 0s quais se apresentaram significativamente mais elevados no
tempo de 72 horas (p= 0,015) (Tabela 2).

6.4.2.5 Entre o tempo de 24 h e 7 dias

Em relacdo ao controle positivo, no tempo de 24 horas os valores de
Neutrofilos+Mondcitos foram significativamente maiores quando comparado no tempo de 7
dias (p= 0,041). Para os tratamentos, no tempo de 24 horas os valores de Linfocitos foram
significativamente maiores para CrylAb (p= 0,002), e significativamente menores para
tratamento com Cry2Aa (p= 0,015) em relacéo aos seus correspondentes no tempo de 7 dias.
Aumentos significativos de Eosinéfilos também foram promovidos pelo tratamento CrylAa
(p=0,041) no tempo de 7 dias (Tabela 2).

6.4.2.6 Entre o tempo de 72 h e 7 dias

Os valores de Leucécitos totais (p= 0,009), Linfécitos (p= 0,015) e
Neutrofilos+Mondcitos (p= 0,015) tiveram reducdes significativas promovidas pelo
tratamento com ciclofosfamida (controle positivo) no tempo de 72 horas em relacdo ao de 7
dias. O nimero de Leucocitos totais foi significativamente reduzido apds tratamento com
CrylAc (p= 0,002) no tempo de 72 horas, enquanto o tratamento CrylAb (p= 0,004)
promoveu aumento significativo de Linfécitos nesse tempo. O tratamento Cry2Aa promoveu
aumentos significativos nos valores de Neutréfilos+Mondcitos apos tratamento no tempo de 7

dias (p= 0,026) em relacéo ao seu correspondente no tempo de 72 horas (Tabela 2).



85

6.4.3 Plaguetograma

6.4.3.1 Tempo de 24 horas

6.4.3.1.1 Avaliacao nas doses simples

Em relacdo ao controle negativo, o controle positivo promoveu redugdes significativas
de Plaquetas (p= 0,026), enquanto o tratamento CrylAa a 27 mg/Kg (p= 0,009) ocasionou
aumento significativo de PLT. Por outro lado, o tratamento com CrylAa 27 mg/Kg (p=
0,015) provocou diminuicdo significativa nos valores de VPM, enquanto o tratamento
CrylAc 136 mg/Kg (p= 0,019) promoveu aumento significativo nos valores. De forma
semelhante, para P-LCR os tratamentos com CrylAa a 27 (p= 0,026) e 136 mg/Kg (p= 0,041)
ocasionaram reducéo significativa nos valores, entretanto, o tratamento com CrylAc a 136
mg/Kg (p= 0,038) provocou aumento significativo para tal variavel. Os valores de PDW
foram significativamente menores apos tratamento com Cry2Aa na dose de 270 mg/Kg (p=
0,026) (Tabela 3).

Em comparacdo com controle positivo, na dose de 27 mg/Kg os tratamentos com
CrylAa (p= 0,002), CrylAc e Cry2Aa (p= 0,041 para ambos) promoveram aumentos
significativos de Plaquetas, também observado na dose de 270 mg/Kg para CrylAa (p=
0,041). Para VPM, somente o tratamento CrylAa 27 mg/Kg (p= 0,041) provocou reducéao
significativa nos valores. Ja para PDW, houve redugdo significativa nos valores apds
tratamentos com CrylAa 27 e 270 mg/Kg (p= 0,041 para ambos), CrylAb a 27 mg/Kg (p=
0,026) e CrylAc (p=0,038) 270 mg/Kg .

Quanto a relacdo de dose-efeito, o tratamento com CrylAa na dose 136 mg/Kg
promoveu reducdo significativa de Plaquetas quando comparado ao da dose de 27 mg/Kg (p=
0,015), e reducéo significativa de PDW em relacdo ao tratamento na dose de 270 mg/Kg (p=
0,009). Foram verificados aumentos significativos nos valores de VPM, P-LCR e PDW
promovidos pelo tratamento com CrylAc na dose de 136 mg/Kg em relacdo as doses 27
mg/Kg e 270 mg/Kg (a 27 mg/Kg p= 0,010 para VPM e P-LCR e; a 270 mg/Kg p= 0,029 para
VPM e P-LCR). O tratamento com CrylAc na dose de 136 mg/Kg também promoveu
aumento significativo de PDW em relagdo a dose de 270 mg/Kg (p= 0,038). Entre toxinas, na
dose de 27 mg/Kg, o niamero de Plaquetas foi significativamente maior apds tratamentos com
CrylAa quando comparado a CrylAb (p= 0,015), CrylAc (p= 0,009). Na de dose 270
mg/Kg, os valores de Plaquetas também foram significativamente maiores ap0s tratamento
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com 1Aa em comparacdo a Cry2Aa (p= 0,041). Para VPM, na dose de 27 mg/Kg o tratamento
com CrylAa ocasionou reducdo significativa nos valores em relacdo ao tratamento com
CrylAc (p= 0,026). O tratamento com CrylAa também promoveu reducdo significativa de
VPM em relacdo aos tratamentos com CrylAc (p= 0,010) e Cry2Aa (0,026), na dose 136
mg/Kg. Nesta mesma dose, o tratamento CrylAc provocou aumento significativo de VPM em
relacio a Cry2Aa (p= 0,010). Semelhantemente, o percentual de P-LCR teve aumento
significativo apds administracdo de CrylAc em relacdo aos tratamentos com CrylAa e
Cry2Aa (p= 0,010 para CrylAa e p= 0,019 para Cry2Aa). O tratamento com CrylAc também
promoveu aumento significativo nos valores de PDW em relacdo a CrylAa e CrylAb na dose
de 27 mg/Kg (p= 0,026 para ambos), e a CrylAa na dose de 136 mg/Kg (p= 0,038). J& na
dose de 270 mg/Kg o tratamento com CrylAb promoveu aumento significativo de PDW em
relacdo a CrylAa (p= 0,041).

6.4.3.1.2 Avaliacéo nas doses combinadas

Em relacdo ao controle negativo, o tratamento com a combinacdo CrylAa+2Aa (p=
0,002) promoveu reducdo significativa de Plaquetas, tal como o tratamento CrylAb+2Aa (p=
0,024) ocasionou diminuicéo significativa nos valores de VPM. A combinacdo CrylAb+1Ac
também causou reducdo significativa nos valores de PDW tanto em relacdo ao controle
negativo (p=0,030) quanto ao controle positivo (p= 0,017). Em relacdo ao controle positivo, 0
tratamento com CrylAb+2Aa (p= 0,024) também provocou diminuicdo significativa nos
valores de PDW (Tabela 3).

Entre combinagdes, CrylAa+2Aa promoveu diminuicdo significativa de Plaquetas em
relacdo a combinacdo CrylAb+1Ac (p= 0,015). Ja para VPM e RDW (p= 0,036 para ambos),
o tratamento CrylAa+2Aa promoveu aumento significativo para tais variaveis quando

comparada a combinacdo CrylAb+2Aa).

6.4.3.1.3 Auvaliacdo entre doses simples e combinadas

A combinacdo CrylAa+2Aa promoveu queda significativa de Plaquetas em relagédo ao
tratamento em dose simples com CrylAa (p= 0,009), ao contrario dos valores de PDW, em
esta combinagdo ocasionou aumento significativo nos valores em relagdo a CrylAa (p=
0,009). O mesmo sendo observado para as combinagdes CrylAa+1Ab e CrylAa+1Ac (p=
0,015 para ambos), cujos valores de PDW foram significativamente aumentados quando
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comparados ao tratamento com CrylAa. Para VPM, o tratamento com CrylAb provocou
aumento significativo nos valores em relagdo a combinagdo CrylAb+2Aa (p= 0,024). De
forma semelhante, os tratamentos em doses simples com CrylAb (p= 0,048) e Cry2Aa (p=
0,024) promoveram aumento significativo de P-LCR em rela¢do a combinacdo CrylAb+2Aa
(Tabela 3).

6.4.3.2 Tempo de 72 horas

Em relacdo ao controle negativo, o tratamento CrylAa ocasionou diminuicfes
significativas de VPM (p= 0,026) e P-LCR (p= 0,002). Quanto a relacdo de dose-efeito, o
tratamento com CrylAa promoveu reducédo significativa de P-LCR quando comparado aos
tratamentos com CrylAb e CrylAc (p= 0,010), e Cry2Aa (p= 0,017) (Tabela 3).

6.4.3.3 Tempo de 7 dias

O controle positivo (p= 0,041) ocasionou diminuicdo significativa de P-LCR,
enquanto o tratamento com CrylAb (p= 0,048) promoveu aumento significativo nos valores,
ambos comparados ao controle negativo. Semelhantemente em relacdo ao controle positivo o
tratamento CrylAb também provocou aumento significativo de P-LCR. Redugdes
significativas nos valores de Plaquetas também foram verificadas apds tratamento com
CrylAb em relacgdo aos tratamentos com CrylAc (p= 0,001) e Cry2Aa (p= 0,003). Para VPM,
aumento significativo foi promovido pelo tratamento CrylAb em relacdo a CrylAc (p=
0,036) (Tabela 3).

6.4.3.5 Entre o tempo de 24 h e 72 horas

Né&o foram verificadas diferencas significativas para Plaguetograma entre estes tempos

de exposicdo.
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6.4.3.5 Entre o tempo de 24 h e 7 dias

Tanto para o tratamento com CrylAa quanto para CrylAb (p= 0,041para ambos) no
tempo de 7 dias os valores de Plaquetas apresentaram-se significativamente menores em

relacdo aos seus correspondentes no tempo de 24 horas (Tabela 3).

6.4.3.6 Entre o tempo de 72 h e 7 dias

O tratamento CrylAb promoveu reducdo significativa de Plaquetas no tempo de 7 dias
em relacdo ao tempo de 72 horas (p= 0,041). Ja os valores de VPM e P-LCR (p= 0,009 para
ambos) foram significativamente maiores apos tratamento com CrylAa no tempo de 7 dias
(Tabela 3).

6.4.4 Teste do Microndcleo

6.4.4.1 Tempo de 24 horas

6.4.4.1.1 Avaliacdo nas doses simples

Em relacdo ao controle negativo, nenhuma diferenga significativa foi observada para
MN-ENC e MN-EPC. No entanto, o controle positivo (p= 0,004) e os tratamentos com
CrylAa a 136 mg/Kg (p=0,041), CrylAb nas doses de 27 (p= 0,009) e 136 mg/Kg (p= 0,026),
CrylAc a 136 mg/Kg e Cry2Aa a 27 mg/Kg (p= 0,009 para ambos) promoveram reducdes
significativas no indice de proliferacdo celular (%EPC) (Tabela 4).

Em relacdo ao controle positivo, reducdes significativas de MN-ENC foram
provocadas pelos tratamentos CrylAa a 27 (p= 0,009) e 136 mg/Kg (p= 0,015) e Cry2Aa a
136 (p=0,015) e 270 mg/Kg (p= 0,004). Os tratamentos Cry2Aa a 27 (p= 0,004) e 270 mg/Kg
(p= 0,002) também promoveram diminuic¢oes significativas de MN-EPC. Enquanto que 0s
tratamentos com CrylAa (p= 0,015) e CrylAb (p= 0,009) na dose de 270 mg/Kg provocaram
aumentos significativos na frequéncia de EPC, demonstrandoa eficiéncia da ciclofosfamida
sobre a medula ¢ssea de camundongos.

Quanto a relacdo de dose-efeito, foram observadas diferencas significativas para as
variaveis MN-EPC e %EPC. Os valores de MN-EPC diminuiram significativamente apds
tratamento com Cry2Aa a 270 mg/Kg em relacdo a dose de 136 mg/Kg (p= 0,015). Aumento



89

significativo de %EPC foi promovido pelo tratamento CrylAb a 270 mg/Kg quando
comparado as doses de 27 e 136 mg/Kg (p= 0,026 para ambos). Entre toxinas, na dose de 27
mg/Kg o tratamento com CrylAc aumentou significativamente os valores de MN-ENC em
relacdo ao tratamento com CrylAa (p= 0,026), enquanto que para MN-EPC, CrylAc
provocou aumento significativo nos valores em relacdo a Cry2Aa (p= 0,004). Da mesma
forma, os tratamentos com CrylAa (p= 0,004) e CrylAb (p= 0,002) promoveram aumento
significativo de MN-EPC quando comparados a Cry2Aa. Na dose de 136 mg/Kg o tratamento
com CrylAc promoveu aumento significativo de MN-ENC e MN-EPC quando comparado
aos tratamentos com CrylAa (p= 0,026 para MN-ENC e p= 0,015 para MN-EPC) e Cry2Aa
(p= 0,026 MN-ENC e p= 0,009 para MN-EPC). Na dose de 270 mg/Kg, apds tratamento com
CrylAc os valores de MN-ENC (p= 0,004) e de MN-EPC (p= 0,002) foram
significativamente aumentados em relagdo ao tratamento com Cry2Aa. O tratamento com

CrylAa também aumentou MN-EPC quando comparado a Cry2Aa (p= 0,002).

6.4.4.1.2 Avaliacdo nas doses combinadas

Em relacdo ao controle negativo, as combinacGes CrylAa+2Aa, CrylAb+2Aa,
CrylAc+2Aa (p= 0,026 para os trés tratamentos) promoveram reducdes significativas no
%EPC. Quando comparado ao controle positivo, quase todos os tratamentos, com excegédo da
combinagdo CrylAb+2Aa, provocaram diminuigdo significativa nos valores de MN-ENC (p=
0,026 para CrylAa+1Ab e CrylAc+2Aa; p= 0,009 CrylAa+1Ac; p= 0,004 CrylAa+2Aa;
p= 0,026 para CrylAc+2Aa. De forma semelhante, com excecdo das combinacGes
CrylAa+1Ab, CrylAb+2Aa e CrylAc+2Aa, tais tratamentos também ocasionaram reducdes
significativas nos valores de MN-EPC (p= 0,004 para CrylAa+1Ac e CrylAa+2Aa, e p=
0,026 para CrylAb+1Ac). Entretanto, a combinacdo CrylAb+1Ac (p= 0,009) promoveu
aumento significativo no indice de proliferacdo celular (%EPC) (Tabela 4).

Entre toxinas, a combinacdo CrylAb+2Aa causou aumento significativo nos valores
de MN-EPC guando comparada aos tratamentos CrylAa+1Ac e CrylAa+2Aa (p= 0,015 para
ambos). O tratamento com CrylAb+1Ac promoveu diminuicédo significativa na frequencia de

EPC em relacdo a combinagdo CrylAc+2Aa (p= 0,041).
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6.4.4.1.3 Avaliacdo entre doses simples e combinadas

O tratamento CrylAc promoveu aumento significativo nos valores de MN-ENC
quando comparado as combinagdes CrylAa+1Ac (p= 0,009), CrylAb+1Ac e CrylAc+2Aa
(p= 0,015 para ambos). O mesmo foi observado para MN-EPC, cujos valores foram
significativamente maiores ap0s tratamento com CrylAc em relacdo a esses tratamentos (p=
0,002 para CrylAa+1Ac; p= 0,015 para CrylAb+1Ac e p= 0,026 para CrylAc+2Aa). O
tratamento com CrylAa também ocasionou aumento significativo de MN-EPC em
comparagdo as combinagcfes CrylAa+1Ac e CrylAa+2Aa (p= 0,002 ambos). Por outro lado,
o tratamento com Cry2Aa promoveu diminuicdo significativa de MN-EPC em relacdo as
combinagdes CrylAb+2Aa (p= 0,004) e CrylAc+2Aa (p= 0,026). Para %EPC o tratamento
com CrylAa provocou aumento significativo no valor de tal varidvel em relacdo a
combinagdo CrylAa+1Ab (p=0,041) (Tabela 4).
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Tabela 1 — Resultados do eritrograma de camundongos Swiss albinos tratados com esporos-cristais de Bt CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa
na concentracao de 27 e 136 mg/Kg administrados oralmente (per os, p.0.) com uma Unica administracdo no tempo 24 h antes do sacrificio, e na
concentracdo de 270 mg/Kg em exposicao de 24 h, 72 h ou 7 dias antes do sacrificio. Camundongos controle receberam agua destilada (controle
negativo) ou ciclofosfamida (CP — controle positivo) na concentracdo de 27 mg/Kg.

Eritrécitos HGB HCT HCM CHCM VCM RDW
G  Tratamento 6
(x 10°/uL) (g/dL) (%) (pg) (g/dL) (fL) (%)
1 Agua Filtrada 7,53+0,28 11,90+ 0,44 30,38+ 1,02 15,83 + 0,09 39,12+ 0,41 40,40 £ 0,40 17,83+0,41
o CP 27 mg/Kg, 24 7,60+0,12 12,05 + 0,26 30,57 + 0,66 15,85+ 0,16 39,45+ 0,75 40,22 £ 0,46 16,80 = 0,60
h
3 CrylAa 27 mg/Kg, 8,25+0,13 12,78 £0,21 30,90 + 0,36 15,50+ 0,25 41,36 + 0,38* 37,50 + 0,43** 14,94 + 0,54**
24 h
4 CrylAa 136 7,92+0,14 12,19+0,31 29,84+ 0,68 15,37 +£0,19 40,81 +0,32 37,64 £ 0,28** 14,16 + 0,38**
mg/Kg, 24 h
5 CrylAa 270 8,35+0,20 12,40+ 0,29 31,08+0,71 14,85+ 0,16 39,88 +0,34 37,22 £ 0,12** 15,38 + 0,21**
mg/Kg, 24 h
6 CrylAb 27 mg/Kg, 8,17+ 0,22 12,55+ 0,42 31,13+0,89 15,35+ 0,22 40,30+ 0,38 38,12+ 0,21** 15,35+ 0,31*
24 h
7 CrylAb 136 7,69+ 0,09 11,23+0,25 28,55+ 0,62 14,62 + 0,21** 39,35+ 0,26 37,12 + 0,42** 16,65 + 0,56**
mg/Kg, 24 h
g CrylAb 270 8,19+0,16 12,63+ 0,20 30,77+0,53 15,45+ 0,18 41,07+0,33 37,60+ 0,17** 15,70 + 0,36**
mg/Kg, 24 h
g CrylAc 27 mg/Kg, 7,98+0,12 12,25+ 0,24 30,42 + 0,56 15,33+ 0,20 40,28 + 0,56 38,08 + 0,22** 16,93+ 0,36
24 h
10 CrylAc 136 8,11+0,32 12,12 +0,40 29,92+1,02 14,98 + 0,22 40,53 £ 0,47 36,93 + 0,23** 16,18 + 0,67*
mg/Kg, 24 h
11 CrylAc 270 8,17 +0,35 11,98 +0,39 29,68 + 1,07 14,67 £ 0,21* 40,42 +£0,32 36,37 £ 0,35** 16,17 £ 0,67
mg/Kg, 24 h
12 Cry2Aa 27 mg/Kg, 8,24 +0,18 12,02 +0,15 29,95+ 0,53 14,62 + 0,22** 40,15+ 0,35 36,40 + 0,36** 15,02 + 0,52**
24 h
13 Cry2Aa 136 7,86 +0,23 11,68 £0,33 29,05+ 0,77 14,87 £ 0,10 40,22 £ 0,18 36,97 £ 0,31** 15,47 + 0,30**
mg/Kg, 24 h
14 Cry2Aa 270 7,75+0,27 11,82 +£0,37 28,97 +0,89 15,27 £ 0,17 40,82 £ 0,42 37,42 £ 0,29** 15,62 + 0,34**
mg/Kg, 24 hk
15 CrylAa+1Ab 270 8,30+0,18 12,45+ 0,30 31,15+0,78 15,00+0,1 40,00+ 0,23 37,53 £ 0,28** 14,87 + 0,12**
mg/Kg, 24 h
16 CrylAa+1Ac 270 8,47 +0,42 12,93+ 0,63 31,78+ 1,25 15,30+ 0,13 40,60 + 0,48 37,63+ 0,39** 14,85 + 0,46**
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mg/Kg, 24 h
17 CrylAa+2Aa 270 8,46 + 0,14 12,70+ 0,09 31,77+£0,24 15,03+ 0,19 39,98 £ 0,27 37,57 £ 0,47** 14,95 + 0,32**
mg/Kg, 24 h
18 CrylAb+1Ac 270 8,03+0,15 12,17 +£0,29 29,63+0,78 15,15+0,21 41,08 +0,28 36,88 + 0,47** 15,48 + 0,39**
mg/Kg, 24 h
19 CrylAb+2Aa 270 8,20+0,16 11,95+0,10 29,83+0,35 14,58 + 0,23** 40,07+ 0,24 36,42 + 0,48** 15,38 + 0,43**
mg/Kg, 24 h
20 CrylAc+2Aa 270 8,33+0,17 11,95+0,21 30,50 + 0,47 14,37 + 0,33** 39,18+ 0,48 36,70 £ 0,53** 15,82 + 0,37**
mg/Kg, 24 h
P-valores 24 horas 0,075 0,072 0,179 0,000 0,002 0,000 0,000
21 CP27mg/Kg, 72 7,72+0,28 11,65+0,28 29,30+ 0,76 15,13+ 0,34 39,75+ 0,27 38,03+ 0,60* 15,02 + 0,22**
h
2o CrylAa 270 6,86 + 0,47 10,77 £ 0,65 26,73+ 1,59 15,77 £ 0,29 40,28 + 0,45 39,15+ 0,54 16,57 + 0,67
mg/Kg, 72 h
23 CrylAb 270 7,92+0,29 11,87 £ 0,26 29,83+0,81 15,02 +0,31 39,82 +0,44 37,75+ 0,47** 15,40 + 0,62**
mg/Kg, 72 h
24 CrylAc 270 8,17 +0,19 11,97 +0,44 30,28 + 0,88 14,63 +0,27* 39,48 £ 0,46 37,07 £ 0,56** 16,40 + 0,36*
mg/Kg, 72 h
o5 Cry2Aa 270 8,30+0,22 12,38+ 0,31 30,67 +0,78 14,92 +0,16 40,38+ 0,22 36,95 + 0,52** 15,82 + 0,10**
mg/Kg, 72 h
P-valores 72 horas 0,027 0,300 0,213 0,014 0,211 0,002 0,004
26 CP 27 mg/Kg, 7 8,10+ 0,28 12,25+0,34 30,82+ 0,87 15,15+ 0,13 39,75+ 0,25 38,13+ 0,41* 16,32 + 0,59*
dias
27 CrylAa 270 7,12+0,30 10,77 £ 0,44 26,88+ 0,99 15,13+ 0,26 40,00 £ 0,25 37,80 £ 0,57** 16,38 + 0,46*
mg/Kg, 7 dias
2g CrylAb 270 6,53+0,38 9,68 + 0,58** 24,55 + 1,36** 14,83 + 0,15** 39,38 £ 0,40 37,63+ 0,37** 17,02 + 0,54
mg/Kg, 7 dias
29 CrylAc 270 8,16 + 0,10 12,17 £ 0,26 30,38+ 0,48 14,92 + 0,26* 40,03+0,31 37,27 £ 0,47** 16,03 + 0,33**
mg/Kg, 7 dias
30 Cry2Aa270 7,99 +0,20 11,90+0,31 30,25+ 0,77 14,88 + 0,09* 39,33+£0,34 37,85+ 0,28** 15,92 + 0,41**
mg/Kg, 7 dias
P-valores 7 dias 0,001 0,000 0,000 0,004 0,293 0,000 0,059
P-valores 0,000 0,002 0,007 0,000 0,001 0,000 0,000

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). G= grupo; HGB: Hemoglobina; HCT: Hematdcrito; VCM = Volume Corpuscular Médio; MCH:
Hemoglobina Corpuscular Média; MCHC = Concentracdo Média Corpuscular da Hemoglobina; RDW = (representa uma indicacdo de um grupo de variacdes — anisocitose —
no tamanho celular); g/dL= gramas por decilitros; fl= fentolitros; pg= picograma. Os valores de p foram gerados pelo teste Kruskall-Wallis. Os asteriscos indicam diferencas
significativas (p<0,05) e altamente significativas (p<0,01) detectadas pelo teste de Mann Whitney nas comparagdes 2 a 2 com o controle negativo.
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Tabela 2 — Resultados do leucograma de camundongos Swiss albinos tratados com esporos-
cristais de Bt CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa na concentracdo de 27 e 136 mg/Kg
administrados oralmente (per os, p.0.) com uma Unica administracdo no tempo 24 h antes do
sacrificio, e na concentracdo de 270 mg/Kg em exposicdo de 24 h, 72 h ou 7 dias antes do
sacrificio. Camundongos controle receberam agua destilada (controle negativo) ou ciclofosfamida
(CP — controle positivo) na concentracdo de 27 mg/Kg.

Leucocitos e Neutrofilos+ .
. Linfocitos L . Eosinofilos
G Tratamento totais (x 10°uL) Mondcitos < 107/uL)
(x 10%/uL) H (x 10%/uL) "
1 Agua filtrada 4,63+0,74 3,35+0,55 1,22 0,20 0,07 £0,05
o CP 27 mg/Kg, 24 h 5,37 £ 0,77 3,73+0,53 1,58 + 0,34 0,05+ 0,03
3 CrylAa 27 mg/Kg, 6,32 +0,85 4,94 +0,73 1,38 +0,14 0,00 + 0,00
24 h
4 CrylAa 136 mg/Kg, 5,53 0,52 4,20 +0,45 1,27 £0,11 0,06 + 0,04
24 h
5 CrylAa 270 mg/Kg, 5,47 £ 0,77 3,93 +0,77 1,47 £0,31 0,07 £ 0,03
24 h
6 CrylAb 27 mg/Kg, 6,82 + 0,62 5,13 £ 0,33 1,68 £ 0,33 0,00 0,00
24 h
7 CrylAb 136 mg/Kg, 4,60 + 0,49 2,60 0,42 1,92 £ 0,45 0,08 +0,03
24 h
g CrylAb 270 mg/Kg, 4,60 + 0,47 3,53 +0,43 0,98 +£0,10 0,08 + 0,04
24 h
9 CrylAc 27 mg/Kg, 6,90 + 0,89 4,25+ 0,45 2,52 +0,66 0,13+0,10
24 h
10 CrylAc 136 mg/Kg, 6,78 + 1,66 4,00 +0,97 2,48 +0,56 0,30 + 0,24
24 h
11 CrylAc 270 mg/Kg, 5,17 + 0,66 3,55 + 0,66 1,60 + 0,37 0,02 £ 0,02
24 h
12 Cry2Aa 27 mg/Kg, 4,38 0,63 2,43 0,36 1,90+ 0,53 0,05 + 0,02
24 h
13 Cry2Aa 136 mg/Kg, 4,68 + 1,06 3,05+0,91 1,50 +£ 0,32 0,13 + 0,06
24 h
14 Cry2Aa 270 mg/Kg, 5,03+0,78 2,98 £ 0,28 2,02+0,73 0,03 £ 0,02
24 h
15 CrylAa+1Ab 270 5,97 £ 0,52 4,28 +0,54 1,67 £0,08 0,02 0,02
mg/Kg, 24 h
16 CrylAa+1Ac 270 4,10 +0,69 2,85 +0,58 1,20 £0,28 0,05 + 0,02
mg/Kg, 24 h
17 CrylAa+2Aa 270 4,92 +0,84 3,38 + 0,84 1,43 0,52 0,10 + 0,05
mg/Kg, 24 h
18 CrylAb+1Ac 270 4,72 +0,59 3,18 £0,51 1,42 0,13 0,12 +0,08
mg/Kg, 24 h
19 CrylAb+2Aa 270 4,78 +0,54 3,47 +0,48 1,28 + 0,24 0,03 0,02
mg/Kg, 24 h
o0 CrylAc+2Aa 270 4,63 +0,70 3,13+0,51 1,48 £ 0,40 0,02 0,02
mg/Kg, 24 h
P-valores 24 horas 0,454 0,095 0,758 0,486
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21 CP 27 mg/Kg, 72 h 3,37+0,78 2,40 + 0,46 0,95 + 0,41 0,02+ 0,02
2o CrylAa 270 mg/Kg, 6,53 + 0,82 3,42+0,41 2,98+0,43" 0,13+0,08
72h
23 CrylAb 270 mg/Kg, 4,27+0,36 2,72+0,16 1,48 £0,29 0,07 +0,03
72h
24 CrylAc 270 mg/Kg, 3,72+0,35 2,37+0,35 1,25+0,13 0,10 +0,06
72h
o5 Cry2Aa 270 mg/Kg, 4,80 + 0,57 3,58 +0,46 1,18+0,15 0,03 +0,02
72h
P-valores 72 horas 0,059 0,331 0,000 0,557
26 CP 27 mg/Kg, 7 7,22+0,68 4,33+0,4 2,82+035 0,07 £0,03
dias
27 CrylAa 270 mg/Kg, 6,70 + 1,83 3,30+0,77 3,15+ 1,20 0,25+0,08"
7 dias
og CrylAb 270 mg/Kg, 3,90 + 0,58 1,85+0,10" 1,77+ 0,42 0,28 +0,08"
7 dias
og CrylAc 270 mg/Kg, 6,58 +0,50" 3,85+ 0,62 2,63+0,60" 0,10+ 0,04
7 dias
30 Cry2Aa 270 mg/Kg, 7,85+1,37 5,33+0,89° 2,48 £0,55 0,03 0,02
7 dias
P-valores 7 dias 0,034 0,006 0,092 0,015
P-valores 0,015 0,004 0,034 0,024

Os dados correspondem a média e ao erro padrao da média (EPM). G= grupo. Os valores de p foram gerados pelo teste
Kruskall-Wallis. Os asteriscos indicam diferengas significativas (p<0,05) e altamente significativas (p<0,01) detectadas
pelo teste de Mann Whitney nas comparagfes 2 a 2 com o controle negativo.
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Tabela 3 - Resultados do plaquetograma de camundongos Swiss albinos tratados com esporos-cristais de Bt CrylAa, CrylAb, CrylAc e
Cry2Aa na concentracdo de 27 e 136 mg/Kg administrados oralmente (per os, p.0.) com uma Unica administracdo no tempo 24 h antes do
sacrificio, e na concentracdo de 270 mg/Kg em exposicdo de 24 h, 72 h ou 7 dias antes do sacrificio. Camundongos controle receberam agua
destilada (controle negativo) ou ciclofosfamida (CP — controle positivo) na concentracdo de 27 mg/Kg.

G Tratamento Plaquetas VPM P-LCR PDW
(x 10*/uL) (1) (%) (1)
1 Agua filtrada 1219,00 * 56,64 6,93 +£0,10 10,88 + 0,81 6,95 +0,11
2 CP 27 mg/Kg, 24 h 978,67 + 93,57 7,10 £ 0,30 11,23 £2,33 7,25 +0,24
3 CrylAa27 mg/Kg, 24 h 1431,60 + 27,40 6,38 £0,15" 7,32+1,15 6,74 +0,05
4 CrylAa 136 mg/Kg, 24 h 1243,57 + 113,56 6,56 + 0,14 7,91 +1,14 6,77 £ 0,07
5 CrylAa 270 mg/Kg, 24 h 1292,00 + 74,24 6,75 +0,15 11,15+ 1,68 6,53 £ 0,07
6 CrylAb 27 mg/Kg, 24 h 1168,00 + 73,22 6,62 £ 0,17 9,93 +1,10 6,63 £0,10
7 CrylAb 136 mg/Kg, 24 h 1076,00 + 148,54 6,85 + 0,22 10,73+ 1,74 6,75+ 0,16
8 CrylAb 270 mg/Kg, 24 h 1020,50 + 113,38 7,05 0,16 12,33+ 1,35 6,87 0,11
9 CrylAc 27 mg/Kg, 24 h 1224,67 + 58,93 6,90 + 0,09 9,63 +0,88 7,03 £0,10
10 CrylAc 136 mg/Kg, 24 h 955,83 + 183,68 7,48 £0,10° 15,35+ 0,80 7,13 £0,09
11 CrylAc 270 mg/Kg, 24 h 1213,50 + 133,20 6,83 +0,16 10,78 £ 0,78 6,63 +0,08
12 Cry2Aa 27 mg/Kg, 24 h 1282,33 + 110,10 6,90 + 0,16 10,24 + 0,87 6,92 + 0,14
13 Cry2Aa 136 mg/Kg, 24 h 1146,83 + 62,99 6,97 +0,09 11,13 £ 0,94 6,9 + 0,07
14 Cry2Aa 270 mg/Kg, 24 h 1057,50 * 65,31 7,00 £0,10 11,78 £ 0,42 6,80 £0,13"
15 CrylAa+1Ab 270 mg/Kg, 24 h 1090,33 * 69,82 6,80 + 0,09 10,22 + 0,61 6,83 £ 0,08
16 CrylAa+1Ac 270 mg/Kg, 24 h 1187,33 + 156,68 6,77 0,13 9,78 £1,04 6,80 0,06
17 CrylAa+2Aa 270 mg/Kg, 24 h 942,67 + 44,98 7,00 £0,11 11,78 £ 1,17 6,88 + 0,07
18 CrylAb+1Ac 270 mg/Kg, 24 h 1171,67 + 60,58 6,78 £0,16 11,16 £ 1,45 6,54 +0,10"
19 CrylAb+2Aa 270 mg/Kg, 24 h 1110,50 + 69,8 6,57 0,03 9,23 £0,38 6,57 + 0,09
20 CrylAc+2Aa 270 mg/Kg, 24 h 1164,67 + 105,33 7,00 +0,16 12,35 +1,34 6,75 +0,18
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P-valores 24 horas 0,048 0,015 0,044 0,005
21 CP 27 mg/Kg, 72 h 1112,17 + 178,48 6,58 £ 0,15 8,14+1,19 6,78 £0,12
22 CrylAa 270 mg/Kg, 72 h 1152,33 + 96,43 6,65 +0,10" 7,67 £0,43" 6,78 +0,15
23 CrylAb 270 mg/Kg, 72 h 928,67 £ 92,55 6,93+ 0,22 11,83 £ 1,55 6,58 £ 0,16
24 CrylAc 270 mg/Kg, 72 h 1095,50 £ 96,69 7,13+£0,23 12,80 £ 1,39 7,00 £0,16
25 Cry2Aa 270 mg/Kg, 72 h 1196,00 £ 67,53 7,16 £0,21 12,28 £2,12 7,04 £0,18
P-valores 72 horas 0,454 0,077 0,010 0,316
26 CP 27 mg/Kg, 7 dias 1345,50 = 158,38 6,67 £0,10 8,80 £0,81" 6,72 £ 0,09
27 CrylAa 270 mg/Kg, 7 dias 1002,50 + 101,89 7,23 +0,18 12,07 + 0,96 7,05 £ 0,22
28 CrylAb 270 mg/Kg, 7 dias 589,50 + 92,13 7,47 +0,34 15,03 +2,23" 6,93 0,29
29 CrylAc 270 mg/Kg, 7 dias 1289,00 + 97,91 6,72 £0,10 9,85 + 0,44 6,68 + 0,09
30 Cry2Aa 270 mg/Kg, 7 dias 1205,33 + 88,27 6,92 £ 0,09 9,98 £0,82 6,95 £ 0,10
P-valores 7 dias 0,000 0,006 0,034 0,388
P-valores 0,005 0,002 0,002 0,020

Os dados correspondem a média e ao erro padrao da média (EPM). G= grupo; VPM= volume plaquetario médio; P-LCR= porcentagem de Plaquetas gigantes (do inglés
platelet large cell ratio) e PDW= amplitude da distribuicdo das Plaquetas (do inglés platelet distribuition width). Os valores de p foram gerados pelo teste Kruskall-Wallis. Os
asteriscos indicam diferencas significativas (p<0,05) e altamente significativas (p<0,01) detectadas pelo teste de Mann Whitney nas comparacfes 2 a 2 com o controle
negativo.
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Tabela 4 - Resultados do teste do micronicleo camundongos Swiss albinos tratados com
esporos-cristais de Bt CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa na concentracdo de 27 e 136
mg/Kg administrados oralmente (per 0s, p.0.) com uma unica administracdo no tempo 24 h
antes do sacrificio, e na concentracdo de 270 mg/Kg em exposicdo de 24 h, 72 h ou 7 dias
antes do sacrificio. Camundongos controle receberam agua destilada (controle negativo) ou
ciclofosfamida (CP — controle positivo) na concentragdo de 27 mg/Kg.

Eritrécitos Policromaticos

(EPC)
G Tratamento MN-ENC Inqlice de~
MN-EPC proliferacéo
celular
(%EPC)
1 Agua filtrada 2,00+£1,44 2,50+£1,43 52,61 +1,01
2 CP 27 mg/Kg 2,17 £0,48 3,50 £ 0,62 4597 +1,21”
3 CrylAa 27 mg/Kg 0,40 £0,25 3,00 £0,55 48,55 + 1,54
4 CrylAa 136 mg/Kg 0,43 +£0,20 2,29 £0,36 49,28 +1,36"
5 CrylAa 270 mg/Kg 1,00 £ 0,37 3,67 £0,56 52,90 + 1,57
6 CrylAb 27 mg/Kg 1,67 0,49 4,67 0,88 4592 + 1,54
7 CrylAb 136 mg/Kg 1,50 +0,43 3,33+0,33 47,78 1,28
8 CrylAb 270 mg/Kg 1,00 £ 0,37 2,17 £ 0,95 52,91+ 1,55
9 CrylAc 27 mg/Kg 1,33+£0,21 3,33+0,76 49,49 + 2,14
10 CrylAc 136 mg/Kg 2,50 +0,96 5,17 +0,98 44,92 + 1,87
11 CrylAc 270 mg/Kg 2,17 £0,40 4,00+0,73 48,69 + 1,73
12 Cry2Aa 27 mg/Kg 1,00 £ 0,52 0,83+0,31 47,06 £1,25"
13 Cry2Aa 136 mg/Kg 0,50 +0,22 2,00 +£0,45 47,93+ 1,89
14 Cry2Aa 270 mg/Kg 0,17 +0,17 0,50 +£0,22 48,63 + 1,39
15 CrylAa+1Ab 270 mg/Kg 0,50 + 0,22 0,67 +£0,33 45,02 + 2,27
16 CrylAa+1Ac 270 mg/Kg 0,33+0,21 0,83+0,31 46,72 £ 2,10
17 CrylAa+2Aa 270 mg/Kg 0,17 +0,17 0,83+0,31 48,88 + 0,56~
18 CrylAb+1Ac 270 mg/Kg 0,50 £0,22 1,50 £0,43 51,46 + 1,43
19 CrylAb+2Aa 270 mg/Kg 1,00 +0,45 2,83+0,48 46,50 + 2,50
20 CrylAc+2Aa 270 mg/Kg 0,50 + 0,34 1,83 +0,48 46,51 + 2,08"
P-valores 0,001 0,000 0,026

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). G= grupo; MN-ENC e MN-EPC= resultados
do teste de micronucleos para Eritrécitos normocrométicos (ENC) e Eritrdcitos policrométicos (EPC),
respectivamente. Os valores de p foram gerados pelo teste Kruskall-Wallis. Os asteriscos indicam diferengas
significativas (p<0,05) e altamente significativas (p<0,01) detectadas pelo teste de Mann Whitney nas
comparagfes 2 a 2 com o controle negativo.
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6.4 DISCUSSAO

A evolucdo de resisténcia pelo inseto ameaca a eficacia das toxinas Bt, que sdo
amplamente utilizadas nos pulverizadores e em colheitas transgénicas (SOBERON et al.,
2007). Uma das alternativas usadas para retardar o aparecimento de populagdes resistentes de
insetos-praga € o uso de misturas binarias na agricultura (MANYANGARIRWA et al., 2006).
Muitos agricultores fazem o uso de diferentes ingredientes ativos de agrotoxicos para
pulverizacdo nas lavouras. No controle biologico de pragas, faz-se também a combinagéo de
diferentes misturas de cepas do esporo cristal do Bacillus thuringiensis. Recentemente, 0
mesmo processo vem acontecendo com a dupla clonagem de genes das o&-endotoxinas
(proteinas Cry) em plantas transgénicas para se evitar a aquisi¢do de resisténcia. H4 misturas
onde ndo ocorre a interacdo entre 0s componentes, e outras, onde VArios processos interativos
podem ocorrer como aditividade, sinergismo, potenciacdo e antagonismo (CEDERGREEN et
al., 2005; MANYANGARIRWA et al., 2006). Desse modo, existem varios exemplos de
plantas transgénicas com dupla insercdo de genes Bt. Exemplos: algoddo Bollgard
(CrylAc+Cry2Ab), algoddo Widestrike (CrylAc+CrylF), milho (CrylAc+Cry2Ab)
(MANYANGARIRWA et al., 2006). Assim, ambas as toxinas sdo produzidas
simultaneamente nestas plantas. No entanto, até 0 momento, existem poucos estudos sobre a
citoxicidade das toxinas Bt ndo-conjugadas para os diferentes organismos, e ndo foram
encontrados estudos na literatura avaliando possiveis efeitos toxicos e genotdxicos das
combinacOes binarias das toxinas Cry.

Devido ao seu alto indice mitotico, o tecido hematopoiético torna-se alvo dos efeitos
adversos de muitas substancias quimicas que entram no organismo. Algumas substancias que
agem sobre a medula déssea podem ter efeito seletivo, isto €, apresentar toxicidade para uma
determinada linhagem celular, por exemplo, citotoxicidade para a linhagem eritréide mediada
pela acdo sobre o fator de crescimento eritroide. Estudos em ratos mostraram que substancias
com atividade antipsicoticas atingem a medula 0ssea, entretanto, os Leucdcitos e Plaquetas
permanecem com 0s seus valores normais, enquanto a contagem de reticulocitos cai
drasticamente. Verificou-se um efeito inibitorio somente sobre as células precursoras dos
eritrocitos (BEAMONTE et al., 2005). Nosso estudo também verificou citotoxicidade seletiva
e demonstrou que tanto as toxinas em doses simples, nos trés tempos de exposicdo, quanto as
combinacbes binarias foram hematotdxicas, particularmente para a linhagem eritrdide. No
tempo de 24 horas, as quatro toxinas provocaram hipocromia, verificada pela diminuigéo
significativa no HCM. Efeito semelhante foi observado com a maioria das combinagdes.
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Todos os tratamentos com Cry também provocaram microcitose, indicando interferéncia na
hematopoese. Os resultados do teste do micronlcleo corroboraram o0s resultados da
hematologia, visto que todas as toxinas e combinacBGes binarias promoveram reducdo
significativa do indice de proliferacdo celular da medula 6ssea. Apesar de a literatura citar que
as toxinas Bt sdo geralmente atdxicas e que ndo bioacumulam no tecido adiposo nem
persistem no ambiente (BETZ et al., 2000), os efeitos hematotoxicos persistiram tanto apés
72 horas, quanto 7 dias, sendo mais evidentes no tempo de 7 dias. Neste tempo de exposicao,
CrylAb 270 mg/Kg provocou um quadro de anemia microcitica hipocrémica, com reducao
significativa de hemoglobina (HGB), HCT, HCM e VCM, sendo os valores de HGB e HCT
muito inferiores aqueles reportados como valores de referéncia (12-15 g/dL para HGB e 35-
50% para HCT) para camundongos (VIANNA, 2007). Além disso, hé a possibilidade de ter
ocorrido lise de células intestinais como indutoras de tal anemia, visto que no tempo de
exposicdo de 7 dias, CrylAb 270 mg/Kg também provocou uma reducdo significativa do
namero de Plaquetas, sendo tal nimero muito inferior ao dos valores de referéncia para
camundongos (900-1600 x 10%uL) (EVERDS, 2007). Sendo assim, nossos resultados
sugerem a possibilidade da existéncia de receptores desconhecidos no intestino de vertebrados
com afinidade por estas toxinas. Também sugerem a persisténcia destas toxinas no organismo,
com efeitos cumulativos proporcionais ao tempo de exposicdo do organismo a elas. Um
estudo demonstrou em Daphnia magna que a ingestdo de milho-Bt expressando a toxina
CrylAb aumentou a mortalidade e reduziu significativamente o desempenho da aptiddo em
relacdo aos crustaceos alimentados com milho ndo-transgénico (BOHN et al., 2008),
corroborando nossos resultados.

J& foram demonstradas alteragfes imunofenotipicas no intestino e em sitios periféricos
de camundongos jovens e idosos ap0ds ingestdo de milho Bt MONB810, que codifica a forma
ativa de CrylAb (FINAMORE et al., 2008). Também tem sido reportado que a administracdo
intragastrica de prototoxina CrylAc induziu secrecdo de anticorpos especificos nas mucosas
de camundongos (VAZQUEZ-PADRON et al., 1999), enquanto a exposicdo dos
trabalhadores rurais a sprays de Bt resultou na sensibilizagéo alérgica da pele e na inducdo de
anticorpos 1gG e IgE (MORENO-FIERROS et al., 2000). Nossos resultados mostraram
inducdo de Linfécitos por CrylAb 27 mg/Kg ap6s a exposicdo de 24 horas, demonstrando
que tal toxina teve atividade leucogénica. Com 72 horas de exposi¢cdo também se observou
leucocitose ap6s administracdo de CrylAa, com aumentos nas quantidades de
Neutréfilos+Mondcitos. Com 7 dias de exposicdo os efeitos foram mais evidenciados, sendo

que todos os tratamentos com Cry provocaram leucocitose, associada ao aumento de
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Leucocitos totais, Linfocitos, Neutrdfilos+Monodcitos e/ou Eosinofilos. Esses resultados
corroboram a sugestdo anterior de persisténcia das toxinas Cry no organismo e que elas ndo
sdo indcuas para vertebrados.

O teste do micronucleo em modelos animais tem sido utilizado para avaliar possiveis
efeitos citotoxicos e genotdxicos na medula 6ssea em decorréncia da administracdo de um
determinado xenobiotico (GRISOLIA et al., 2002; ZIEMMAN et al., 2010). Nosso estudo
mostrou que os tratamentos com Cry, independentemente da dose administrada, e metade das
combinagdes, foram citotoxicos, visto que promoveram reducdo significativa do indice de
proliferacdo celular da medula 6ssea. Entretanto, tais toxinas ndo foram genotdxicas.

Séralini et al. (2007) verificaram alteracdes significativas dose-dependentes no
crescimento e peso de ratos apds consumo de milho Bt MON863. Também foram observados
sinais da toxicidade hepato-renal, marcados por sensibilidades diferenciais nos machos e nas
fémeas, além de aumento de triglicerideos nas fémeas e reducdo de excregdo de fosforo e
sodio na urina dos machos. Nas comparacfes com o controle negativo, nossos resultados
também demonstraram que a dose mais alta foi a mais toxica. Apesar de, para a maioria dos
parametros analisados no hemograma, os resultados ndo mostrarem uma relacdo direta de
dose-efeito para hematotoxicidade ou genotoxicidade nas comparagdes dos esporos-cristais
em diferentes concentracoes, tal relacdo foi verificada com Cry2Aa no teste do microntcleo
para citotoxidade da medula 6ssea, ndo sendo significativa, porém, em relagdo ao controle
negativo. Esses resultados confirmam que cada uma das toxinas Cry tem propriedades tdxicas
e genotoxicas especificas, como relatado por Grisolia et al. (2009).

Entre toxinas, todas apresentaram diferencas significativas entre si, dependendo do
parametro analisado. Porém, no hemograma, tais diferencas foram observadas para variaveis
diferentes, ndo sendo possivel observar um padrdo. J& no teste do micronicleo, a toxina
CrylAc foi a mais genotoxica nas comparacdes entre doses simples, visto que induziu mais
micronucleos em todas as doses testadas. A toxina Cry2Aa foi a que proporcionalmente
induziu menos microndcleos, inclusive quando comparadas doses simples x combinadas.
Uma vez que estas toxinas ndo foram genotoxicas em relagdo ao controle negativo, podemos
inferir que entre elas podem existir diferentes padrdes de atividade, o que se justifica através
de estudos anteriores (GRISOLIA et al., 2009). Tais resultados possivelmente sdo decorrentes
das pequenas diferencas estruturais entre as toxinas Cry.

Grisolia et al. (2009) estudaram os efeitos de diferentes combinag¢fes binarias das
toxinas Cry sobre o peixe Danio rerio. Dentre todas as combinacfes binarias possiveis entre
as toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2A, somente as combinagdes com a presenca da
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CrylAa apresentaram efeitos genotdxicos. Quando testadas isoladamente, somente a CrylAa
foi genotdxica. Isso sugere que ndo houve interacdo quimica entre elas, pois o efeito
genotoxico observado na combinacdo binaria pode ser atribuido apenas a presenca da toxina
CrylAa. As demais combinacdes onde a CrylAa ndo estava presente, ndo apresentaram
genotoxicidade. Nossos resultados mostraram que, nas comparagdes entre toxinas simples x
combinadas, CrylAa, quando em combinacdo com CrylAc e Cry2Aa, induziu menos
micronucleos do que quando testada isoladamente. Isso pode sugerir que estas toxinas podem
ter um efeito antagonico sobre CrylAa. O mesmo efeito antagénico ocorreu com CrylAc,
quando em combinagdo com as demais toxinas. Ao contrério, Cry2Aa quando em combinagéo
com CrylAb e CrylAc foi mais genotdxica do que administrada isoladamente. Isso pode
significar que a genotoxicidade ocorreu mais em fungéo da presenca das outras toxinas do que
propriamente de Cry2Aa. Comparando-se combinagdes x combinagdes, CrylAb+2Aa foi
mais genotdxica que CrylAa+1Ac e CrylAa+2Aa. Quanto a citotoxicidade, CrylAb+1Ac
foi mais citotoxica do que CrylAc+2Aa, sugerindo que a presenca de CrylAb nas
combinacgdes aumenta a genotoxicidade e a citotoxicidade.

Concluindo, nossos resultados mostraram que as toxinas Cry apresentaram
hematotoxicidade seletiva, sendo particularmente toxicas para a linhagem eritréide. Também
apresentaram efeito leucogénico, sendo que no tempo de 7 dias os efeitos hematoldgicos
foram mais evidentes, particularmente para o esporo-cristal CrylAb 270 mg/Kg, que
provocou um quadro de anemia microcitica hipocrémica. A dose mais alta foi a mais toxica;
entretanto para a maioria dos parametros analisados, ndo houve uma relacdo direta de dose-
efeito nas comparac6es dos esporos-cristais em diferentes concentragdes. Entre toxinas, todas
apresentaram diferencas significativas entre si, dependendo do parametro analisado. Nossos
resultados demonstraram que as toxinas Cry ndo sdo inocuas para vertebrados e que podem
persistir no organismo, aumentando seus efeitos toxicos com o tempo de exposicdo
prolongado. Levando-se em consideracdo a exposicdo continua de humanos e animais
(particularmente os domésticos) em niveis considerdveis de Bt através da dieta, esses
resultados sugerem que sdo necessarios protocolos mais eficientes de avaliacdo, com
exposi¢cdo mais longa dos mamiferos a estas dietas, e envolvendo observacdes clinicas antes

de concluir que os transgénicos Bt sdo seguros para a alimentacao.
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7 DISCUSSAO FINAL

A prética do uso de inseticidas para o controle de pragas agricolas tem abrangéncia
mundial. Dentre os inseticidas empregados, formulacfes a base do Bacillus thuringiensis
ganhou respaldo ao longo destas Gltimas décadas para o controle biolégico de insetos-praga
(PIGOTT; ELLAR, 2007). A vantagem na utilizacdo deste bioinseticida sempre foi atrelada
ao baixo risco de contaminacdo ambiental e a humanos, principalmente aos que trabalham
diretamente na pulverizacdo, e a rapida biodegradacdo no ambiente por a¢des das chuvas e
dos raios UV (FEDERICI, 2005). Entretanto, estima-se que a persisténcia de Bt no solo
depende das interacdes entre as variaveis ambientais como a atividade bi6tica, o tipo de solo,
as condicbes do ambiente que pode variar de acordo com o local e a sazonalidade, e as
praticas de manejo da agricultura, refletindo, assim, a complexidade do ecossistema solo-
planta (O’CALLAGHAN et al., 2005).

A forma mais recente na utilizacdo do Bt é o manejo de culturas geneticamente
modificadas (BRAVO et al., 2007). O emprego de técnicas moleculares tem permitido a
insercdo e a expressdo de genes cry modificados em plantas denominadas de Bt-transgénicas
(De MAAGD et al.,, 1999a). A quantidade de proteinas nos tecidos das plantas esta
relacionada a dois fatores, ao evento e ao promotor. O evento € a inser¢do do gene cry que
codificara a producdo da 6-endotoxina Bt no material genético da planta para a sua expressdo
em um determinado tecido, e 0 promotor informa ao gene onde e quando produzir a proteina
Cry. No entanto, é comum a utilizacdo de diferentes promotores e, deste modo, as quantidades
expressas das &-endotoxinas Bt sdo varidveis. Além disso, € dificil controlar o local de
insercdo do transgene no cromossomo da planta. Consequentemente, a expressdo das
proteinas Cry ndo pode ser completamente controlada e acaba ocorrendo em diferentes
eventos, sendo ndo especifica a um determinado tecido (CLARK et al., 2005).

Andlises de niveis de expressdo de d-endotoxinas em diversas partes da planta sdo
necessarias para analisar os efeitos a organismos ndo-alvo, bem como, avaliar questfes
relacionadas ao monitoramento de resisténcia de insetos (O’CALLAGHAN et al., 2005;
OECD, 2007). A rota mais simples de exposicdo as o-endotoxinas de Bt nas plantas
transgénicas € atraves do consumo direto de folhas, caules, raizes, sementes (CLARK et al.,
2005, OECD, 2007). Existem dados que mostram que séo relativamente baixos os niveis de
expressdo das d-endotoxinas em partes comestiveis dessas plantas ou no pélen (BETZ et al.,
2000; OECD, 2007). Em contrapartida, ha relatos de que os niveis de expressdo das proteinas

de Bt variaram de acordo com o crescimento vegetal. A maior quantidade de proteina ocorreu
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na antese, quando a biomassa das plantas é maior. SupGe-se, também, que muitos fatores
ambientais afetam a concentracdo da proteina no vegetal em condi¢fes de campo (revisado
por CLARK et al., 2005).

Portanto, com a entrada no mercado agricola de cultivares-Bt houve um aumento da
biodisponibilidade destas 6-endotoxinas no ambiente (De MAAGD et al., 1999a) e mesmo
tendo as proteinas Cry como especificas para insetos ou pequenos invertebrados suscetiveis
(OECD, 2007), verificamos que sdo necessarios mais testes de biosseguranca para avaliar 0s
efeitos sobre organismos ndo-alvo simulando diferentes situacdes de estresse ambiental e
formas de exposicdo (BISHOP et al, 1999; CLARK et al., 2005). Nossos estudos
demonstraram que houve toxicidade apds exposicdo de camundongos aos esporos-cristais de
Bt CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa, sugerindo que eles ndo sdo inofensivos a mamiferos.

Atraveés da investigacdo do hemograma e do teste do microncleo é possivel avaliar
em modelos animais efeitos hematotdxicos, citotoxicos e genotdxicos em decorréncia da
administracdo de um xenobiotico (GRISOLIA et al., 2002; ZIEMNAN et al., 2010). Nossos
resultados apontaram hematotoxicidade, que variou de acordo com a via de administracao e o
tipo de esporo-cristal estudado. A via i.p. apresentou-se, como esperado, mais agressiva do
que a via oral, mostrando também efeitos genotdxicos que nao foram observados na via oral.
Entretanto, a administracdo oral mostrou efeitos citotoxicos, particularmente para a linhagem
eritroide, e o teste do micronicleo corroborou os resultados hematolégicos, ao indicar
inibicdo do indice de proliferacdo celular da medula 6ssea apds os tratamentos com Cry.
Além disto, nossos resultados mostraram persisténcia das Cry no organismo, com efeitos
toxicos mais evidentes no tempo de 7 dias, principalmente para CrylAb, que provocou um
quadro de anemia microcitica hipocromica. Até entdo, nao foi relatada a existéncia de
receptores para as proteinas Cry em vertebrados, e consequentemente, para mamiferos
(OECD, 2007). Mas nossos dados sugerem a possibilidade das toxinas ndo terem sido
completamente degradadas no estdbmago e terem sido ativadas pelo pH alcalino intestinal.
Também sugerem a possibilidade de haver receptores ainda desconhecidos no intestino de
vertebrados com afinidades pelas proteinas Cry ou pelos seus metabolitos.

Por fim, demonstramos que 0s esporos-cristais CrylAa, CrylAb, CrylAc e
Cry2Aa foram hematotoxicos e citotoxicos em ambas as vias, mas a genotoxicidade foi
verificada apenas para a via i.p. Portanto, os esporos-cristais em questdo ndo sdo inocuos a
mamiferos e causaram prejuizos as células da medula dssea refletindo também no
hemograma. Desta forma, verificamos que os dados obtidos na literatura até 0 momento para
a biosseguranca de organismos ndo-alvo sdo insuficientes para se afirmar que produtos de Bt
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sdo seguros. Levando-se em consideracdo a exposi¢do continua de humanos e animais
(particularmente os domésticos) em niveis consideraveis de Bt através da dieta, nossos
resultados sugerem que sdo necessarios protocolos mais eficientes de avaliacdo, com
exposicdo mais longa dos mamiferos a estas dietas, e envolvendo observacdes clinicas antes
de concluir que os transgénicos Bt sdo seguros para a alimentacdo. Protocolos mais severos
verificando-se diferentes endpoints também precisam ser utilizados para se atestar com

eficicia a seguranca de organismo ndo-alvo e do meio ambiente.
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8 CONCLUSAO

Considerando-se os objetivos gerais, conclui-se que:

1 Na via oral, os esporos-cristais CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa foram
hematotdxicos e citotoxicos para a medula 6ssea, tanto em doses simples quanto em

combinagdes binarias, ndo apresentando efeito genotdxico.

71 A dose mais alta foi a mais toxica; entretanto para a maioria dos parametros
analisados, ndo houve uma relacgao direta de dose-efeito nas comparagdes dos esporos-

cristais em diferentes concentragdes.

] Cada esporo-cristal tem propriedades inerentes, comportando-se de forma distinta
quando administrados isoladamente ou em combinagdes. Os efeitos toxicos e

citotoxicos variaram de acordo com cada um deles para determinados parametros.

1 O tempo prolongado de 7 dias ap6s uma unica administracdo via oral causou
alteracdes significativas nos padrdes hematoldgicos, sugerindo, portanto, que 0s
esporos-cristais ndo foram completamente degradados no estbmago e continuaram a
interagir com o organismo do camundongo. CrylAb provocou efeitos mais severos,

conduzindo a um quadro de anemia microcitica hipocrémica.

"1 A via de administracdo intraperitoneal foi a mais severa para a linhagem leucocitéria e
para a medula éssea quando a quando comparada & administragdo via oral. Nesta via,
0 esporo-cristal CrylAc foi o mais toxico, provocando 100% de mortalidade na dose

intermediaria.

71 Por fim, nossos resultados sugerem que 0s esporos-cristais deste estudo ndo sdo
indcuos a mamiferos e provocaram alteracfes significativas tanto nos padrdes

hematoldgicos quanto na medula 6ssea de camundongos.
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9 PERSPECTIVAS

Nossos resultados demonstraram que as o&-endotoxinas apresentam toxicidades e
genotoxicidades caracteristicas para cada uma delas. Assim, as préximas abordagens para
verificar os riscos destas toxinas em biopesticidas e em plantas transgénicas para a avaliacdo
de biosseguranca, devem levar em consideracdo tais diferencas. Recomenda-se que para
estudos de biosseguranca os ensaios sejam conduzidos para avaliar individualmente cada uma

delas.
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