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_Introdugéo

A engenharia genética (também denominada tecnologia de DNA
recombinante) permite a transferéncia de genes entre organismos ndo
relacionados, um feito impossivel de obter através do melhoramento
convencional. Como resultado um organismo geneticamente modificado
(OGM) contera uma ou mais caracteristicas modificadas ou adicionais,
codificadas pelos genes introduzidos/ alterados. Até a presente data,
na Unido Europeia, s&0 apenas 5 as culturas geneticamente modificadas
(GM) aprovadas para consumo humano - a soja, o0 milho, a colza,
0 algodao e a beterraba - e basicamente duas as caracteristicas que
se tém introduzido neste tipo de alimentos - a tolerancia a herbicidas
e a resisténcia a insetos (http://www.gmo-compass.org). Para a
tolerancia a herbicidas séo essencialmente utilizados dois genes, o gene
CP4EPSPS e o gene PAT que conferem, respetivamente, tolerancia
aos herbicidas glifosato (também conhecido por Roundup) e
L-fosfinitricina (também denominado PPT, glufosinato de aménio, BASTA
ou Bialaphos) (). Relativamente & resisténcia a insetos a nivel comercial
tém sido basicamente utilizados genes Cry provenientes de Bacillus
thuringiensis (muitas vezes também designados de genes Bt) (2).

_Os beneficios desta nova tecnologia s@o potencialmente ilimitados
e tém vindo a ser comprovados através da criagao de espécies vegetais
mais produtivas, mais nutritivas, mais resistentes a pragas etc.
Apesar dos comprovados potenciais beneficios, a utilizagao da tecnologia
de DNA recombinante, na producéo de alimentos, tem levantado enorme
preocupacéo por parte dos consumidores (©).

_As alergias alimentares s&o um problema nutricional severo em adultos
e criancas, podendo ser causadas por qualquer proteina contida num
alimento. A potencial alergenicidade dos alimentos GM é uma das
principais preocupagées dos consumidores. E, assim, de extrema
importancia, avaliar os possiveis efeitos pleiotrdpicos da expressao das
novas proteinas, introduzidas nos alimentos GM, em termos de potencial
alérgico.

_Objetivo

Foi objetivo deste trabalho, comparar o potencial alérgico de amostras
diferentes de soja e milho GM, aprovadas para consumo humano na
Unio Europeia, com 0 dos seus controlos ndo geneticamente modificados.
Pretendemos ainda contribuir para a identificagdo de novos potenciais
alergénios nas amostras em estudo.

_Métodos

Neste trabalho foram utilizadas diferentes técnicas e abordagens:
Real Time RT-PCR

Quantificdmos a expressao de alergénios ja conhecidos em amostras
de milho MON810 geneticamente modificado vs controlo, ao longo do
desenvolvimento da semente (10, 16 e 23 dias ap6s polinizacao).
Teste de “prick”

Avalidmos a reagdo de individuos com alergia alimentar a extratos
proteicos de amostras de milho (Bt11, Bt176, T25 e MON810) e soja
(RoundUpReady) GM, em comparagdo com os controlos,
ndo modificados.

Ensaios de Western com plasmas humanos e identificacéo por
Espectrometria de massa

Comparamos a reacéo das IgE de individuos alérgicos ao milho e soja,
as amostras em teste (milho MON810 e soja Roundup Ready) com a
reagao aos respetivos controlos. Esta abordagem compreendeu 3 fases:

12 Fase: Separacéo das proteinas por electroforese bidimensional em
gel de poliacrilamida e subsequente transferéncia para membrana de
Nitrocelulose.

2% Fase: Ensaio de Western blot utilizando plasmas de pacientes
alérgicos ao milho e soja (IgE immunoblot). Esta fase teve como objetivo
comparar a ligacao entre as IgE presentes nos plasmas testados e as
proteinas dos alimentos GM vs. controlos ndo geneticamente modificados.

37 Fase: Identificacdo, por espectrometria de massa, das proteinas
reativas (Parceria com o Centre de Recherche Public - Gabriel Lippmann).
Nesta fase pretendeu-se ndo s6 identificar as potenciais diferencas
identificadas na fase anterior, mas também contribuir para a identificacéo
de novos potenciais alergénios da soja e milho.

_Resultados:

Real Time RT-PCR

No estdo apresentados os resultados referentes a quantificagao
do alergénio de milho Zea m50, ao longo do desenvolvimento da semente.
Nao foram encontradas diferencas significativas de expressao deste
alergénio entre a amostra Controlo (C) e a amostra GM (milho MON810),
em nenhum dos 3 estadios de desenvolvimento analisados. Este
mesmo resultado foi observado para todos os outros alergénios de milho
testados (Zea m14, Zea m25, Zea m27, Zea m50, Trypsin Inhibitor) (4),
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Grafico 1: [] Resultados da expresséo relativa obtida por
“Quantitative real time RT-PCR” do alergénio Zea m50
ao longo do desenvolvimento da semente.
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10d- 10 dias apés polinizagao; 16d- 16 dias apds polinizagéo;
23d- 23 dias apds polinizagdo; C- Controlo; GM- Milho MON810 geneticamente modificado.

Teste de “prick”

Apenas os individuos com alergia ao milho e/ou soja apresentaram
reatividade aos extratos proteicos em teste, no entanto, nenhum
dos individuos reagiu diferentemente as amostras GM vs controlos.
Todos os voluntarios apresentaram halos superiores a 3mm
para o controlo positivo, histamina, e nenhum reagiu ao controlo
negativo. Na 7zh¢/2 1 estdo sumarizados os resultados obtidos (%),

Tabela 1: [ Resultados dos testes de “prick”.

Teste de Prick

Numero de
Individuos

Respostas
Diferenciadas

Proteina introduzida:

PAT 77 0
CrylA(b) 77 0
CP4EPSPS 27 0

PAT- Phosphinotricine acetyl transferase;
CP4EPSPS- CP4-5-Enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase.

Ensaios de Western com plasmas humanos e identificagéo por
Espectrometria de massa

Os individuos envolvidos apresentaram reagoes diversas contra o
proteoma das amostras testadas (“:). Um exemplo disso esta patente
nos resultados presentes na Figura 1, onde se constatam reacgoes
dispares dos dois individuos representados contra uma mesma amostra
de milho. Este resultado veio comprovar a enorme diversidade de
proteinas alergénicas presentes nas amostras testadas (soja e milho).
Apesar desta diversidade de reagdo entre individuos, constatou-se a
auséncia de diferencas significativas entre a reacao dos individuos em
teste contra as amostras geneticamente modificadas quando comparadas
com a reagao aos respetivos controlos.

Figura1: [ Exemplo de um ensaio de reactividade das IgE de dois
individuos alérgicos ao milho, contra uma amostra de

milho ndo GM.
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Individuo Alérgico | - Milho néo GM

Individuo Alérgico I- Milho ndo GM

Individuo Alérgico 2 - Milho néo GM Individuo Alérgico 2 - Milho ndo GM

Filme de quimiluminescéncia Filme de quimiluminescéncia sobre membrana

de nitrocelulose corada com “deep purple”

1 e II-Electroforese bidimensional em gel de poliacrilamida de um extrato proteico total de milho.
Setas vermelhas- “spots” imunoreactivos, k = kDa.

Nota: Geis de poliacrilamida de 12,5%. Tiras de 13cm com gama de gradiente ndo linear de 3a 11.
Géis corridos com 400ug de proteina.

_0 uso da técnica de espectrometria de massa (MS/MS) permitiu-nos
proceder a identificagcdo de alguns dos “spots” imunoreactivos
selecionados. Na 7ahela 2 é apresentada uma compilagéo de todos os
potenciais alergénios da soja e milho identificados até a presente data,
bem como dos potenciais alergénios identificados no decurso deste
trabalho.

_Consideramos, assim, que embora seja necessario avaliar caso a caso
a potencial alergenicidade dos alimentos geneticamente modificados,
com base nos estudos efetuados até a data, pensamos néo existirem
razbes para afirmar que existem alteracdes significativas do potencial
alérgico destes alimentos comparativamente aos seus controlos ndo
modificados.
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Tabela 2: Novos alergénios de milho identificados neste estudo (a rosa) e alergénios ja reportados por outros autores (a verde).

Zeamil Trypsin inhibitor /2S albumin family GlymIAand Glym 1B Soybean hydrophobic protein
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