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Test di alimentazione con alimenti e mangimi
Interi su roditori

* Linee guida EFSA per i test a 90 giorni

* Esempi di Test a 90 giorni gia effettuati

* Test di tossicita su pomodoro BT
* Studi Seralini
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“Safety and Nutritional Guidance on
Assessment of conducting repeated-
Genetically Modified dose 90-day oral
Plants and Derived toxicity study in
Food and Feed: The rodents on whole
role of animal feeding food/feed
trials” _

~ food and § EFSA Scientific Committee
Report ¢ oxcelogy VIO Panel
Working mal European Food Safety Authority (EFSA),

Feeding %E Parma, ltaly
P KA EFSA Journal 2011;9(12):2438




Difficolta incontrate n o

alimenti/mangim efsan

J La naturale «grossezza» dell’alimento
* | ratti mangiano i pomodori ?

4 Dieta con alimenti/mangimi gustosa?
4 Il raggiungimento della sazieta ?

[ Necessita di mantenere il bilanciamento nutrizionale nella
dieta

d Limite di massima somministrazione del materiale GM
nella dieta al fine di prevenire lo sbilanciamento dei
nutrienti (e delle tossine natuali)

 Effetto matrice




Quando sono | test s:l - Rfca.
alimenti/mangimi | B s oty
EFSA Guidance 2011: studi di

sicurezza/alimentazione su alimenti/mangimi interi su
roditori durante 90 giorni

Solo sulla base di:

Rilevanti differenze molecolari, composizionali, fenotipiche, agronomiche che
necessitano di ulteriore caratterizzazione

Incertezze sulla possibile presenza di effetti non intenzionali

Possibili interazioni tra GM eventi combinati (stacked)

REGOLAMENTO DI ESECUZIONE (UE) N. 503/2013
DELLA COMMISSIONE: ... Il richiedente deve in ogni
caso includere uno studio di sicurezza/alimentazione
con un singolo evento GM o con eventi di
trasformazione stacked (obbligatorio)
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*Linee Guida OECD (1998) 408, valutazione della tossicita subcronica
delle sostanze chimiche

4 gruppi (controllo + 3 dosaggi: basso, medio ed alto)

80 animali di entrambi i sessi

La dose piu alta dovrebbe causare tossicita

Della dose piu bassa si dovrebbe riportare il NOAEL (No-Adverse-
Effect —Level)

d Sullintero alimento & raccomandato I'uso di 2 sole dosi (alta e
bassa) ed il controllo.




Parametri per la valutazi j‘iﬂefsan

tossicologica (OECD Line 108)

d Intake, aumento del peso , emocromo, test
biochimici su sangue ed urina, test
Istopatologici e esame necroscopico limitato.

d Parametri Immunologici ed ormonali
sull'intestino caso per caso.




Alloggiamento e cura de .
animali efsan
d Per il  welfare e per ragioni scientifiche gli animali

dovrebbero essere tenuti in coppia nelle gabbie.

d L’isolamento é stressante per il ratto:
* |perattivita motoria
* Incremento della variabilita del peso

4 Implicazioni statistiche:
*La gabbia con 2 animali e cosiderata [l'unita
sperimentale.
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J Quale effetto di interesse scientifico dovrebbe essere
preso in considerazione (portata dell’effetto)?

4 Utilizzo del “Standardized Effect Size” (SES):

* Differenza delle medie tra gruppi sottoposti al trattamento diviso
della deviazione standard di ciascun gruppo (pooled SD)

* Misura quantitativa della forza del esperimento

* Rapporto Segnale /Rumore

J Decisione a priori sull’ accettabilita della portata
dell’effetto (SES=1, 2)




Inclusion of Posit =
- efsam
and/or Ref :

d Gruppi di Controllo Positivi per dimostrare la sensibilita del
modello, es. La suscettibilita ad un effetto tossico di un composto
tossico noto.

d Gruppi di Controllo di Riferimento (materiale non GM in
commercio) forniscono il range di valori normali dei parametri
valutati sperimentalmente.

d Non é raccomandato I'uso di gruppi di controllo di riferimento per i

quali sono gia disponibili dati di background storici (principio delle
RRR).
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Interpretazione dei risultati d e
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J Le differenze dei parametri tra gruppi di Control
gruppi trattati devono essere valutate sulla base
della/delle:

* Tendenze relativamente alle dosi

* Possibili correlazioni tra i parametri testati
* Presenza degli effetti in entrambi i sessi

* Riproducibilita dei dati(altri studi)

* Range di variabilita dei test parametri

11
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della prOtelna CRY | A European Food Safety Authority

Test di valutazione della

Cry1A(b)
d Legame al tessuto intestinale in vivo/in vitro di ratti, topi, scimmie rhesus e
uomini monkey
d Degradazione proteolitica in vivo/in vitro
[ Test di tossicita acuta
d 28-Giorni studi di tossicita in femmine di topo

 31-Giorni studi di tossicita in conigli maschi

O Attivita emolitica/tossicita cellule intestinali

Pomodoro-Bt
d Analisi singola/multi-composizionale

 Studi di alimentazione a 90 giorni nei ratti 15




Risultati della valutazione X
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Neé in vivo ne in vitro, nessun legame della proteina nei frammenti di
tessuto degli animali alimentati con la proteina CRY o nei tessuti
incubati con proteina CRY

Controlli positivi con larve di Manduca sexta sensibile alla proteina
Estesa degradazione in-vitro (processo in due step)
Estesa digeribilita della proteina CRY nel passaggio del tratto G.I.

Nessun effetto avverso osservato negli studi a breve termine in topi
e conigli
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Studio di alimentazione a 91-gior

Dieta:

* Somministrazione della Proteina CRYIA(b) nel pomodoro liofilizzato

10% (p/p) di pomodoro liofilizzato nella dieta animale

Dose limitata: tossicita del potassio

Concentrazione finale della proteina CRYIA(b) nella dieta pari a 600

Ha/kg
Intake giornaliero di pomodoro liofilizzato nei ratti pari a 200 g

pomodoro /kg peso corporeo
Equivalente ad un consumo nell’'uomo pari a

13 Kg di pomodoro Bt al giorno

17
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Risultati dello studio a ¢
con Pomodoro Bt ne

Parametri tossicologici testati:
Consumo di acqua e cibo, peso corporeo, parametri clinici,
ematologici, analisi delle urine, test istopatologici e esame
necroscopico limitato.

Risultati
Nessuna differenza significativa o coerente nei test
tossicologici ed istopatologici tra animali trattati e gruppi di
controllo.

18
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Studio a lungo termine,

e

Long term toxicity of a Roundup herbicide and a
Roundup-tolerant genetically modified maize

Gilles-Eric Seralini, Emilie Clair, Robin Mesnage, Steeve
Gress, Nicolas Defarge, Manuela Malatesta, Didier
Hennequin, Joél Spiroux de Vendomois

Food and Chemical Toxicology (2012), 50, 4221-4231

19
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Disegno Sperim:

4 Ratti del ceppo Sprague-Dawley alimentati per 2 anni con
11, 22 and 33% di Mais NK603 (tollerante all’erbicida
glifosato), con o senza trattamento con erbicida.

4 Trattamento con Roundup (0.1 ppb, 0.09% e 0.5%)
d Mais NK603 coltivato con o senza Roundup

4 10 maschi + 10 femmine per gruppo; 18 Gruppi trattati + 2
Gruppi di Controllo.

20
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Affermazioni “Clai

Morte precoce in entrambi i sessi.

Sviluppo di tumori mammari nelle femmini, ed compromissione
della ghiandola pituitaria.

Nei maschi trattati congestione epatica e necrosi 2.5-5.5 volte
maggiore rispetto ai controlli.

Severe nefropatie generalmente 1.3-2.3 maggiori rispetto ai
controlli.

| maschi presentano tumori palpabili 4 volte piu voluminosi dei

21
controlli e che si sviluppano circa 600 gioni prima.




Tumori nei ratti alimentati co
GM, non trattati, con e senza

10

15

Non-regressive palpable tumors
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* Uso di un ceppo di ratti che sviluppa spontaneamente
tumori mammari.

* Numero limitato di animali nei singoli gruppi trattati
(104+10%)

* 18 gruppi trattati e 2 gruppi di controllo

* Nessuna relazione tra dose ed effetto ( % GM mais/

sviluppo dei tumori)

23
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Limitazion

J Mancanza dei gruppi di controllo di riferimento, dati
relativi a variazioni naturali dei parametri testati, dati
sulla frequenza spontanea dei tumori.

d Mancanza di dati sulle caratteristiche agronomiche,
composizionali e fenotipiche del materiale GM e di
controllo utilizzato per i test.

 Utilizzo di metodi statistici non convenzionali.

d Manca un’analisi “potente” (power analysis)
antecedente lo studio

24
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Lo Studio di Seralini e stato

"Long term toxicity of a Roundup herbicide and a Roundup-tolerant
genetically modified maize," by Gilles Eric Séralini et al. has been
retracted by the Journal Food and Chemical Toxicology

Ripubblicato: long-term toxicity of a Roundup herbicide and a

Roundup-tolerant genetically modified maize, in Environmental

Sciences Europe 2014, 26:14
http:/www.enveurope.com/content/26/1/14

25
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Commenti

O E altamente discutibile il potenziale valore aggiunto degli studi
(sub)-cronici con alimenti GM interi

O Tali esperimenti dovrebbero essere effettuati solo se necessario
(EFSA, 2011)

O L’obbligatorieta di questi test sono in conflitto con gli sforzi della
Commissione UE di ridurre la sperimentazione con animali.

d Le Agenzie Regolatorie sono invitate a rispettare i principi scientifici
validi e a non interferire nella fase di valutazione del rischio.
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Dichiarazione EFSA sugli studi c

su roditori a 90 giorni c

Statement of EFSA

Explanatory statement for the applicability of the
Guidance of the EFSA Scientific Committee on
conducting repeated-dose 90-day oral toxicity study Iin
rodents on whole food/feed for GMO risk assessment

EFSA Journal 2014;12(10):3871

28




x>
x
*M

féfsa EE

European Food Safety Authority

EFSA Statement

N

d Chiarimenti sull’applicabilita della EFSA Scientific Committee --
Guidance (2011) nel contesto del Regolamento di Esecuzione (UE)
503/2013.

d Scenario 1: ¢’@ una ipotesi sostenibile, le analisi gia effettuate
hanno identificato uno specifico pericolo.

d Scenario 2: nessun cambiamento o possibile rischio identificato.
O Ulteriore caratterizzazione del materiale da testare e diete.

O Possibilita di testare una sola dose (livello) come opzione dello
scenario 2.
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