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PARECER

Assunto: Liberacdo comercial de milho geneticamente modificado “Guardian”
Processo: 01200.002995/1999-54
Requerente: Monsanto do Brasil Ltda.

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

Resumo da proposta

A requerente solicita aprovagdoc para comercializacdo do milho Guardian
derivado da linhagem MONB810 tolerante a insetos da ordem Lepidoptera. O milho
(Guardian derivado da linhagem MON810 apresenta, integrado em seu genoma, o gene
cry1Ab, derivado de Bacillus thuringiensis, que codifica para proteina Cry1Ab, que tem
efeito toxico sobre insetos da ordem Lepidoptera. Como conseqiiéncia, plantas de milho
Guardian sdo resistentes ao ataque de lagartas dessa ordem de insetos.

MNa transformacéo foi utilizada uma versdo sintética do gene cry1Ab que produz
uma seqléncia de aminoicidos idéntica aquela da proteina obtida de Bacillus
thuringiensis. Esse gene foi introduzido em célula vegetal por bombardeamento de
particulas revestidas com o vetor PV-ZMBKO7, com marcador de resisténcia a
neomicina, contendo uma construgdo genética do promotor 355 do virus do mosaico da
couve-flor, o intron do gene hsp70 de milho, o gene cry1Ab e a segléncia terminadora
do gene nos.

A linhagem MON810 de milho geneticamente modificado apresentou integrada
em Seu genoma uma unica copia do gene cry1Ab, com a seqiléncia promotora 355 e o
intron de hsp70, mas nao apresentou gualquer residuo de seqiléncias do vetor ou do
gene de resisténcia a neomicina. O processo de transformacgao e integragdo resultou na
expressio da proteina Cry1Ab funcional em milho, com atividade téxica especifica para



lagartas de insetos da ordem Lepidoptera, conferindo resisténcia ao ataque desses
insetos, como indicado pelos resultados obtidos de ensaios em campo.

Introducéo

A avaliagdo de seguranga de alimentos derivados de materias-primas
geneticamente modificadas € baseada na analise de risco, metodologia cientifica que
compreende as etapas de avaliagdo, 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
correspondente convencional.

O objetivo da aplicacdo 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 analogo tradicional quanto & sua composigao
guimica e quanto aos aspectos nutricionais e toxicolégicos. O conceito da equivaléncia
substancial, ainda que possa ter limitagfes de aplicacdo, consiste na melhor ferramenta
disponivel para a avaliagdo de seguranca de alimentos derivados da biotecnologia,
sendo amplamente aceito por organizagbes internacionais envolvidas no assunto e que
se valem do melhor conhecimento técnico-cientifico a 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 transformacgdio, incluindo a caracterizacdo da construgio utilizada e do
evento resultante; (3) o produto do gene inserido e potencial toxicidade e alergenicidade
e, finalmente, (4) a composigdo da nova variedade resultante da transformacio
genética. O conjunto de dados que resultam dessas analises deve permitir a
identificagdo e caracterizagdo dos potenciais efeitos adversos associados com o
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consumo da nova matéria-prima alimentar, subsidiando as etapas de gerenciamento e
comunicacio de risco.

Avaliacdo de seguranc¢a do milho Guardian para uso na alimentacdo humana

1. Caracterizagdo da variedade parental

De acordo com a requerente, a linhagem MONB810 resulta da transformacgéo do
hibrido Hi-ll, obtido do cruzamento das linhagens norte-americanas A188 e B73 de
milho comum (Zea mays). Essa espécie & bem caracterizada, havendo um sélido
historico de seguranga para consumo humano. No processo & apresentado um volume
consideravel de informagbes, abrangendo a origem, domesticagio, identidade,
taxonomia, morfologia, genética, hibridacgdo e cruzamento, que refletem o profundo grau
de conhecimento acerca dessa especie.

2. Caracterizagdo do transgene e do processo de transformagédo

No processo & mencionado que a seqléncia do gene crylAb de Bacillus
thuringiensis foi modificada para proporcionar alta expressdo em milho sem, contude,
modificar a seqléncia de aminoacidos. Presume-se que foi feita modificagdo na
sequeéncia de nuclectideos de modo a compatibiliza-la com a eficiéncia de expressio da
proteina em vegetais, de acordo com a freqléncia de uso de cédons. Essa alteragdo
ndo implica em risco aumentado, por se tratar de variagdo no repertério de bases
comuns ao codigo genético dos organismos.

O processo de transformagdo consistiu no bombardeamento do material vegetal
com particulas revestidas com o material genético de interesse. Uma vez que esse é
um processo fisico de transferéncia de moléculas de DNA, que ndoc conta com
intermediac¢do de qualquer agente biolégico, e é realizado sob condiges de assepsia,
sdo praticamente despreziveis as chances de que moléculas de DNA que n&o aquelas
da construgdo génica presentes nas particulas sejam ftransferidas para as células
vegetais.

Duas construgbes foram empregadas, simultaneamente, no processo de
transformagdo. Uma delas, no vetor PV-ZMBKO7, foi constituida do promotor 35S do
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virus do mosaico da couve-flor, o intron do gene hsp70 de milho, o gene cry1Ab e a
sequéncia terminadora do gene nos. A outra construcdo, no vetor PV-ZMGT10, foi
constituida dos genes gox e cp4-epsps, com os peptideos de transito CTP1 e CTP2,
respectivamente, em ambos os casos sob controle do promotor 35S, com o intron de
hsp70 e com o terminador NOS3'. Os elementos regulatorios empregados nas
construgdes sdo derivados de virus vegetal, plantas e de microorganismos do solo sem
qualquer risco para seres humanos.

A caracterizagdo molecular da linhagem MONB810 foi feita por Southemn-blot,
indicando a integragdo de uma copia unica do gene cry1Ab com o promotor 355 e o
intron de milho hsp70, sem qualquer vestigio de sequéncias do vetor ou do gene nptll,
de resisténcia a neomicina. Também foi constatada a auséncia dos genes gox e cp4-
epsps da construgdo no vetor PV-ZMGT10. Apesar de ndo ficarem claros os motivos
que levaram ao uso de ambas as construgbes no processo de transformacgdo, a
auséncia de segléncias adicionais na linhagem MON810 restringe a avaliacdo de
seguranca as implicagbes da presenca do gene cry1Ab.

Com relacdo & estabilidade e segregagdo do transgene, foram relatados ensaios
gue demonstraram a presenca do inserto no genoma de maneira estavel por até sete
geragbes, restringindo as chances de ocorrem efeitos nio-intencionais em razéo de
instabilidade da constru¢do e do evento de transformacdo. N&o fica claro no processo
se a proponente realizou ensaios de investigagdo acerca das seqléncias génicas que
podem ter sido interrompidas pela inser¢do da construgdo no genoma. Apesar de nio
terem sido descritos ou mencionados quaisquer efeitos adversos nas plantas que
pudessem sugerir a interrupcdo de genes importantes, seria interessante que essa
informacéo fosse obtida, de modo a contribuir para uma melhor avaliagio das possiveis
implicagdes nutricionais ou toxicologicas.

3. Caracterizagdo dos produtos de expressdo

A introdugdo de uma copia de cryTAb no genoma do milho implica na
investigagdo de seu produto de expressdo: Cry1Ab. Uma vez que ndo foi detectada a
presenca de npt!/l no genoma do milho, fica justificada a ndo-investigagdo a respeito da
enzima neomicina fosfotransferase. No processo estda documentada a detecgéo



imunolégica da proteina Cry1Ab em partes das plantas geneticamente modificadas, por
ELISA e westemn-blot, indicando no grao tecres de 0,31 micrograma por grama de peso
fresco.

Com relagdo aos potenciais efeitos toxicos efou alergénicos em humanos, sdo
descritas analises por bicinformatica que n&o indicaram qualquer similaridade da
proteina Cry1Ab com proteinas alergénicas ou téxicas conhecidas. Esse procedimento
é plenamente aceitavel, sendo a etapa inicial de triagem na analise de seguranga de
proteinas. Em geral, somente proteinas que tiverem alguma similaridade com alérgenos
conhecidos, ainda gue minima, devem ser submetidas a ensaios especificos.
Favoravelmente a seguranca de Cry1Ab cabe mencionar que, de fato, essa proteina
esta presente em preparagbes comerciais utilizadas ha anos no controle biolégico de
pragas, sem qualquer prejuizo para os consumidores dos alimentos cultivados nessas
condicdes.

Para atestar a seguran¢a alimentar da nova proteina, a requerente realizou
ensaios de toxicidade com Cry1Ab. Para esses ensaios foi utilizada amostra da proteina
recombinante obtida em Escherichia coli, em razdo das baixas quantidades presentes
no material vegetal. De fato, seria desejavel que os ensaios fossem realizados com a
proteina produzida pelo milho Guardian, ao invés daquela produzida em procarioto.
Contudo, uma vez que os ensaios de validagdo mostraram que as propriedades fisico-
quimicas e imunolégicas das proteinas foram comparaveis, & possivel considerar
aceitavel o carater preditivo dos ensaios de toxicidade com a proteina produzida em E.
coli.

De acordo com os dados apresentados no processo, a proteina preservou sua
especificidade, exibindo agio toxica apenas contra larvas de lepidépteros. No caso de
ensaios de toxicidade aguda realizados com camundongos, ndo foram observados
efeitos adversos com doses de ate 4.000 miligramas por guilograma de peso vivo, 0
que da grande margem de seguranga para o consumo dessa proteina. Ainda em favor
da seguranga da proteina recombinante, foram apresentados dados da digestdo in vitro
que simulou as condigbes no trato gastrointestinal humano. De acordo com os
resultados, mais de 90% da proteina desapareceu quando incubada por 2 minutos no
meio que simulou o fluido gastnco.
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Os dados de digestdo da proteina em fluidos simulados, em conjunto com as
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baixissimas quantidades presentes nos grdos de milho e a auséncia de similaridade
significativa com proteinas alergénicas podem ser tomados como bons indicativos da
segurancga da proteina Cry1Ab para seres humanos, uma vez que essas caracteristicas
sdo claramente distintas daquelas tipicamente apresentadas por proteinas alergénicas.
Em geral, proteinas alergénicas sdo proteinas de reserva de d6rgdos ou tecidos
vegetais, proteinas relacionadas com patogenias ou stress e, além disso, sdo proteinas
abundantes, estando presentes em altos niveis nos tecidos vegetais.

4. Composig¢do da variedade geneticamente modificada

A analise 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 gquanto seu equivalente convencional. Desse modo, serve para confirmar que os
efeitos intencionais da modificagdo ndo comprometeram sua seguranga nem resultaram
em efeitos ndo-pretendidos.

Os dados internacionais apresentados no processo englobam a composigio
centesimal, perfil de aminoacidos e de acidos graxos da variedade geneticamente
modificada e de variedades parentais cultivadas, sob as mesmas condigbes, nos
Estados Unidos (1994), ltalia e Franga (1995). Em linhas gerais, para todos os
parametros analisados, ndo houve diferenga significativa entre a variedade
geneticamente modificada e sua respectiva contraparte convencional, ou as diferengas
estiveram dentro da variabilidade normalmente observada em milho. Desse modo, &
possivel considerar que a introdugdo do gene cry1Ab ndoc resultou em aparente
alteracdo de importancia nutricional, pois os perfis dos principais nutrientes foram
similares agueles normalmente observados em outras variedades ou sob distintas
condigdes de cultivo.

No Brasil foram realizadas analises de composigdo centesimal de dois hibridos
derivados da linhagem MON810, C806-Guardian e C901-Guardian, cultivados nos
municipios de Campo Novo dos Parecis (MT), Uberaba (MG) e Pirassununga (SP) na
safra 1998-1999. De modo similar ao que foi observado para as amostras de milho da



linhagem MONS810 cultivados no exterior, ndo houve diferenga significativa em relagéo a
variedade convencional, ou as diferencas estiveram dentrg da variabilidade
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cultivadas no Brasil, a introdug&o do gene cry1Ab ndo resultou em aparente alteragéo
nutricional. Contudo, poderia haver um grau maior de confianga nesse resultado se as
anadlises realizadas no pais fossem, no minimo, equivalentes a aquelas feitas no
exterior, uma vez que os dados nacionais se limitam & composi¢do centesimal. Em
adicdo aos perfis de aminoacidos e acidos graxos, também poderiam ser investigados
os teores de micro-nutrientes.

Conclusio

A variedade Guardian de milho (Zea mays) pertence a espécie bem
caracterizada e com solido histérico de seguranga para consumo humano. O gene
cry1Ab introduzido nessa variedade codifica proteina exclusivamente téxica para larvas
de insetos da ordem Lepidoptera, sendo indcua para seres humanos.

A construgBo génica utilizada para inserir esse gene em milho resultou na
insercdo estavel de uma copia funcional de cry1Ab, a qual proporcionou resisténcia das
plantas ao ataque de lagartas. A proteina Crylab foi detectada em baixos niveis nos
tecidos analisados e apresentou grande suscetibilidade & digestdo em simulados de
fluidos gastricos, ndo demonstrando toxicidade aguda em mamiferos ou similaridade
com alérgenos conhecidos.

Dados de composicdo de centesimal, resultantes de andlises de plantas
cultivadas nos EUA, ltalia, Franca e Brasil, ndo apontaram diferengas significativas
entre as variedades geneticamente modificadas e as convencionais, sugerindo a
equivaléncia nutricional entre elas, apesar da presenca do gene cry1Ab. No entanto, os
dados obtidos no pais ndo sdo tdo completos quanto agueles obtidos no exterior.

Diante do exposto, e considerando os critérios intermacionalmente aceitos no
processo de analise de risco de matérias-primas geneticamente modificadas, & possivel
concluir que o milho Guardian, derivado da linhagem MON810, é tdo seguro quanto seu
equivalente convencional. Com relagdo a equivaléncia nutricional, seria interessante
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que esta pudesse ser atestada com maior grau de confianga, abrangendo a composicao
em aminoacidos, Acidos graxos, vitaminas e minerais, de plantas cultivadas em
diferentes regides do Brasil. A confirmagdo da equivaléncia nutricional em nivel mais
detalhado permitira recomendar a liberagdo comercial do milho geneticamente
modificado "Guardian”.
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