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Prezado Senhor,

Encaminho, em anexo, parecer relativo ao processo n? 01 200.00299511995-54
e parecer relativo ao processo n® 01200.0051 544'1993-35‘,: abordando os aspectos de
biosseguranga para uso na alimentagdo humana.

Atenciosamente,

Prof.Dr. Jodo R do Nascimento
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Assunto: Liberacdo de milho geneticamente modificado Liberty Link
Processo: 01200.005154/1998-36).
Requerente: Bayer CropScience Ltda.

Parecer baseado em dados experimentais ou evidéncias técnicas apresentadas pela
requerente, complementados por informagdes disponiveis em publicagbes cientificas, e
restrito aos aspectos de biosseguranga para uso na alimentagéio humana.

Resumo da proposta

A requerente solicita aprovacdo para comercializagdo do milho Liberty Link,
resistente ao herbicida Liberty, ingrediente ativo glufosinato de aménio, referente ao
evento de transformacéo T25.

O milho Liberty Link, evento de transformagdo T25, apresenta integrado em seu
genoma o gene pat responsavel pela produgcdo da enzima L-fosfinotricina-N-
acetiltransferase (PAT), que ao catalisar a sintese da L-fosfinotricina, por acetilagio do
glufosinato de aménio, promove a inativagdo do componente ativo. Como
consequéncia, plantas do referido evento de transformagio sdo resistentes ao
herbicida, permitindo seu emprego no controle de plantas invasoras.

Na transformagdo foi utilizada uma versdo sintética do gene pat isolado de
Streptopmyces viridochromogenes, na qual a seqiéncia de nuclectideos foi alterada,
mas com preservacio da seqliéncia de aminoacidos. O gene em questio foi introduzide
em celula vegetal por eletroporagdo, como parte de uma construgio genética contendo
o promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor e a sequéncia terminadora do
mesmo virus, assentada no vetor pUC18, portador do gene de resisténcia a ampicilina.

O evento T25 apresenta uma uUnica copia do gene pat e uma seqiéncia truncada,
ndo-funcional, do gene de resisténcia & ampicilina. A transformagdo resultou na
expressdo de PAT funcional em milho, com atividade especifica de acetilacdo do
glufosinato de aménio, e sem qualquer aparente modificagio pos-tradugiio. Como



resultado, as plantas derivadas do evento T25 apresentaram plena capacidade de
resistir a aplicagéo do herbicida Liberty, com indicado pelos ensaios de campo.

Introdugdo

A avaliagdo de seguranca de alimentos derivados de matérias-primas
geneticamente modificadas € baseada na analise de risco, metodologia cientifica que
compreende as etapas de avaliacdo, gerenciamento e comunicagéo de risco. Na etapa
de avaliagdo de risco & buscada a caracterizagdo qualitativa e quantitativa dos
potenciais efeitos adversos, tendo como balizador o conceito da equivaléncia
substancial, para identificagdo de eventuais diferengas entre o novo alimento e o seu
comrespondente convencional.

O objetivo da aplicagéo do conceito da equivaléncia substancial & garantir que o
novo alimento seja tdo seguro quanto seu analogo convencional, que apresenta
histérico de seguranga para o consumo humano. Assim, um novo alimento pode ser
substancialmente equivalente ao seu andlogo tradicional quanto & sua composicéo
quimica e quanto aos aspectos nutricionais e toxicologicos. O conceito da equivaléncia
substancial, ainda que possa ter limitagbes de aplicag&o, consiste na melhor ferramenta
disponivel para a avaliagdo de seguranca de alimentos derivados da biotecnologia,
sendo amplamente aceito por organizagdes internacionais envolvidas no assunto e que
se valem do melhor conhecimento técnico-cientifico & disposigéo.

Para avaliar a seguranga de uma matéria-prima alimentar geneticamente
modificada ou sua equivaléncia ao alimento convencional, & recomendavel que quatro
elementos principais sejam analisados mais detidamente: (1) a variedade parental, ou
seja, a planta que deu origem a nova matéria-prima geneticamente modificada; (2) o
processo de transformacdo, incluindo a caracterizagio da construgfo utilizada e do
evento resultante, (3) o produto do gene inserido e potencial toxicidade e alergenicidade
e, finalmente, (4) a composicdo da nova variedade resultante da transformacéo
genética. O conjunto de dados dessas andlises deve permitir a identificacio e
caracterizacdo dos potenciais efeitos adversos associados com o consumo da nova



matéria-prima alimentar, subsidiando as etapas de gerenciamento e comunicagio de
MsSCco.

Avaliagdo de seguranca do milho Liberty Link para uso na alimentagdo humana

1. Caracterizagdo da variedade parental

De acordo com a requerente, o evento T25 deriva da transformacgio de células
da linhagem He/89 de milho comum (Zea mays), espécie caracterizada em
profundidade e sobre a qual existe sdlido histérico de seguranga para consumo
humano. S3o relatadas informagdes sobre a identidade, origem e composi¢do quimica,
tendo sido anexado ao processo copia de publicagdo que fornece abundancia de dados
relativos & sua composicdo, com destaque para as variagbes naturalmente observadas
na presenca de nutrientes (“Comn: Chemistry and Technology”, de S.A. Watson e P.A.
Ramstad).

2. Caracterizagdo do transgene e do processo de transformagéo

Apesar da sequéncia de aminodcidos de PAT ser idéntica aquela de
Streptopmyces viridochromogenes, ndo ha, efetivamente, um organismo doador da
sequéncia génica, uma vez que pat foi modificado para se adaptar a freqiiéncia de uso
de codons de vegetais. Ainda assim, essa alteracdo na seqiéncia de nucleotideos ndo
implica em risco aumentado, uma vez que se trata de variagdo no repertério de bases
comuns ao cédigo genético dos organismos.

Como vetor de transformag&o foi utilizado o plasmideo pUC18, vetor amplamente
conhecido e utilizado em clonagem, que tem claramente identificados os elementos
regulatérios necessarios a sua replicagio, o gene que confere resisténcia & ampicilina e
o sitio que permite a multipla clonagem de insertos. O cassete de transformacéo
montado nesse vetor também foi caracterizado, sendo constituido do encadeamento da
regido promotora do virus do mosaico da couve-flor, da seqiiéncia de pat e da regido
terminadora do virus do mosaico da couve-flor. As regides regulatérias empregadas séo
derivadas de virus restrito as cruciferas, amplamente disseminados nessas plantas e
sem qualquer risco para seres humanos.



No processo de transformag&o € mencionada a eletroporagéo, pmc;ess; fisiuc'ir de
transferéncia de moléculas de DNA que ndo conta com intermediacio de qualquer
agente biolégico. Além disso, as boas praticas de laboratério e as condigbes de
assepsia demandadas nesse processo reduzem em muito as chances de que
moléculas de DNA que ndo aquelas da construgdo génica sejam transferidas para as
celulas do vegetal.

A caracterizagdo molecular do evento T25 por Southern-blot @ PCR mostrou que
foram introduzidas uma copia de pat e uma coépia truncada do gene de resisténcia
ampicilina de pUC18, na qual houve perda de 25% de sua regifo 5. A anélise por
northern-blot revelou a presenga de transcritos de pat, mas ndo do gene de resisténcia
a ampicilina, indicando a ndo-funcionalidade deste Ultimo.

Com relagdo & estabilidade do transgene, sdo relatados ensaios que
demonstraram a estabilidade do inserto no genoma por geragdes, o que diminui em
muito a chance de ocorem efeitos ndo-intencionais em razdo de instabilidade da
construcdo e do evento de transformac&o. Posteriormente, a requerente anexou
informagéo a respeito das bordas do DNA vegetal flanqueando o transgene, as quais
parecerem ser de uma alcool desidrogenase. Uma vez que tal interrupgéo n3o resultou
em prejuizo aparente para o metabolismo do vegetal, nem esse gene esta envolvido na
biossintese de composto toxico ou nocivo, & possivel considerar que o sitio de insergdo
no genoma vegetal ndo constitui motivo de preocupacao relativo 4 seguranca.

3. Caracterizagdo dos produtos de expresséo

A introdugdo de uma copia de pat e uma copia truncada do gene de resisténcia
pressupbe a investigagéo dos respectivos produtos de expressio: PAT e B-lactamase.
No processo estd documentada a detecgdo de PAT por ELISA e de especificidade de
sua atividade enzimatica, por ensaio utilizando substrato radioativo. Os resultados
mostraram que a proteina recombinante apresentou as caracteristicas moleculares e
cataliticas previstas.

Com relagdo aos potenciais efeitos toxicos efou alergénicos, s3o descritas
analises por bioinformatica que n&do indicaram qualquer similaridade da proteina
recombinante com proteinas alergénicas ou toxicas conhecidas. Dentre os argumentos
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em favor da seguranca de PAT destaca-se o fato de gque as acetil transferai‘.ies,
categoria a qual pertence PAT, sdo ubigquas e sabidamente nio-toxicas ou alergénicas,
e ndo foram identificados potenciais sitios de glicosilagdo nem peptideo sinal que
poderia resultar em transporte para o reticulo endoplasmatico, local onde poderia
ocorrer glicosilagio.

Ainda em favor da seguranga da proteina recombinante, s&o apresentados dados
do efeito do tratamento térmico e da digestdo in wvitro simulando as condigbes de
digestdo no trato gastrointestinal humano. De acordo com os resultados, a proteina foi
prontamente desnaturada e hidrolisada nessas condigbes. Da mesma forma, a
sequéncia de pat desapareceu rapidamente do fluido gastrico. Esses dados, em
conjunto com as baixissimas quantidades de PAT presentes nos tecidos, que foi
estimada em 0,00031% da proteina bruta do grio, por exemplo, podem ser tomados
como bons indicativos da seguranga da proteina recombinante para seres humanos,
uma vez que essas caracteristicas s3o claramente distintas daquelas tipicamente
apresentadas por proteinas alergénicas. Em geral, proteinas alergénicas séo proteinas
de reserva de 6rgdos ou tecidos vegetais, proteinas relacionadas com patogenias ou
stress e, alem disso, sdo proteinas abundantes, estando presentes em altos niveis nos
tecidos vegetais.

Mo caso da copia truncada do gene de resisténcia a ampicilina, assim como néo
houve detecgdo do trascrito, também n&o houve detecgio da proteina recombinante, o
que torna sem significado qualquer consideragdo a respeito de seu potencial efeito
toxico ou alergénico, uma vez que essa proteina ou qualquer fragmento parcial ndo foi
expresso.

4. Composigdo da variedade geneticamente modificada

A andlise da composicdo quimica da variedade obtida por transgenia,
principalmente dos niveis de seus nutrientes e de eventuais compostos téxicos
naturalmente presentes, visa garantir que essa nova variedade seja tdo nutritiva e
segura quanto seu equivalente convencional. Desse modo, serve para confirmar que os
efeitos intencionais da medificagdo ndo comprometeram sua seguranga nem resultaram
em efeitos ndo pretendidos.



perfil de amino&cidos, acidos graxos, minerais e vitaminas, além do teor de fitato, tanto
para a variedade geneticamente modificada, com e sem o uso do herbicida Liberty,
quanto para a variedade convencional, cultivadas sob as mesmas condigbes e na
mesma regido, durante um mesmo periodo. Inicialmente, foram apresentados
resultados de analises conduzidas com plantas cultivadas no exterior, em duas regifes.
Posteriormente, em razdo de questionamentos feitos por outros pareceristas, foram
apresentados dados relativos a plantas cultivadas no pais em ambientes distintos, nos
estados de Goias e do Parana. Essas andlises de composigdo foram realizadas no
pais, pelo Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo.

Em linhas gerais, para todos os paradmetros analisados, nZo houve diferenca
significativa entre a variedade geneticamente modificada e a convencional, ou as
diferencas notadas estiveram dentro da variabilidade normalmente observada entre as
variedades de milho convencional. De qualquer modo, as pequenas diferencas
encontradas em relagdo ao evento T25 ndo afetam o valor nutricional ou a seguranga,
pois foram similares aquelas normalmente observadas em outras variedades ou sob
distintas condigbes de cultivo. A esse respeito cabe destacar que houve diferengas
entre os resultados obtidos para os cultivos realizados em Goids e no Parana, mesmo
para a variedade convencional, sem, no entanto, resultar em diferenca significativa
desta para a variedade geneticamente modificada. Deste modo, fica claro que as
condicoes ambientais foram mais determinantes para as diferengas na composicéo
quimica do que a presenca de pat no genoma do evento de transformacéo T25.

Conclusio

O evento T25 deriva de linhagem He/89 de milho comum (Zea mays), espécie
com solido histérico de seguranga para consumo humaneo. O gene sintético introduzido,
pat, ndo codifica proteina sabidamente téxica ou alergéncia, e resulta na enzima L-
fosfinotricina-N-acetil transferase, com alta especificidade para o herbicida glufosinato
de aménio.
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A construgdo génica empregada na transformacdo resultou na insergdo estével
de uma copia de pat e regides regulatérias do virus do mosaico da couve-flor no
genoma do milho, além de uma sequéncia truncada n3o-funcional do gene de
resisténcia 4 ampicilina. Com resultado, apenas PAT foi expressa, sem aparente
prejuizo para a planta, apesar da aparente interrupgdo de um provavel gene de alcool
desidrogenase.

Uma vez que a enzima PAT recombinante foi detectada em baixos niveis nos
tecidos analisados e apresentou grande suscetibilidade & digestdo e desnaturacdo
térmica pelo processamento, € pouco provavel que ela possa ter algum efeito téxico ou
alergénico.

A modificagdo genética introduzida no evento T25 n&o resultou em diferencas
importantes de composi¢cdo quimica relativa a nutrientes, estando dentro da faixa de
variagdo normal entre as variedades convencionais. O fator ambiental foi mais
determinante para as diferengas na composi¢éo quimica do que a presencga de pat no
genoma.

Diante do exposto, tendo como base os dados apresentados pela requerente, e
considerando os critérios intemacionalmente aceitos no processo de analise de nsco de
matérias-primas geneticamente modificadas, fundamentado no conceito da equivaléncia
substancial, & possivel concluir que o milho transgénico Liberty Link, evento T25,
resistente ao glufosinato de aménio, & tdo nutritivo e seguro para consumo humano
quanto seu equivalente convencional. Assim, em relacdo aos aspectos de
biosseguranga para uso na alimentagdo humana, & possivel recomendar que a
solicitacdo de liberagdo encaminhada pela requerente seja atendida.
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