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Review: Safety Assessment of Foods
Derived from Recombinant-DNA Plants

RESUMO

O cultivo das plantas transgénicas tem sido incorporado a agricultura desde 1996.
Existe consenso internacional no que diz respeito a avaliacdo da seguranca alimentar destes
novos produtos e, dentro deste contexto, estd inserida a equivaléncia substancial, uma
abordagem comparativa que permite a identificagao de possiveis diferengas entre o organismo
geneticamente modificado (OGM), ou transgénico, e seu analogo convencional. Dependendo
do caso, testes adicionais relativos a toxicologia, alergenicidade, além da identificacdo e
caracterizacdo dos chamados efeitos nao-intencionais, sao também realizados. Neste trabalho,
é abordada a avaliacdo da seguranca alimentar de OGMs, assim como a importancia da
existéncia de sistemas de fiscalizacao eficientes antes, durante e apds a liberacdo de um OGM
no mercado, garantindo, assim, a satide do consumidor.

SUMMARY

The cultivation of transgenic plants has been incorporated into agriculture since
1996 and there is international consensus regarding the food safety assessment of these new
products. The concept of substantial equivalence, a comparative approach that allows for
the identification of possible differences between the genetically modified organism (GMO)
or transgenic product, and its conventional counterpart, is inserted into this context.
Depending on the case, additional toxicological and allergenicity tests are carried out, as well
as studies on the identification and characterization of the non-intentional effects. In this
work, the evaluation of the food safety of GMOs and the importance of the existence of
efficient systems of fiscalization before, during and after the release of a GMO onto the
market in order to safeguard consumer health, is reviewed.
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1. INTRODUCAO

A qualidade e a disponibilidade de alimentos vém
sendo otimizadas ao longo dos anos, através da aplicagdo de
varios métodos de melhoramento, incluindo a biotecnologia.
Assim, os alimentos consumidos atualmente sao resultado de
alteragbes genéticas e fisioldgicas de plantas selvagens, que
foram obtidos através de técnicas como domesticacao, selecao
e hibridizacdo, além da inducdo de mutacoes por irradiacdo
ou pelo tratamento com substancias mutagénicas. Desta
forma, poucas plantas, talvez nenhuma, guardam semelhanca
com seus “ancestrais”.

Dentro do universo da biotecnologia, a tecnologia do
DNA recombinante é a mais recente tecnologia desenvolvida.
Esta tecnologia utiliza técnicas de biologia molecular para
modificar o genoma de organismos, de uma maneira
impossivel de ser feita através do melhoramento genético
convencional. Existem duas diferencas principais entre o
melhoramento genético convencional e o efetuado pela
engenharia genética. Uma delas é que a engenharia genética
é uma técnica com alvos definidos, onde ocorre a transferéncia
de um Unico gene, ou de um conjunto definido de genes,
para um outro organismo, enquanto o melhoramento
convencional resulta na troca de grandes partes do genoma
entre os organismos envolvidos. Além disso, na engenharia
genética, ndo existe limitagao de transferéncia de genes entre
os diferentes reinos, como ocorre no melhoramento
convencional, onde somente plantas de uma mesma familia
podem recombinar.

A engenharia genética se apresenta como uma
promissora tecnologia no que se refere aos desafios
relacionados a qualidade e a disponibilidade de alimentos.
No entanto, como toda nova tecnologia, a engenharia
genética traz incertezas relacionadas aos riscos a saude humana
devido ao consumo de alimentos geneticamente modificados
(AGMs) e ao impacto no meio-ambiente. Esses riscos devem
ser avaliados e monitorados por meio de sistemas de
regulamentacao com o objetivo de minimizar, ou mesmo
anular, a possibilidade de um alimento ndo-seguro chegar ao
consumidor (SCHILTER; CONSTABLE, 2002).

Segundo relatdrio da ISAAA (International Service for
the Acquisition of Agri-Biotech Applications), a superficie
mundial cultivada com Organismos Geneticamente
Modificados (OGMs) aumentou 12% em 2002. De acordo
com o relatério, este tipo de culturas obteve, pelo sexto
ano consecutivo, um crescimento acima dos 10%, atingindo
uma superficie total de cerca de 59 milhdes de hectares.
Mais de um quinto da superficie mundial das culturas de
soja e algodao é atualmente formada por transgénicos
(JAMES, 2002).

E importante ressaltar que OGM é o produto agricola
(gréos, frutas, hortalicas...) que sofre a modificacdo genética;
e que AGM pode ser um OGM ou um alimento preparado a
base de um OGM.

A circulacao no mercado, ao longo dos anos, de
alimentos derivados de OGMs, indica que a seguranca da
sauide humana e do meio-ambiente podem ser avaliados pelos
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procedimentos disponiveis (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
2000; FLANDERS INTERUNIVERSITY INSTITUTE FOR
BIOTECHNOLOGY, 2001). Apesar disso, a liberacdo no
mercado de novos produtos alimenticios derivados de OGMs
é dificultada devido a preocupagéo do publico consumidor,
pois uma das maiores barreiras a aceitacao dos AGMs ¢é a falta
de informacdo do consumidor que, quando em duvida,
assume uma posicao contraria ao seu consumo.

Dentro deste contexto, o sistema que regula a
liberacdo de AGMs deve atender as necessidades de
informacao e seguranca do consumidor. Assim, se faz
necessaria a analise da seguranca alimentar antes do produto
geneticamente modificado ser langcado no mercado. Além
disso, seria adequado o desenvolvimento de um programa
de vigilancia apds o lancamento de produtos derivados de
OGM, para garantir a seguranga do consumidor. Desta forma,
as agéncias reguladoras estariam garantindo ao consumidor
o direito de escolha entre AGMs e alimentos nao
geneticamente modificados, através do estabelecimento de
procedimentos de separacdo, rastreabilidade, deteccao e
rotulagem desses diferentes produtos (SCHILTER;
CONSTABLE, 2002).

2. AVALIACAO DA SEGURANCA ALIMEN-
TAR DE OGMs

2.1 Aspectos basicos

A avaliacao da seguranca de alimentos tradicionais
ou convencionais é conduzida no sentido de definir
componentes individuais e substancias quimicas que
compéem apenas parte da dieta humana, como os aditivos,
pesticidas e outros contaminantes (WHO, 1987). Dessa forma,
sao realizados estudos toxicoldgicos em animais, baseados
em padrées de seguranga para o homem. Esses padroes de
seguranca sao derivados de niveis de ingestao segura para
animais, onde o fator de seguranca de 100 é geralmente
adotado para contornar as diferencas entre as espécies e as
variacées individuais. A aplicacao do fator de seguranca
implica numa dosagem de contaminantes para os animais-
teste centenas de vezes maior que a exposicdo maxima
tolerada para o homem (KUIPER et al., 2001).

No caso dos AGMs, esse fator de seguranca nao seria
aplicavel nos estudos de toxicologia, pois, para avaliar se um
AGM seria téxico ou nao, a dieta do animal-teste deveria ser
exclusivamente composta por este alimento. Com isso, 0s
possiveis efeitos adversos observados poderiam estar
relacionados ao desbalanceamento nutricional e ndo a
modificacdo genética inserida no alimento testado (SCHILTER;
CONSTABLE, 2002). Essa dificuldade também é encontrada
na avaliacao da seguranca alimentar de novos produtos
alimenticios e, principalmente, de ingredientes (JONAS et al.,
1996; AUMAITRE et al., 2002).
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2.2 Estratégias para a avaliacao da segurancga alimentar
de OGMs

A introducdo da engenharia genética no sistema de
producao de alimentos, intensificou os esforcos de instituicoes
internacionais no sentido de propor estratégias para a avaliacao
da seguranca dos AGMs. O primeiro artigo abordando o assunto
foi publicado em 1990 pelo International Food Biotechnology
Council (IFBC). A abordagem comparativa contida na publicacao
do IFBC serviu de base para que outras instituicdes pudessem
elaborar normas e critérios internacionais para a avaliacdo da
seguranca dos AGMs. Dentre estas institui¢cdes, pode-se destacar
a Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD), a Food and Agriculture Administration (FAO) junto a
World Health Organization (WHO) e o International Life Sciences
Institute (ILSI).

A OECD introduziu o conceito de equivaléncia substancial
(ES) no inicio dos anos 90, que foi formulado como uma
ferramenta que permite a andlise de seguranca alimentar dos
AGMs. Nos anos subsequentes, as normas que regem a
equivaléncia substancial foram reformuladas por varios 6rgaos,
entre eles a OECD. O conceito de equivaléncia substancial é
uma parte dentro de uma estrutura mais ampla, que trata da
seguranca alimentar dos OGMs. A equivaléncia substancial se
baseia na idéia de que alimentos ja existentes, os chamados
convencionais, podem servir como base de comparagdo entre o
AGM e o seu analogo convencional. Por exemplo, comparar uma
soja convencional (nado-transgénica) com a mesma soja
convencional, s6 que com um gene exdgeno inserido em seu
genoma através da transgenia.

Os alimentos convencionais atualmente consumidos sao
considerados seguros devido ao seu histérico de uso seguro,
embora seja de conhecimento geral que alimentos contém fatores
antinutricionais e toxinas que, se forem consumidos em grandes
quantidades, podem causar danos a saude humana. Com a
aplicagdo do conceito de equivaléncia substancial, é possivel
determinar similaridades e diferencas entre o AGM e o seu analogo
convencional. No entanto, isso ndo traz garantia da seguranca
alimentar do OGM, o que deve ser complementado com estudos
toxicoldgicos adicionais, que devem ser conduzidos caso a caso.

Atualmente, o conceito de ES esta associado quase que
somente a avaliacao de organismos geneticamente modificados,
mas também poderia ser expandido para outros organismos
geneticamente modificados ou organismos modificados por
outras biotécnicas ou melhoramento tradicional.

Na avaliacdo da equivaléncia substancial, quando se
compara o AGM e o seu analogo convencional, existem trés
situagoées:

- total equivaléncia entre o alimento GM e o seu analogo
convencional;

- 0 alimento GM é substancialmente equivalente ao seu
analogo convencional, com excecdo da caracteristica inserida;

- ndo ha equivaléncia substancial entre o alimento GM e
seu analogo.

Na constatacdo de total equivaléncia entre o AGM e o
convencional ndo geneticamente modificado, o AGM é
considerado seguro e nao ha necessidade de testes adicionais.
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Quando a equivaléncia é verificada, mas a caracteristica
inserida constitui a diferenca entre o AGM e o0 nao
geneticamente modificado, devem realizar-se testes adicionais
relativos a nova proteina expressa. Estes testes adicionais sdo
aplicados de acordo com a natureza da transformacao genética
que foi realizada. Assim, é necessario conhecer a natureza e a
funcdo da nova proteina, a possibilidade de ocorréncia de
efeitos nao-intencionais e a transferéncia do(s) gene(s)
inserido(s) para a microflora do intestino de animais, a
alergenicidade da nova proteina, além do papel
desempenhado por este novo alimento na dieta. O fato do
AGM nao apresentar equivaléncia substancial com o seu
analogo convencional nao descarta a possibilidade de se
conduzir novos testes para avaliar a seguranca alimentar desse
novo alimento. Dessa forma, um estudo caso a caso deve ser
conduzido, levando-se em consideracgao as caracteristicas do
novo produto (KUIPER et al., 2001).

O ILSI Europa preparou um documento que enumera
os dados necessarios a avaliacdo da seguranca alimentar de
OGMs. Tais informacoes incluem os dados relativos ao inserto
(DNA exdgeno), o fendtipo do produto e a composi¢do
(incluindo a composicao total, nutrientes, antinutrientes e
toxinas). Dessa forma, a equivaléncia substancial entre o AGM
e o0 seu analogo convencional pode ser determinada. Assim,
como para a OECD e FAO/WHO, o ILSI considera também trés
situacOes relacionadas a equivaléncia substancial:
substancialmente equivalente, suficientemente similar e nao
suficientemente similar. Para produtos, alimentos ou
ingredientes, ndo substancialmente equivalentes, devem ser
obtidos dados referentes a nutricdo e toxicologia, além de
andlises de potencial alergénico que utilizam as ferramentas
da bioinformatica na busca de homologia com os alérgenos
conhecidos em bancos de dados disponiveis (ILSI, 1995).

A FAO/WHO recomenda que a avaliacdo da seguranga
alimentar seja baseada no conceito de equivaléncia
substancial. Para a FAO/WHO, os niveis de equivaléncia
substancial e as etapas subsequientes sdo semelhantes as
normas estabelecidas pela OECD (OECD, 1997). O Codex
Alimentarius é o 6rgdo da FAO/WHO responsavel pela
harmonizagao internacional de padrdes para alimentos, os
quais sdo adotados pelos paises participantes da Comissao
do Codex Alimentarius. Existe um comité do Codex que trata
das questées relacionadas aos alimentos derivados da
Biotecnologia, que possui a tarefa de desenvolver padroées,
normas e outras recomendacoes para os AGMs.

2.3 Implicacoes praticas do conceito de equivaléncia
substancial

A seguranga dos alimentos convencionais esta baseada
no histérico de uso seguro ao longo do tempo. Sabe-se,
porém, que os alimentos apresentam em sua COmposicao
fatores antinutricionais e toxinas (OECD, 1993a). Entretanto,
muitos componentes dos alimentos podem trazer beneficios,
como efeitos anticarcinogénicos (saponinas, glicosinolatos e
isoflavonas) e acao preventiva sobre a osteosporose
(isoflavona) e sobre a incidéncia de doencas cardio-vasculares
(flavondides). Sendo assim, a relacao entre a composicdo do
alimento e a saude esta extremamente relacionada com o
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consumo de determinados constituintes, que podem causar
efeitos positivos ou negativos (KUIPER et al., 2001; KUIPER et
al., 2002a; KUIPER et al., 2002b; AUMAITRE et al., 2002; NAIR
et al., 2002).

A avaliacao da seguranca alimentar de uma planta
implica na comparagdo entre variedades geneticamente
“préximas” e com variedades que ja se encontram no mercado.
Essa comparacao engloba analises fenotipicas e de
composicao, e vemn sendo usada com sucesso na avaliacao da
seguranca de plantas melhoradas convencionalmente durante
décadas. Esse procedimento, apesar de nao apresentar critérios
muito bem definidos, possibilitaram a producao de novas
variedades que nao apresentaram riscos aparentes ao
consumidor (WHO, 1995).

A andlise da composi¢do vem embasando a avaliagdo
da seguranca alimentar dos alimentos derivados de OGMs.
Diversos trabalhos cientificos ja relataram a analise
composicional de variedades geneticamente modificadas
(Tabela 1). Em 2001, a OECD elaborou documentos com as
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normas que orientam a inclusao dos teores de nutrientes e
anti-nutrientes nas analises dos OGMs. Outras analises
podem se fazer necessarias, dependendo do tipo de alteracdo
genética, ou para que analises mais minuciosas sejam
conduzidas e possiveis diferencas sejam detectadas.

Para a avaliacao da equivaléncia substancial, o analogo
da planta geneticamente modificada deve ser,
preferencialmente, um parental direto. Tal fato pode nao
ocorrer para todos os casos. Assim sendo, a OECD recomenda
O uso de controles que possam determinar se qualquer
diferenca detectada é efeito da alteracdo genética efetuada
(OECD, 1993a; AUMAITRE et al., 2002; NAIR et al., 2002).
Dessa forma, para conduzir a analise composicional, as plantas
geneticamente modificadas e seus analogos convencionais
devem ser cultivados sob as mesmas condicoes ambientais
(solo, clima, etc), pois tais condi¢bes podem ocasionar
diferengas significativas na composicdo, o que nao estaria
relacionado a alteragao genética.

TABELA 1. Analise composicional de variedades geneticamente modificadas.

Parametros testados *

Variedade Fendtipo
Canola Alto teor de acido laurico
Canola GT73 Resistente a herbicida (glifosato)
Algodao 1445 Resistente a herbicida (glifosato)
Algodao Resistente a herbicida (bromoxinil)
Milho GA21 Resistente a herbicida (glifosato)
Milho Resistente a herbicida (glufosinato)
Milho Resistente a inseto (Cry1Ab)
Milho Resistente a inseto (Cry1Ab)
Milho Bt176 Resistente a inseto (Cry1Ab)
Milho Bt176 Resistente a inseto (Cry1Ab)
Milho MONS810 Resistente a inseto (Cry1Ab)
Batata Resistente a herbicida (clorosulfurona)
Batata Resistente a inseto (Cry3A)
Arroz Presenca de glicinina de soja

Soja GTS 40-3-2
Soja GTS 40-3-2

Resistente a herbicida (glifosato)

Resistente a herbicida (glifosato)

Soja Altos teores de acido oléico
Abdbora Resistente a virus (ZYMV, WWMV2)
Beterraba Resistente a herbicida (glifosinato)
Tomate Resistente a inseto (Cry1Ab)

Tomate (Flavr Savr)

Poligalacturonase antisense

AA, AE, AG, GL

AA, AE, AG, GL, MI, PA, PX, SI
AA, AG, GP, MT, PX, TF

AA, CP, AG, GP

AA, AG, MI, PX

AA, AG, PX, AR

AA, AG, MI, PX

MT, PX

AA, MT, PX

AA, AG, MI, PX, AR

AA, AG, MI, AF, PX, AR, TF, IT
AA, PX

GA, M, PX, VI

AA, AG, MI, PX, VI

AA, AG, IF, LE, AF, PX, SR, IT, UR
IF

AA, AG, IF, MI, AF, PX, SR, IT, VI
M, PX, AR, VI

PX

AA, M, PX, TO, VI

M, PR, TO, VI

*Abreviaturas: AA, aminoacidos; CP, ciclopropenoides (acidos graxos); AE, acido erticico; AG, acidos graxos; GA, glicoalcaloides; GP, gossipol; IF,
isoflavonas; LE, lecitinas; MI, minerais; MT, micotoxinas; AF, acido fitico; PR, proteinas; PX, proximatos (proteinas, gorduras, cinzas, fibras, carboidratos);
SI, sinapina; SR, staquiose e rafinose; AR, aclcares; TF, tocoferol(s); IT, inibidor de tripsina; TO, alfa-tomatina; UR, urease; VI, vitaminas . Fonte:

KUIPER et al. (2001)
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E importante salientar que a variedade geneticamente
modificada seja cultivada em diferentes condi¢cdes ambientais
e diferentes estagdes do ano, para que diferencas metabdlicas
possam ser detectadas, explicando possiveis diferencas na
composicdo do alimento. Um exemplo classico é o aumento
significativo dos teores de glicoalcaldides em batata e tomate,
dependendo das condicbes de cultivo. Além disso, deve-se
levar em consideracao a variabilidade natural na composicao
dentro de uma mesma variedade. Para evitar barreiras
comerciais, estabeleceu-se uma padronizacao internacional
dos dados de composicao requeridos para a analise da
equivaléncia substancial (KUIPER et al., 2001; KUIPER et al.,
2002a; KUIPER et al., 2002b; AUMAITRE et al., 2002; NAIR et
al., 2002). Com isso, caso a variedade geneticamente
modificada apresente diferencas na composicao, em
comparacao ao seu analogo convencional, nao significa que
essa nova variedade seja nociva a saude humana. Assim, testes
adicionais devem ser realizados caso a caso, para estabelecer
a seguranca do AGM.

2.4 Avaliacao de riscos

- Avaliacao da seguranca de aditivos e contaminantes
em alimentos

A seguranca de aditivos, residuos de pesticidas, de
drogas veterinarias e de contaminantes esta baseada na
identificacdo do perigo, na caracterizacdo do perigo e na
avaliacdo do grau de exposicao a este perigo. O perigo é
definido como o potencial de um agente quimico em causar
efeitos nocivos; o risco é uma fungdo da probabilidade de um
efeito adverso ocorrer devido a presenga do composto
perigoso encontrado no alimento, além da severidade deste
efeito adverso (exposigao x toxicidade). Portanto, o risco é a
probabilidade do perigo ocorrer (FAO/WHO, 1995).

Em 1993, a OECD elaborou protocolos de testes
padronizados para avaliar a toxicidade de aditivos e
contaminantes. Estes testes sdo geralmente conduzidos em
modelos animais. Dependendo dos dados disponiveis e da
substancia em estudo, maiores ou menores fatores de
segurancga devem ser adotados. Assim, é provavel que o
uso de uma larga faixa de aceitacao para o estabelecimento
de padroes de ingestao diaria aceitavel (IDA) superestime o
real risco envolvido. Essa medida pode ser considerada
como uma abordagem inicial de seguranca (OECD, 1993a;
OECD, 1993b).

- Avaliacao da seguranca de alimentos [nao-
processados)

Os alimentos sédo constituidos de macro e
micronutrientes, antinutrientes e toxinas naturais. Sendo
assim, a avaliacdo da seguranca descrita anteriormente para
um composto quimico isolado fica impraticavel. Os alimentos
possuem componentes toxicos, onde a margem de seguranga
entre a ingestao segura e os possiveis efeitos adversos é muito
pequena. Um bom exemplo é o caso da dose recomendada
de vitamina A para mulheres gravidas, que é de 1mg/dia,
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enquanto o nivel estimado para a ingestao segura é de 3mg/
dia; os efeitos teratogénicos aparecem quando a ingestdo é
de 7,5mg/dia (ROTHMAN, 1995).

Os testes em animais devem ser orientados no sentido
de nao superdosar os alimentos, o que pode causar um
desbalanceamento nutricional na dieta do animal,
mascarando os efeitos de qualquer alteracdo inserida no
alimento. Assim, estabeleceu-se que a dosagem maxima seria
a quantidade maxima do novo alimento que pode ser incluida
na dieta do animal-teste, e a dosagem minima deve ser similar
a quantidade que seria ingerida na dieta humana (OECD,
1996).

A duracao minima recomendada pela FAO/WHO
(2000) para os testes com animais é de 90 dias, com
possibilidade de se prolongar por mais 90 dias em caso de
observacgdo de algum efeito adverso. Além disso, os testes
de seguranca do alimento devem ser realizados em paralelo
com estudos de toxicidade de constituintes especificos e
isolados.

- Avaliacao da exposicao e o papel da dieta

A introducao no mercado de novas variedades, ou
novos alimentos, oriundos de melhoramento convencional
ou através da biotecnologia, deve levar em conta o estado
nutricional de grupos de consumidores e da populacao em
geral. Isso porque existem habitos alimentares bastante
diversificados em determinadas regiées, o que pode promover
uma maior ou menor exposicdo ao risco. Esta questdo torna-
se mais critica quando diferentes variedades apresentam as
mesmas proteinas transgénicas, ou um ingrediente derivado
de OGM é componente de diferentes produtos alimenticios.
Dessa forma, se faz necessario a elaboracdo de um banco de
dados contendo os habitos alimentares da populacdo em
questao (HINO, 2002).

- Estudos com animais de grande porte

Um outro componente muito importante na avaliacao
de seguranca de AGMs, além dos estudos de composicdo e da
avaliacdo de seguranca da nova proteina introduzida, expressa
pelo gene inserido, consiste na avaliacdo de sua equivaléncia
nutricional, realizada através de estudos em que animais sao
alimentados com rac¢des produzidas a partir do organismo
geneticamente modificado (SIDHU et al., 2000).

Por exemplo, no caso da soja, uma vez que esta
constitui a principal fonte de proteina na dieta da maioria dos
animais de fazenda, podem ser utilizados animais como gado
leiteiro, porcos e frangos, que sao alimentados com racoes
contendo graos de soja moidos ou processados. Assim, sao
avaliados fatores como: consumo de racao, ganho de peso,
expectativa de vida, peso do peito (no caso de frangos),
producao e composicao do leite (no caso de gado leiteiro),
além da avaliacdo de patologias gerais etc. Normalmente,
este tipo de estudo nao é utilizado para avaliar a qualidade
de novas variedades de soja desenvolvidas através de técnicas
convencionais de melhoramento genético (HAMMOND et al.,
1996).
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No caso da soja tolerante a um herbicida especifico,
estudos com animais (gado leiteiro, frangos, ratos e peixes)
foram conduzidos com a finalidade de prover suporte
adicional a aceitacdo comercial dessa nova variedade de soja,
embora sua equivaléncia a variedades comerciais ja tivesse
sido confirmada através de estudos de composicdo. Neste
estudo, a linhagem parental nao modificada foi comparada
com duas linhagens geneticamente modificadas. Foi
constatado que as linhagens de soja geneticamente
modificadas sdo nutricionalmente equivalentes a linhagem
parental, ou seja, a incorporacdo genética da tolerancia ao
herbicida nao altera a “saudabilidade” da linhagem parental
(HAMMOND et al., 1996).

Em um outro estudo, milho geneticamente modificado
tolerante a herbicida foi utilizado na racao de frangos (50-
60% p/p). Concluiu-se que o milho geneticamente modificado
é tdo seguro e nutritivo quanto o milho convencional (ndo
modificado) (SIDHU et al., 2000).

2.5 Avaliacao de seguranca de alimentos
geneticamente modificados

- Avaliacdo da seguranca das novas proteinas
expressas - Alergenicidade

Havendo equivaléncia substancial entre o OGM e o
seu analogo convencional, com excecao da nova caracteristica
inserida, estudos adicionais com enfoque nesta caracteristica
devem ser conduzidos. Algumas analises sdo consideradas
suficientes para garantir a seguranga dos novos alimentos,
como a verificagdo da homologia da sequiéncia de aminoacidos
(estrutura primaria) da nova proteina expressa, com a de
proteinas sabidamente alergénicas e da digetibilidade
proteolitica sob condi¢gdes que simulam a digestdo de
mamiferos (FAO/WHO, 1996). No entanto, existem
circunstancias em que outros testes se fazem necessarios, tais
como a analise da especificidade e o modo de acao da proteina,
possibilidade da proteina estar envolvida com efeitos téxicos
nos mamiferos ou se a estrutura primaria da proteina sofre
modificacdes naturais, mobilidade eletroforética,
imunoreatividade com anticorpos poli e monoclonais e
possiveis variacoes pos-traducionais (glicosilacoes, acetilacoes
ou fosforilagées) (WHO, 2000).

O potencial alergénico das novas proteinas expressas
por variedades geneticamente modificadas é a principal
preocupacao no que se refere a seguranca alimentar destes
produtos, principalmente se nao ha historico de alergenicidade
de tais proteinas. Um exemplo classico de proteinas expressas
por variedades geneticamente modificadas sdo as proteinas

(Cry) de Bacillus thuringiensis.

As proteinas Cry tém sido introduzidas nas plantas
GM para conferir as novas variedades propriedades
inseticidas contra larvas de determinados insetos. O
mecanismo de acao dessas proteinas baseia-se na ligagao
especifica proteina-receptor das células epiteliais do
intestino da larva do inseto. Esta acao provoca a formacao
de poros e, consequientemente, ocorre a lise celular, seguida
de morte por privacao nutricional.

Na anadlise dessas proteinas, além dos testes
relacionados anteriormente, as mesmas foram avaliadas
quanto a capacidade de ligacdo com tecidos do trato intestinal
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(ensaio in vitro) de roedores e de primatas, inclusive de
humanos (EPA, 2000a; NOTEBORN, 1995). Apds a analise
dos resultados, verificou-se que ndo ha presenca de
receptores especificos em tecidos de mamiferos.

Outro exemplo é a avaliacio do risco da proteina Cry9C
(68 kDa) de B. thuringiensis (subespécie tolworthi), que foi
expressa no milho, produzindo o evento milho StarLink™,
utilizado como ragdo animal. Esta proteina apresentou
caracteristicas semelhantes as proteinas alergénicas ja
conhecidas, como o peso molecular, resisténcia ao ataque
proteolitico do suco gastrico e ao tratamento acido e térmico
A proteina induz uma resposta positiva ao IgE, e pode ser
encontrada intacta na corrente sanguinea de ratos
alimentados com este evento. No entanto, a sua sequéncia
de aminoacidos ndo possui nenhuma homologia com outras
proteinas alergénicas ou toxinas. Além disso, o extrato protéico
do milho convencional e do StarLink™ se mostraram
semelhantes quanto a reatividade contra soro de pacientes
alérgicos a milho ou a outros alimentos. Diante do exposto e
em consequiéncia de duvidas metodoldgicas, ainda ndo ha
um parecer conclusivo da possivel alergenicidade da Cry9C
(EPA, 2000a; EPA, 2000b; CDC, 2001).

Outra experiéncia com proteinas com potencial de
alergenicidade é o caso da introducdo da subunidade 2S-
albumina da castanha-do-Brasil (Bertholettia excelsa), para
ser expressa em soja. O objetivo da transformacao era
produzir uma soja com maiores niveis de metionina,
aumentando o valor nutricional do produto, que seria
utilizado como racao animal. Entretanto, muitos
consumidores apresentam reagdes alérgicas a castanha. O
soro destes consumidores alérgicos apresentou reatividade
com a proteina. Sendo assim, o desenvolvimento da soja rica
em metionina foi cancelado. Vale a pena salientar que o
cancelamento foi devido a alergenicidade apresentada pela
castanha e nao ao gene que codifica para a proteina alergénica.

- Avaliacdo da seguranca da ingestao de alimentos
geneticamente modificados

Diversos estudos tém sido realizados no sentido de
acompanhar o desenvolvimento de animais alimentados com
ragdes ou alimentos contendo OGMs e a avaliacao de sistemas
in vitro, que simulem as condicbées gastrintestinais de
humanos (HERITAGE, 2002). Os parametros avaliados estdo
apresentados na Tabela 2. Na quase totalidade destes estudos,
nao foram verificados efeitos adversos, patologias ou
histopatologias anormais.

Deteccao e caracterizacao de efeitos nao-
intencionais

Quando sequéncias de DNA especificas sdo inseridas
no genoma de uma planta, produzindo o chamado efeito
intencional (alvo), outras alteracoes neste genoma podem
ocorrer (disrupgao de genes, silenciamento ou ativacao de
outros), como resultado da formacdo de novos metabdlitos
ou da alteragdo dos niveis de metabdlitos ja existentes.
Essas alteragbes inesperadas sao chamadas de efeitos
nao-intencionais (nao-alvos) (TURK; SMEEKENS 1999;
DUECK et al., 1998).
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TABELA 2. Andlises de toxicidade utilizando alimentos geneticamente modificados?.
Variedade Evento Animal Duracdo Parametros
Semente de Endotoxin Bt Rato 28 dias Peso, digestibilidade, histopatologia dos érgaos, analise do
algodao sangue
Milho Endotoxina Cry9c (B. Homem Reatividade com soro
thuringiensis var. tolworth)
Batata Lectina (Galanthus nivalis) Rato 10 dias Histopatologia de intestinos
Batata Endotoxina Cry1 Rato 14 dias Histopatologia de intestino
Batata Glicinina (soja, Glycine max) Rato 28 dias Consumo, peso, analise do sangue, contagem de células
somaticas, peso dos 6rgaos, histopatologia de figado e rins
Arroz Glicinina (soja, Glycine max) Rato 28 dias Consumo, peso, andlise do sangue, contagem de células
somaticas, peso dos érgéaos, histopatologia de figado e rins
Arroz Acetiltransferase Rato Aguda e 30 Consumo, peso, Dosagem Letal Média, analise do sangue,
fosfinotricina (Streptomyces dias peso dos érgaos, histopatologia
hygroscopicus)
Soja GTS 40-3-2  CP4 EPSPS (Agrobacterium) Rato 105 dias Consumo, peso, histopatologia de intestino e niveis de IgE e
IgG , reatividade com soro
Soja CP4 EPSPS (Agrobacterium) Homem Reatividade com soro de pacientes alérgicos a soja
GTS 40-3-2
Soja GTS 40-3-2  CP4 EPSPS (Agrobacterium) Rato 150 dias Andlise do sangue, composicao da urina, atividade de enzimas
hepéticas
Soja 2S Albumina (Castanha do Homem Reatividade com soro de pacientes alérgicos a castanha do
Brasil, Bertholetta excelsa) Brasil
Tomate Endotoxina Cry1Ab (B. Rato 91 dias Consumo, peso, peso dos érgaos, analise do sangue,
thuringiensis var. kurstaki) histopatologia
Tomate Poligalacturonase anti-sensi Rato 28 dias Consumo, peso, peso dos 6rgaos, analise do sangue,
(tomate, Lycopersicon histopatologia
esculentum)

2Dados disponiveis em trabalhos publicados® Teste adicional de mutagenicidade

Fonte: KUIPER et al. (2001)

A identificacdo dos efeitos ndo-intencionais pode
ser conduzida através da analise das caracteristicas
agronémicas/morfologicas da nova variedade, além das
analises de nutrientes-chave, antinutrientes e toxinas
naturais (Tabela 3).

Algumas vezes, pode-se predeterminar quais seriam
0s possiveis efeitos ndo-intencionais através do conhecimento
do fragmento de insercdo, da funcdo da proteina que sera
expressa ou da sua participacdo nas vias metabdlicas. No
entanto, muitos dos efeitos ndo-intencionais sdo impossiveis
de serem previstos devido ao desconhecimento das interacoes
gene-gene, da regulacdo da expressao génica e da existéncia
de regulacbes cruzadas, os efeitos pleiotropicos (YE et al.,
2000).

Vale ressaltar que a ocorréncia de efeitos nao-
intencioanis nao é exclusividade dos OGMs. Nos alimentos
obtidos por métodos convencionais é comum a deteccao
dessas alteracoes adversas.

As limitagbes destas analises podem estar relacionadas
a ocorréncia de toxinas e antinutrientes desconhecidos e a
disponibilidade de métodos de deteccao adequados. Para
identificar possiveis efeitos ndo-intencionais, sdo utilizadas
diferentes abordagens: a analise de um composto especifico,
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a analise de um perfil composicional, perfilamento
(fingerprinting), analise a nivel de DNA, analise da expressao
génica, analise protedmica e analise do metaboloma.

Andlise de compostos especificos

A analise de compostos especificos se baseia na analise
de nutrientes-chave como proteinas, carboidratos, gorduras,
vitaminas e outros componentes que, se sofrerem alguma
alteracao nao-intencional, podem afetar o valor nutricional e
a seguranca do novo alimento em estudo. Para a selecao
desses compostos, deve-se considerar a variedade modificada,
a estrutura e funcdo do gene inserido e a possibilidade de
interferéncia do produto destes genes inseridos nas vias
metabdlicas, como pode ser ilustrado na Figura 1.

Andlise por perfilamento

A analise por perfilamento foi desenvolvida para a
identificacado de mudancas na fisiologia do organismo
receptor, alvo da modificagdo genética. Essas mudancgas
podem ocorrer em varios niveis: de integracao celular, de
DNA, de expressdo génica, de traducdo de proteinas e de
alteracbes nas vias metabdlicas (KUIPER et al., 2001).
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modificadas.

Planta Receptora Caracteristica Efeito nao-intencional

Canola Super esxpressao de fitoeno-sintase Alteracoes multiplas no metabolismo (tocoferol, clorofila, acidos
graxos, fitoeno)

Batata Expressao de invertase de levedura Reducéo do contetido de glicoalcaldide (-37%-48%)

Batata Expressao de glicinina de soja Aumento do contetido de glicoalcaldide (+ 16%-88%)

Batata Expressao de levansucrase bacteriana Perturbagbes adversas nos tecidos tubarios e no transporte de
carboidrato no floema

Arroz Expressao de glicinina de soja Aumento do contetdo de vitamina B6 (+50%)

Arroz Expressdo de polivitamina A Formacéo inesperada de derivados de carotendide (beta-caroteno,

Via de biossintese luteina, zeaxantina)

Soja Expressao de resisténcia a glifosato (EPSPS) Alto teor de lignina (20%) em solos sob temperatura normal (20°C),
talos rompidos e reducdo no rendimento em solos sob altas
temperaturas (45°C).

Trigo Expressdo de glicose oxidase Fitotoxicidade

Trigo Expressdo de fosfatidil serina sintase Lesbes necroticas

Fonte: KUIPER et al. (2001)

Analise de efeitos
nao-intencionais

Planta
Tecido

DNA l’
MRNA 1
Proteinas

Metabdlitos l

Alteracoes fenotipicas

Anadlise da sequiéncia de DNA
(local de insercao)

Alteracao no perfil de expressao génica
Alteracao no perfil de proteinas

Alteracao no perfil de metabdlitos

FIGURA1. Diferentes niveis de integracdo para a deteccdo de efeitos nao-intencionais (KUIPER et al., 2001).

Muitos sao os fatores que interferem nas propriedades
agrondmicas, morfoldgicas e fisiolégicas de uma variedade
alimentar, como as caracteristicas genéticas, os fatores
agronémicos (solo, uso de fertilizantes, etc), influéncias
ambientais (localizacao, clima, hora do dia e estresses),
interacdes micrébio-planta, estagio de maturidade da planta,
além dos efeitos da pds-colheita (armazenamento, transporte,
distribuicao, patologias, etc.).

O estudo dos efeitos nao-intencionais ja vem sendo
realizado nos produtos agricolas que chegaram ao mercado
nos ultimos cinco anos como resultado da “primeira onda”
da engenharia genética. Esses produtos, que apresentam
caracteristicas como tolerancia a herbicidas e resisténcia a
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insetos, apresentaram pequenos beneficios aos consumidores.
A busca dos efeitos nao-intencionais nos OGMs sera ainda
mais importante no momento que os OGMs da “segunda
onda” (alimentos funcionais) entrarem no mercado, trazendo
produtos com novas caracteristicas, que promovem melhoras
na saude do consumidor, como a soja com alto conteudo de
acido oléico. Além disso, a maior revolucao na produgao
agricola é esperada com a “terceira onda” (bio-fabricas), que
trara produtos contendo medicamentos e outros
componentes importantes para a saude humana e producao
animal, o que poderia resultar numa “revolucdo da satde”
promovida por produtos geneticamente modificados
(PORTUGAL, 2001).
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Analise de DNA

A abordagem mais direta para a identificacao de efeitos
intencionais e nao-intencionais é a localizacdo e a
caracterizacdo do local de insercao do transgene na planta
receptora. Assim, é necessario buscar dados das sequéncias
que flanqueiam o sitio de insercdo do transgene, através do
sequenciamento. Além do seqlienciamento, a localizacéo e a
estrutura do transgene podem ser identificadas através de
metodologias como hibridizacao in situ e hibridizacao in situ
por fluorescéncia (SPERTINI et al., 1999; IGLESIAS et al., 1997;
PEDERSEN et al., 1997).

Andlise da expressao génica

O estudo da expressao génica tem sido realizado com
sucesso através da tecnologia microarray, que se baseia na
hibridizacdo de moléculas de RNA mensageiro (RNAm) de
amostras em estudo com sequéncias-alvo imobilizadas em
spots definidos e ordenados. Antes da hibridizagao, os DNAs
complementares obtidos dos RNAmMSs sdo marcados com um
corante fluorescente e a intensidade da fluorescéncia, apds a
hibridizacdo, é que se traduz na medida do nivel de expressao
de cada gene diferente. Essa técnica permite a analise da
expressdo de um grande numero de genes, além da
possibilidade de comparacao de perfis de expressao sob
diferentes condicées de cultivo, maturacao, estresses, etc.
(KUIPER et al., 2001).

O microarray é uma metodologia que permite a
observacao da ocorréncia de alteracoes na expressao génica,
fornecendo informacgdes iniciais da natureza dessas alteracgoes,
que podem apresentar algum efeito no valor nutricional e na
seguranca dos produtos em estudo. Uma metodologia
alternativa ao microarray é a DDRT-PCR (Diferencial Display
Reverse Transcriptase-Polymease Chain Reaction)
(COLMENARES et al., 2000).

Andlise protedmica

O conhecimento da complexidade bioldgica de células
vegetais pode ser expandido através da analise proteémica,
que é a técnica que permite a analise de inUmeras proteinas
simultaneamente, auxiliando na compreensao da funcao dos
genes. Uma das metodologias mais adotadas é a eletroforese
bidimensional de misturas de proteinas e a SDS-PAGE (sodium-
dodecyl-sulfate-polyacrilamide gel eletrophoresis) juntamente
com analises por espectrometria de massa. Basicamente, a
analise protedbmica se resume na identificacdo de proteinas e
suas alteracbes poés-traducionais, quantificacdo da variagao
na composicao da mistura de proteinas e analise das interagoes
proteina-proteina (KUIPER et al., 2001).

Analise do metaboloma

A andlise multicomposicional dos compostos
biolégicos ativos do vegetal (nutrientes, antinutrientes, toxinas
e outros compostos relevantes) e suas interacoes, também
chamada analise do metaboloma, permite a deteccdo de
efeitos intencionais e ndo-intencionais resultantes de uma
modificacdo genética.
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As metodologias utilizadas sao a cromatografia gasosa
(CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a
ressonancia magnética nuclear (RMN), além da CG-acoplada a
espectrometria de massa, que vem se mostrando uma
excelente ferramenta para a determinacao do perfil
metabolémico. Esses métodos permitem a deteccdo e a
quantificacdo de um grande numero de compostos numa
amostra, possibilitando a aquisicao de informacées mais
detalhadas sobre possiveis alteracbes em OGMs, do que as
resultantes de analises de compostos isolados. A identificacao
de alteracdes conduz a avaliacbes adicionais para o
estabelecimento da segurancga alimentar como testes in vitro
ou in vivo (KUIPER et al., 2003).

2.6 Os genes marcadores

Na construcao de vetores para a obtencao de OGMs,
0s genes marcadores seletivos utilizados geralmente sao
0s genes que codificam resisténcia a antibidticos ou a
herbicidas. O uso desses genes marcadores vem causando
grandes discussdes, em virtude do risco de transferéncia e
expressao destes genes de resisténcias em bactérias,
causando problemas clinicos e veterinarios. No entanto,
existem estudos que explicam a dificuldade da transferéncia
e da expressao dos genes marcadores ocorrerem. A
transferéncia do DNA de uma planta para a microbiota
intestinal de células de mamiferos dependeria de condigdes
muito especificas como a liberacdo dos genes especificos
do DNA da planta, a permanéncia da integridade do gene
sob as condicbes gastrintestinais (presenca de nucleases
da planta, das bactérias e das células de mamiferos), o
transporte competitivo dos genes, as células de mamiferos
e das bactérias deveriam estar “competentes” para a
transformacéo, além da resisténcia dos genes ao ataque
das enzimas de restricao. Além disso, o gene seria inserido
no genoma do hospedeiro (da microbiota ou do mamifero)
através de processos raros de reparo ou de recombinacao.
A transferéncia de DNA de planta para bactérias ocorre em
condicbes de laboratdério, quando a recombinacao
homodloga é possivel de ocorrer. Assim, um gene so tem a
possibilidade de ser transferido da planta para a bactéria,
se este mesmo gene tiver seqUiéncias similares no genoma
da bactéria.

Mesmo com estas dificuldades para a ocorréncia da
transferéncia e expressdo de genes, outros genes estao
sendo utilizados como marcadores nas transformacoes
genéticas mais recentes. Dentre estes novos marcadores,
pode-se destacar os genes que codificam a triptofano
descarboxilase, a B-glucoronidase, xilulose-fosfomanose
isomerase, xilose isomerase (onde o OGM cresce em meio
contendo xilose, que é normalmente toxico), fosfomanose
isomerase (OGM cresce em manose 6-fosfato). Outra
alternativa é retirar (“nocautear”) os genes marcadores apos
a transformacao e selecdo bem sucedidas, utilizando o
sistema CreLox (GLEAVE et al., 1999).
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3. ROTULAGEM DE ALIMENTOS GENETICA-
MENTE MODIFICADOS

A medida que a discussdo sobre as questdes de
comércio internacional relacionadas a biotecnologia se
intensifica, observa-se a crescente necessidade de se distinguir
alimentos geneticamente modificados daqueles que ndo foram
geneticamente modificados. Em varios paises, a legislacao
para a rotulagem de alimentos estabelece limites permissiveis
de OGMs, os chamados “threshold levels”. Assim, alimentos
gue contém ingredientes geneticamente modificados em
niveis acima do permitido devem ser rotulados como
“geneticamente modificados” (ERICKSON, 2000).

A questdo da rotulagem esta longe de atingir um
consenso mundial e tem merecido a atengdo de varios paises,
principalmente pelo impacto de custo que podera causar na
cadeia produtiva. Um estudo realizado pela KPMG (2000) para
0s governos da Australia e da Nova Zelandia mostrou que,
quanto menor o limite para a presen¢a nao-intencional de
organismos geneticamente modificados em partidas de
alimentos convencionais, maior sera o acréscimo no custo do
produto final.

Na Uniao Européia, esta em vigor legislacdo que
determina que alimentos que contém uma porcentagem
superior a 0,9% de OGMs ou seus derivados devem ser
rotulados. Como esta legislacao isenta da rotulagem os
alimentos que ndo contém quantidades mensuraveis da nova
proteina ou DNA, estd em discussdo uma nova proposta que
estabelece medidas de rastreabilidade para que todos os
alimentos geneticamente modificados sejam rotulados.

No Japao, foi estabelecido o nivel de 5% para a soja e,
no caso do milho, devido a potencial polinizacdo cruzada,
nenhuma porcentagem foi estabelecida. Na Australia e Nova
Zelandia, foi estabelecido o limite de 1% para a presenca de
qualquer alimento geneticamente modificado ja aprovados
para consumo nestes paises, sem que seja necessaria a
rotulagem; acima deste limite, a rotulagem é obrigatdria.

Contudo, a rotulagem pode ndo ser requerida para
alimentos que ndo contém quantidades mensuraveis da nova
proteina ou DNA (BEEVER; KEMP, 2000), como é o caso de
alguns ingredientes alimentares altamente refinados (por
exemplo, sacarose e Oleos vegetais), uma vez que qualquer
material genético e proteina que possam estar presentes sao
destruidos e removidos durante o processo de refino; assim,
o produto final que entra na composicdo do alimento néo é,
em si, modificado e, portanto, nao pode ser distinguido
daquele produzido através de meios convencionais
(DONALDSON; MAY, 2000).

Nos Estados Unidos, ndo existe nenhum
requerimento obrigatério para a rotulagem de alimentos
geneticamente modificados. O FDA mantém a posicdo de
que, se alimentos geneticamente modificados sao
substancialmente equivalentes aos seus analogos
convencionais, nenhum tipo de rotulagem é requerida, a
Nnao ser nos casos em que o conteldo nutricional tenha
sido alterado ou quando o produto contenha alérgenos
conhecidos (ERICKSON, 2000).
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No Brasil, o Decreto N° 4.680, de 24 de abril de 2003,
estabelece que tanto os produtos embalados, como os
vendidos a granel ou in natura, que contenham ou sejam
produzidos a partir de organismos geneticamente
modificados, com presenca acima do limite de um por cento
do produto, deverao ser rotulados e o consumidor devera ser
informado sobre a espécie doadora do gene no local reservado
para a identificacao dos ingredientes. O novo decreto também
estabelece que os alimentos e ingredientes produzidos a partir
de animais alimentados com racao contendo ingredientes
transgénicos deverao ser rotulados com a seguinte expressao:
“(nome do animal) alimentado com racao contendo
ingrediente transgénico” ou “(nome do ingrediente) produzido
a partir de animal alimentado com ragao contendo ingrediente
transgénico” (BRASIL, 2003).

Ressalta-se a importancia da metodologia de deteccio
da presenca de organismo geneticamente modificado, tema
este que esta em discussao em diversos foruns internacionais,
mas que ainda nao chegou a um consenso. Percebendo que
a metodologia atualmente disponivel ainda nao se encontra
internacionalmente validada, a Comissao do Codex
Alimentarius esta dando alta prioridade a esta questao através
do CCMAS (Codex Committee on Methods of Analysis and
Sampling).

4. CONCLUSOES

O cenario atual indica que por sua relacao intima com
a necessidade de seguranca, o desenvolvimento da
biotecnologia agropecudria deverd seguir uma rota
diferenciada de outros setores industriais que nido tém essa
caracteristica. Via de regra, o desenvolvimento de qualquer
industria nascente enfatiza principalmente questées de
mercado. A biotecnologia agropecuaria tem forcosamente que
considerar um outro aspecto: informacao precisa ao
consumidor sobre esta nova tecnologia, utilizando como
referéncia neste processo a mais confiavel base cientifica.

Mesmo que muita experiéncia tenha sido adquirida
no que se refere a analise de produtos desenvolvidos e
comercializados em outros paises, é necessario que 0s
protocolos de seguranca sejam desenvolvidos e/ou adaptados
para condigdes locais. No que se refere a seguranga ambiental,
este desenvolvimento e/ou adaptacao é imperativo, uma vez
que os resultados podem ser diferentes daqueles ja obtidos
em outras regides do mundo. A analise de seguranca alimentar
tem que ser complementada nos casos em que Novos dados
estao disponiveis (por exemplo, No caso de um novo transgene
ser utilizado) ou se existirem outras aplicacées na cadeia
alimentar.
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