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Nome do Evento Bt 11

Nome Comercial do Evento: Milho Bt11

Descri¢ao dos genes inseridos e funcoes

O milho Bt 11 possui caracteristicas que conferem resisténcia, na mesma planta, a insetos e
ao herbicida glufosinato de aménia. Os genes introduzidos codificam para uma forma truncada da
proteina inseticida Bt, originada da cepa HD-1 da bactéria de solo Bacillus thuringiensis var. kurstaki
(BtK), nominada de Btk, e para uma enzima (fosfinotricina-N-acetil transferase, PAT) que confere
resisténcia ao herbicida glufosinato de aménia (L-Fosfinotricina, PPT — phosphinotricin), também
obtida de uma bactéria de solo Streptomyces viridochromogenes, este Ultimo utilizado com o objetivo
de gene marcador de selegdo, como ferramenta no desenvolvimento de linhagens que séao
homozigéticas para o gene Bik.

O gene Btk é uma verséo sintética e modificada do gene de cadeia completa cry1A(b). As
modificagdes do gene cry1A(b) incluiram truncar e mudar seqiiéncias de DNA, destinadas a aumentar
a expressao em plantas. As mudangas nao resultaram em nenhuma mudanca de seqiéncia de
aminodacidos na proteina codificada pelo gene cry1A(b), segundo apresenta a proponente (Vol. 1,
secgao C, figura 2). A proteina expressa no milho Bt 11 é uma delta-endotoxina inseticida. O gene
introduzido que confere resisténcia ao herbicida PPT é uma versao sintética do gene pat que codifica
a enzima PAT obtida da bactéria Streptomyces viridochromogenes, pertencente a familia
Actinimycetaceae (vol. 1, segao C, figura 3).

Diversos trabalhos cientificos nos ultimos 20 anos examinaram a introdugdo e expressao
dos genes de ®-endotoxinas (delta-endotoxinas) em varia plantas, por exemplo Mendelsohn et al.
(2003). A primeira revisdo regulatéria de uma planta transgénica inseticida para liberagdo no meio
ambiente foi realizada pelo Environmental Protection Agency (EPA) em 1986 de tabaco produzindo
uma d-endotoxin de um isolado de B. thuringiensis identificado naquela época como subsp. berliner.
Publicacdes detalhadas de plantas trasngénicas contendo as &-endotoxinas de Bacillus thuringiensis
apareceu primeiramente no final dos anos 80 (Barton et al., 1987; Fischoff et al., 1987; Vaeck et al.,
1987). As primeiras tentativas da engenharia genética de plantas, contendo toda a protoxina, levou a
niveis muito baixos de expressdo da &-endotoxinas que era inadequado para o controle efetivo dos
insetos. Niveis de 6-endotoxina maiores que 0.02% do total de proteina solluvel de plantas de tabaco
e tomate foi relatado com o uso de toxinas truncadas (Kumar et al., 1996). Shivakumar et al. (1986),
como relatado por De la Riva e Adang (1996), obtiveram um nivel de expressdo de somente 0.0001%
usando toda a protoxina, mas niveis de 0.07% da proteina total de folhas de tabaco com a versao
truncada recombinante de cry1A(b). Geralmente o nivel maximo de proteinas Cry para a maioria das
plantas inseticidas registradas nos EUA foram na média de 0.001% (peso seco) (veja Tabela 1).



Tabela 1. Exemplo da variagdo dos niveis de expressao de d —endotoxina em diferentes construgées

Expresséao de Proteina Cry em tecido*

de milho expressando cinco diferentes tipos de & -endotoxinas

Ig%rgc[i;eg:]?qitév?[)/ Folha Raiz Pélen Semente Planta inteira
2.2-37.0 | <90ng Cry1Ab/g
SYCI:\DQ'IﬁﬁJ 3.3 ng/mg ng/mg peso seco de 1"(1922(/:)"9 _
proteina polen
90 ng Cry1Ab/ g
Cry1Ab < 0.19-0.39
MON-00810-6 10.34 ng/mg _ pesc;)glz(;o de ng/mg (grao) 4.65 ng/mg
113.4- 168.2 803.2 -
Cry1F 56'29_/;28'9 ng/mg proeteina 71 .59—/;1194.8 1572.7
DAS-01507-1 proteina total total ou 31 a 33 ng proteina total ng/mg
/ mg pélen proteina total
Cry3Bb1 30-93 3.2-66 30-93 13-54
MON-00863-5 ng/mg ng/mg ng/mg - ng/mg
5-302 24 -102 29 -85
Cry34Ab1 ng/mg peso ng/mg 63 — 88 ng/mg ng/mg peso 9 -88 ng/mg
DAS-59122-7 peso seco peso seco
seco peso seco seco
Cry35Ab1 ng?rr:gggso ;&;}8 0-0.2 ng/mg 1-2ng/mg | 1-16ng/mg
DAS-59122-7 seco DEso SeCo peso seco peso seco peso seco

* Tabela modificada de OECD documento ENV/IM/MONO(2007)14

O método de transformagao usado para a obtengao do milhho Bt11 foi o da transferéncia
direta de DNA para protoplastos da linhagem H8540 e regeneracdo em meio seletivo. Um Gnico
plasmidio, chamado de pZ01502, foi utilizado no evento de transformagao, contendo o gene sintético
truncado cry1A(b) que codifica a endotoxina Cry1Ab e o gene sintético pat, usado como marcador de
selegdo. O plasmidio pZO1502 foi tratado com endonucleases para a retirada do gene ampR, que
confere resisténcia ao antibiético amplicilina. O gene ampR é necessario para as manipulages
moleculares no organismo hospedeiro de laboratério Escherichia coli, mas nao é necessario para a
transformagédo da planta. Sem um promotor vegetal, o gene ampR ndo é expresso na planta
transformada. Como medida adicional, o vetor plasmidio pZO1502 foi delineado para facilitar a
remogao do gene ampR antes da transformagao da planta, através da incorporagéo de seqiiéncias de
DNA para a enzima de restricao Not1 nos lados esquerdo e direito da sequéncia do gene ampR. A
digestao completa do plasmidio pZO1502 com a enzima de restrigdo Not1 produziu dois DNAs
lineares, retirando, assim, o gene de resisténcia ao antibidtico amplicilina do plasmidio de
transformagao. A proponente apresentou a analise de Southern Blot para demonstrar a auséncia do
gene ampR.

Os dados da analise de Southern e sequenciamento de DNA apresentados pela empresa
demonstraram que copias Unicas do gene cry1Ab, do gene pat e a origem da duplicagao Co1E1
derivados do plasmidio de transformagado pZO1502 estdo presentes no milho derivado evento de
transformacgéo Bt11. Os dados também mostram que com a insergao do evento Bt11 h&a duas copias
do promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor correspondendo as duas copias do promotor
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presente no plasmidio de transformacdo. O sequenciamento molecular da inser¢gao do Bt11 foi
realizado novamente e comparado com a seqiéncia anteriormente registrada. O novo
sequenciamento identificou 8 alteragdes do nucleotideo, sendo que 4 delas estavam localizadas nas
seqliéncias intervenientes contidas dentro da inser¢ao do Bt11, duas localizadas no DNA genémico
do milho flanqueando a inser¢do e uma alteragao Unica e idéntica do nucleotideo foi observada em
ambas as copias do terminador NOS presente na insergao (total de 2). Nao foram identificadas
modificagcdes nas sequiéncias de codificagcdo e dos promotores, portanto as 8 alteragdes ndo resultam
em alteragdo na sequiéncia de amino&cidos da delta-endotoxina.

As informagbes da expressdo do gene Btk no milho Bt11 foi determinada por ensaios de
alimentacdo de insetos e ensaios imunoldgicos, cujos resultados sdo apresentados na seg¢ao C. Os
resultados indicam os niveis da proteina Btk nas folhas, palhas, colmos e graos de quatro variedades
de milho. Os niveis mais elevados estavam nas folhas (variando de 27 a 33 pg de proteina Btk/g de
peso fresco). Ja em outros tecidos foram observadas cooncentragoes muito baixas de proteina Btk,
variando na palha de 3.9 a 5.6 pg/g e nos colmos e gréos de 2.2 a 3.0 ug/g e 4.2 a 5.0 pg/g,
respectivamente.

A expressdao da enzima fosfotricina acetil transferase (PAT) foi analisada por ensaio
imunolégico quanto ao teor da proteina PAT, conforme descrito no Volume 1, apéndice 9 do
processo, demonstrando que os niveis da referida proteina foram de 44 ng, 3.4 ng e 26 ng/ g de
tecido de folhas, estilo-estigma feminino e pendao, respectivamente. Nao houve detecgao da proteina
PAT no colmo, raizes, pélen e graos dentro do limites de detec¢do da metodologia utlizada.

Seguranca a Saude Humana e Animal do Milho Bt 11

Para avaliar a seguranca de uma planta geneticamente modificada que sera usada como matéria-
prima para processamento com a finalidade de uso alimentar, ou sua equivaléncia ao alimento
convencional, recomenda-se que quatro aspectos principais sejam analisados: (1) a variedade
parental, ou seja, a planta que deu origem a nova matéria-prima geneticamente modificada; (2) o
processo de transformagao, incluindo a caracterizagédo da construgao utilizada e do evento resultante;
(3) o produto do gene inserido e o potencial de toxicidade e alergenicidade e, finalmente; (4) a
composi¢ao da nova variedade resultante da transformagao genética. O conjunto de dados dessas
andlises deve permitir a identificacdo e caracterizagdo dos potenciais efeitos adversos associados
com o consumo da nova matéria-prima, subsidiando as etapas de gerenciamento e comunicagao de
risco. A empresa requerente deste processo objeto deste parecer cumpriu com os 4 aspectos
mencionados gerando dados que dao subsidios para as analises de seguranga do uso para
alimentacdo humana e/ou animal.

A) Variedade Parental (Milho)

O milho é uma planta que vem sendo consumida ha milhares de anos pelo ser humano e por
animais de diversas classes. Quanto a seguranga da planta receptora ndo ha duvidas de sua
seguranga para o consumo alimentar. No corpo do processo foi demonstrado pela requerente que as
linhagens e os hibridos de milho Bt11 sdo equivalentes nutricionalmente e a caracteristicas de
auséncia de fatores que possam causar efeitos de toxicidade e alergenicidade aos seres humanos e
animias. A modificagdo genética introduziu caracteristicas que desencadeiam a inibigdo da
alimentacdo somente em larvas de certos insetos Lepidépteros e tolerancia ao herbicida glufosinato
de aménio.

B) Seguranca das proteinas expressadas pelos genes inseridos
1) Seguranga da Proteina Fosfinotricina Acetil Transferase (PAT)
a) Segurancga do organismo doador do gene PAT
O Streptomycete particular do qual o gene pat foi isolado, S. viridochromogenes, ndao é um
patégeno para o homem, animais ou plantas (Goodfellow, et al, 1984; Gordon, 1982; Larone, 1987). A

maioria dos Streptomycetes, incluindo o S. viridochromogenes, sdo sapréfitas aerdbicos que
degradam matéria organica no solo. O gene marcador pat foi isolado de uma cepa resistente a



fosfinotricina de S. viridochromogenes (Strauch, et al, 1988, Wohlleben, et al, 1988a, b), uma bactéria
comum do solo primeiramente identificada em 1914 (Buchanan, et al, 1974).

b) Seguranca da proteina PAT codificada pelo gene pat

O gene pat codifica uma enzima acetiltransferase (fosfinotricina acetil transferase, ou PAT),
que inativa a molécula de fosfinotricina (Ptt) por acetilacdo. A enzima PAT converte a L-fosfinotricina
(PPT), o ingrediente ativo do glufosinato de aménio, em uma forma inativa. Na auséncia da PAT, o
ingrediente ativo do herbicida inibe a enzima glutamina sintetase, que resulta na redugao da producéao
do aminodcido glutamina e acumulo de niveis letais de amonia em plantas suscetiveis. Em animais, a
glutamina é sintetizada por outra via, o que explica a ndo toxidade do herbicida para animais e seres
humanos (Schulz et al., 2005)

Segundo a requerente, em estudo submetido a USEPA, (USEPA, 1994), foram pesquisados
bancos de dados para se identificar a relagdo da proteina PAT com outras proteinas, cujos estudos
demonstraram que a PAT nao compartilha seqiiéncia homdloga significativa com qualquer proteina
téxica conhecida, enterotoxinas bacterianas, alergénicos ou venenos. A proteina PAT é muito labil
com a digestao por proteases presentes no sistema digestivo dos mamiferos, minimizando qualquer
potencial da mesma ser absorvida pela mucosa intestinal quando consumida. Outros estudos
mostraram que a proteina PAT é facilmente degradada tanto por calor como por acido. Além disso, a
proteina PAT numa matriz vegetal é rapidamente degradada in vitro pelos sucos gastricos de bovinos
e suinos e em fluidos géastricos simulados do homem. Dados de experimentos de digestdo simulada
demonstraram que a meia vida da proteina PAT é de menos de 30 segundos no sistema gastrico.
Adicionalmente, a auséncia de toxidez a mamiferos foi demonstrada em estudos de alimentagao de
14 dias com ratos.

No milho Bt11, a quantidade de proteina PAT expressa no milho Bt11 é muito pequena, sendo na
ordem de ng/g de tecidos.

2) Seguranca das Proteinas Cry

Nos ultimos 11 anos os avangos em Engenharia Genética levou ao desenvolvimento de
plantas que sao resistentes a alguns insetos através da incorporagdo e expressao de genes que
codificam &-endotoxinas (delta-endotoxinas) da bactéria Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis).
Varias sub-especies de B. thuringiensis, foram registrados como pesticidas e ndao sao considerados
perigosos ao meio ambiente devido a sua especificidade (afetando principalmente insetos-alvo
considerados pragas) e por nao ser persistente no meio ambiente. Os genes de B. thuringiensis
foram inseridos em bactérias tais como Pseudomonas fluorescens (Stone et al., 1989) e Bacillus
pumilus (Selinger et al., 1998) para controlar insetos de solo, Clavibacter xyli para Broca Européia do
milho (Dimock et al., 1988), e Bacillus sphaericus para o controle de mosquitos (Poncet et al., 1997),
embora elas tenham somente sido usadas experimentalmente em suas formas vivas. Varias espécies
de plantas, particularmente culturas agricolas como algodao, milho, batata, tabaco, tomate e cana-de-
acucar foram modificadas produzindo proteinas de &-endotoxinas de B. thuringiensis (Prieto-
Samsonov et al., 1997; Mendelsohn et al., 2003; Romeis et al., 2006b).

Ha diversas vantagens em usar plantas transgénicas contendo &-endotoxinas quando
comparadas com o uso de preparagdes microbianas de B. thuringiensis. As delta-endotoxinas
isoladas sdo mais seletivas do que as preparagdes microbianas que expressam diversas outras
toxinas. O controle de insetos através da expressao de &-endotoxinas em plantas transgéncias pode
dar protecdo durante toda a safra. A atividade inseticida ndo é de prazo muito curto como sao as
preparagdes convencionais de Bt, as quais sao rapidamente degradadas no meio ambiente. Com isso
o controle dos insetos € mais eficiente nas plantas transgéncias. Também as plantas transgénicas
atingem insetos que nao sao facilmente alcangados pelas preparagdes da bacteria, como os insetos
que vivem no interior dos colmos, flores e frutos.

A principal vantagem das plantas transgéncias resistentes a insetos expressando genes que
codificam &-endotoxinas ou as preparagdes microbianas, quando comparadas com os inseticidas
quimicos, € a alta especificidade para as espécies-alvo. Impactos negativos em insetos nao-alvo nas
lavouras foram reduzidos significativamente com o uso de plantas transgénicas.

Bacillus thuringiensis é uma bacteria comum capaz de sobreviver no meio ambiente por
longo tempo, porqué ela produz esporos que sao extremamente resistentes as condigdes ambientais
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desfavoravies. Uma vez que os esporos ficam no solo eles ndo germinam nas células vegetativas a
nao ser que eles estejam na presenca de uma fonte rica de nutrientes (Petras e Casida, 1985) ou
disponiveis dentro de organismos que ingerem os esporos. Por exemplo, uma cepa testada, B.
thuringiensis subsp. kurstaki DMUG7R persistiu no campo por sete anos (Hendriksen e Hansen,
2002). Todos os membros do género Bacillus sao Gram positivos e produzem somente um
enddésporo por célula. As células bacterianas tém flagelos em sua volta e sdo aerdbicas ou
anaerdbicas facultativas. A esporulacdo nao é reprimida pela exposicdo ao ar (Claus e Berkeley,
1986). A espécie de B. thuringiensis é caracterizada pela produgdo de uma ou mais cristais de
proteinas paraesporal em paralelo com a formagao de esporos. Os cristais paresporais consistem
principalmente de &-endotoxinas inseticidas e toxinas Cyt. As &-endotoxinas nos cristais sao
normalmente protoxinas inativas, as quais sao convertidas pela agdo enzimatica dentro do ambiente
digestivo larval para ativar a toxina (Claus e Berkeley, 1986). Estas toxinas, em adigdo a outras
toxinas produzidas por alguns isolados de B. thuringiensis, contam com a atividade inseticida dos
produtos comercializados para o controle de insetos lepdépteros, dipteros, e coleopteros. Os
produtos microbianos sempre mostram uma atividade adicional, comparados com as &-endotoxinas
sozinhas, pela expressao de outros fatores enquanto se reproduzem dentro dos insetos.

Isolados naturais de B. thuringiensis tém sido usados para controlar insetos ha décadas. A
primeira descricao da bactéria foi em 1901 pelo microbiologista japonés S. Ishiwata, que isolou o Bt
de larvas de bicho-da-seda doentes (Ishiwata, 1901). Ishiwata chamou o bacillus de Sottokin. Uma
década depois, um microbiologista alemao, E. Berliner, isolou um organismo parecido de uma doenga
de larvas de Ephestia kuehniella, na Turingia, Alemanha (Berliner, 1911, 1915; também citado em
Beegle e Yamamoto, 1992). Berliner chamou a bactéria de Bacillus thuringiensis, e pelo motivo de
que Ishiwata ndo descreveu formalmente o organismo que ele encontrou, Berliner levou os créditos
com o nome da bactéira. O primeiro produto comercial de B. thuringiensis foi produzido na Franga em
1938 (Kumar et al., 1996), mas o primeiro isolado registrado como um inseticida nos Estados Unidos
em 1961. Desde entéo, preparagbes microbianas de varios isolados de Bt sdo usadas na agricultura,
em uma grande variedade de grdos, forrageiras, frutas, verduras, tubérculos, plantas fibrosas e
tabaco. Também sdo usados para o controle de pragas florestais e para o controle de mosquitos e
moscas.

Quando o preparado de bacteria € usado como inseticida na lavoura, a toxina de B.
thuringiensis tem um periodo relativamente curto de persisténcia de 1-4 dias nas plantas devido a sua
degradacao por raios ultravioleta, entretanto um estudo de pulverizagdo do Bt em floresta mostrou
uma agao continua sobre lepddpteras por cerca de 30 dias apds a pulverizagao (Johnson et al.,
1995). Os esporos de B. thuringiensis persistem no meio ambiente por longos periodos de tempo e
foram isolados de solos em todo o planeta (Martin e Travers, 1989; Bernhard et al., 1997; Ejiofor e
Johnson, 2002), e da superficie das plantas (Smith e Couche, 1991). Esporos de B. thuringiensis
podem manter a sua presenca no meio ambiente pela germinagao e reprodugao em alto nimero de
hospedeiros os quais ndo séo prejudicados pela sua presenga. Muitos animais secretam Bt em suas
fezes, como ratos (Swiecicka e De Vos, 2003), veados (Ohba e Lee, 2003), mamiferos (Lee et al.,
2003, Swiecicka et al., 2002). Estes mamiferos provavelmente também se incluem seres humanos,
pois foi descoberto que o B. thuringiensis faz parte da flora microbiana normal de esgotos (Mizuki et
al., 2001). O mesmo processo também foi observado na fauna de solo, pois o B. thuringiensis
germinou em trés espécies de minhocas sem prejudicé-las (Hendriksen e Hansen, 2002). Entéo, os
esporos de B. thuringiensis e as toxinas sao partes integrais do meio ambiente.

Os produtos microbianos de B. thuringiensis, os quais contém nimeros diferentes de &-
endotoxinas, podem ser téxicos a diferentes insetos. Outros insetos sdo resistentes as toxinas de Bt.
Os resultados de varios estudos da suscetibilidade de espécies de insetos ao Bt foi analisado por
Schmitz et al. (2003). Entre outros grupos que tém dados disponiveis suficientes, os Geometridae
parecem ser a familia mais suscetivel. Em contraste, os Noctuidae sao relativamente resistentes a
pulverizagdo do Bt. A literatura confirma a toxicidade especifica aos lepdopteros dos produtos
comerciais de Bt kurstaki (Schmitz et al., 2003)..

A maioria das 8-endotoxinas de B. thuringiensis estdo na inclusées dos cristais paraesporais
que sao sintetizados junto ao endosporo durante a esporalacdo. As inclusGes dos cristais
paraesporais consistem de diferentes cristais de proteinas, cada qual codificada por um simples
gene. Dependendo da composi¢cdo das proteinas inseticidas, os cristais podem ter formatos
diferentes, tais como bipiramidais, cubicos, compostos de dois cristais ou lisos. Os genes que
codificam os cristais de proteinas inseticidas estdo normalmente localizados nos plasmidios, os quais
sao automaticamente reproduzidos em pecas circulares de DNA extracromossomal que pode ser
transferido por conjugagdo entre varias cepas de B. thuringiensis e espécies de bactérias
relacionadas tais como Bacillus cereus e Bacillus subtilis (Klier et al., 1983, Battisti et al., 1985, e
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Ruhfel et al., 1984). Os plasmidios de B. thuringiensis sao relativamente grandes e podem conter um
quarto da capacidade de codificagdo genética do cromossomo bacteriano (Carlton e Gonzalez, 1985).

Os corpos cristalinos paraesporais formados dentro das células de B. thuringiensis
adjacentes ao endosporo durante a esporulacdo sdo protoxinas as quais sdo compostas de
precursores das d-endotoxinas ativas (Clarimont et al., 1998). Para as trés toxinas convencionais de
triplo dominio, por exemplo, Cry1, Cry2 e Cry3, a metade C-terminal destas protoxinas inativas sao
enzimaticamente clivadas dentro do intestino de larvas de insetos suscetiveis por proteases like-
tripsinas para a toxina ativa, a qual consiste da por¢cdo n-terminal da molécula (Federici, 1993;
Rukmini et al., 1999).

A protoxina especifica para lepdoptera Cry1 tem 130 — 140 kDa. H& bastante sequéncias do
gene cry1 (Hofte e Whitely, 1989; Crickmore et al., 1998; Crickmore et al., 2005). As protoxinas
Cry1A até a Cry1G tem de 1100-1200 amino acidos e a parte ativa da molécula de protoxina é um
fragmento de 60 - 70 kDa localizado na metade N-terminal da protoxina. As protoxinas Cry2, Cry3, e
Cry11A sao moléculsa menores de aproximadamente 70 kDa as quais sdo parecidas com a porgao
N-terminal das protoxinas maiores (como revisado por Bauer, 1995). Estas protoxinas menores ainda
necessitam do processo enzimético envolvendo a remogéo dos amino-acidos do N-terminal para se
tornar a forma ativa da toxina (Bauer, 1995). Este processo é um dos fatores que colaboram para a
especificidade das proteinas Cry, pois a variagao da especificidade das 6-endotoxinas aos diferentes
insetos pode ser, em alguns casos, devido a presenga de diferentes enzimas proteoliticas.

Toxinas ativas truncadas, como é no caso do milho Bt11, sdo porgées do N-terminal das
moléculas de protoxinas obtidas apoOs clivagem enzimatica das toxinas Cry maiores, dentro do
intestino do inseto. E esta parte da protoxina que se liga aos receptores especificos e resulta por final
na morte devido a disruptura da membrana. As proteinas menores 70 kDa Cry2, Cry3, e Cry11 sédo
algumas vezes consideradas formas truncadas da por¢cdo N-terminal das grandes proteinas Cry,
embora alguns processamentos ainda ocorram nestas moléculas menores (Knowles, 1994).

Uma grande quantidade de pesquisa sobre &-endotoxin foi dedicada para entender o modo
de agao nos insetos suscetiveis. Em geral, depois da ingestao, os cristais sdo dissolvidos e entdo
convertidos em toxinas ativas pelas proteases dos insetos. As toxinas ativas se ligam a sitios de
receptores especificos e produzem poros no intestino do inseto, os gais resultam em perdas de
homeostases e septicemia, que séo letais ao inseto (Broderick et al., 2006).

Quando os cristais ndo téxicos de B. thuringiensis sao ingeridos por uma larva de inseto
lepdoptero suscetivel, eles dissolvem em ambientes de pH alto (>9.5) no intestino das larvas,
liberando uma ou mais d-endotoxinas. Entretanto, muitos coleopteros que tém um intestino com pH
neutro, solubilizam algumas toxinas especificas para coledpteros (Koller et al., 1992). A solubilizagdo
pode ocorrer devida a protedlise inicial de Cry3A, que torna a toxina solivel em pH neutro permitindo
ter atividade contra coleopteros (Carroll et al, 1997). Essas proteinas sdo protoxinas que sao
convertidas enzimaticamente no intestino do inseto por proteases em proteinas téxicas menores.
Estas toxinas ativas se ligam a um sitio receptor Unico nas células epiteliais do intestino dos insetos
suscetiveis. A suscetibilidade proteolitica de varias protoxinas de Cry1A parecem ser suscetivies ao
DNA associado com o final do N-terminal da protoxina nos cristais (Clairmont et al., 1998).

A ingestdo do material vegetal contendo a 6-endotoxin na forma de protoxina ou em uma
toxina truncada ativa foi mostrado por varios estudos realizados para controlar os mesmos
hospedeiros alvo que aqueles que ingerem as inclusdes cristalinas de B. thuringiensis contendo as -
endotoxinas (Mycogen e Novartis, 1995a, 1995b; Plant Genetic Systems, 1998; Mycogen e Pioneer,
2001a, 2001b, 2001¢, 2005a; Monsanto, 2002b, 2002f, citados por OECD, 2007). Foi proposto que a
solubilizagdo e a fase de protedlise pode contribuir para a seletividade de agdo nos insetos
suscetiveis, e que se a d-endotoxin expressa em plantas esta na forma truncada, uma série de
insetos hospedeiros podem ser afetados (Stotzky, 2002, Hilbeck, 2002). Entretanto, ndo hé
evidéncias que suportem a hipétese que a protease ativada ou a toxina truncada altera a gama de
insetos nao alvo (Mycogen e Novartis, 1995a, 1995¢; Plant Genetic Systems, 1998c; Mycogen and
Pioneer, 2001a, 2001b, 2001c, 2005a; Monsanto, 2002b, 2002d; Evans, 2002).

Para as toxinas Cry classicas, como por exemplo Cry1A e Cry2A, a ligagdo das moléculas
de toxina Cry nas superficies das membranas das células epiteliais nas microvilosidades do intestino
do inseto alvo é um processo essencial para ocorrer a toxicidade (Hoffman et al., 1988), embora os
processos pés-ligagao adicionais, incluindo a insergdo da membrana e a septicemia, sdo necessarios
para a morte do inseto (Broderick et al., 2006). A sequéncia de aminoacidos do dominio do receptor
de moléculas de d-endotoxin é hospedeiro-especifica (como revisado por Bauer, 1995).

A ligagao a receptores e a formagao de poros sao necessaries para otimizar a agao contra
insetos. Parece que somente a ligagao sozinha ndo causa uma atividade étima contra os insetos.



Ap6s a insergdo da o-endotoxin Cry, muitos complexos de receptor-toxinas formam
agregados que formam poros nas membranas (Walters et al., 1993; Knowles, 1994; Soberon et al.,
2000). Os poros formados na membrana plasmatica rompem o balango osmético dentro das células.
Neste ponto os insetos param de se alimentar.

Atualmente as técnicas de engenharia genética podem permitir o controle especifico da
expressao de &-endotoxinas em diferentes partes das plantas. A maioria dos produtos transgénicos
desenvolvidos até hoje, entretanto, mostra uma grande variedades de niveis de expressdo em varias
partes das plantas avaliadas (Tabela 1). Promotores fortes constitutivos tais como CaMV 35S
geralmente resultam na produgédo do produto genético sobre seu controle (p.ex.. d-endotoxinas) em
todos os tecidos das plantas. Por exemplo, em milho, um promotor derivado do gene de
fosfoenolpiruvato carboxilase foi usado para promover a expressdo de cry1Ab em tecido verde
(Hudspeth e Grula, 1989). Estas tecnologias de expressdo seletiva € muito Util para controlar a
exposicao direta dos insetos-alvo e restringir a exposigao dos insetos nao-alvo.

A literature a respeito dos efeitos potenciais que podem ser causados pelas formas
microbianas de B. thuringiensis ndo é necessariamente relevante para prever os perigos de plantas
que produzem d-endotoxinas, porqué as linhagens microbianas, quando usadas em prepargdes
produzem diversas outras toxinas, portanto as formas microbianas podem apresentar efeitos
negativos relacionados a toxinas diferentes das d-endotoxinas, o que ndo ocorre quando se tem a
delta-encdotoxina pura. Entretanto, as linhagens de pesticides microbianos de Bacillus thuringiensis
registradas nao sao toxicas a mamiferos, e geralmente mostram baixa toxicidade a espécies nao-alvo
terrestres e aquaticas (USEPA, 1998). Em outras circustancias em que foram mostradas toxicidade a
espécies ndo alvo, como, por exemplo para espécies de daphnia, provou-se que a toxicidade é
atribuida a outras toxinas produzidas pelo microorganismo e ndo pelas &-endotoxinas (USEPA,
1998). Estudos mais recentes sobre a persisténcia das 6-endotoxinas de plantas e microorganismos
indicaram que elas podem se ligar a algumas substancias no solo, entdo aumentar a duracao de sua
presenca no solo (Saxena e Stotzky, 2000; Stotzky, 2000; Crecchio e Stotzky, 2001; Saxena et al.,
2002a, 2002b), entretanto nenhum efeito adverso foi observado com o aumento da exposicao. Inserir
as 0-endotoxinas nas plantas reduz um aspecto de risco em relagdo as formas microbianas de B.
thuringiensis porqué ela elimina a potencialidade téxica da exotoxinas que sdo produzidas por
algumas linhagens de B. thuringiensis. As informacdes atuais, disponiveis de estudos de cultivo a
longo prazo de plantas expressando toxina Bt sobre os niveis residuais da toxina em solo, indicaram
que elas nao estdo presentes a niveis detectaveis e parecem nao aumentar ao longo do tempo
(Sanvido et al., 2006).

Encontra-se na literatura varios testes efetuados para verificar os efeitos em organismos
nao-alvo, incluindo seres humanos, muitos deles foram conduzidos com as prepara¢des microbianas
que contém diversas toxinas. Recentemente, sairam muitas publicagées descrevendo os efeitos das
d-endotoxinas de Bt isoladas sobre insetos alvo e nédo-alvo (veja o banco de dados especifico para
toxina de Bacillus thuringiensis, van Frankenhuyze e Nystrom, 1999). Estas proteinas foi também
extensivamente estudadas na planta (Bhatti et al., 2005a, 2005b; Bitzer et al., 2006; Daly and Buntin,
2005; Dively, 2005; Head et al., 2005; Lopez et al., 2005; Naranjo, 2005a, 2005b; Naranjo et al., 2005;
Pilcher et al., 2005; Prasifka et al., 2005; Torres and Ruberson, 2005; Whitehouse et al., 2005).

Ha também numerosos estudos que sao submetidos por companhias privadas ou
laboratérios de testes para ajudar nas decisdes regulatérias para produtos da biotecnologia
(Mendelsohn et al., 2003; Romeis et al., 2006b). Enquanto estas informagdes sdo menos faceis de
serem obtidas que a literatura cientifica publica, ela é Util para a discussao do contexto atual.

A empresa requerente deste processo, Syngenta Seeds Ltda, apresentou dados de ensaios
de toxicidade (segao D). Os resultados demonstraram que nenhum tratamento apresentou efeitos
adversos em dosagens até 4000 mg/Kg. Estes resultados estdao coerentes com a literatura. Através
de muitas décadas do uso comercial de produtos microbianos de B. thuringiensis, avaliou-se a
toxicidade a mamiferos. O banco de dados toxicolégico do B. thuringiensis mostra que nao ha
nenhum efeito sobre mamiferos atribuido as 8-endotoxinas. Uma revisdo de diversos estudos sobre
infectividade e patogenicidade indicou um padréo claro do B. thuringiensis em roedores apoés
aplicagao oral, pulmonar ou intravenosa (McClintock et al., 1995a, 1995b). Nenhum efeito adverso
significativo na saude atribuido ao micrébio testado foi relatado nestes estudos tanto em ganho de
peso corporal ou mortalidade pelas observagdes clinicas, ou através do exame dos érgao internos
dos animais em teste nas necropsias. Para ajudar a analise de risco de plantas Bt, os testes de
toxicidade aguda foram realizados em roedores usando Cry1Ab, Cry1Ac, Cry9C, Cry3A, Cry1F,
Cry2Ab2, Cry3Bb1, Cry34Ab1, e Cry35Ab1 (DEKALB, 1997; Monsanto e Novartis, 1996a; Monsanto,
1995a, 1995b; 2001a, 2001b, 2001c; Mycogen e Novartis, 1995c, 1995d; Plant Genetic Systems,
1998; Mycogen e Pioneer, 2001d, 2001e; 2005b, citados por OECD, 2007). Para todos estes estudos,
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niveis maximos da toxina foram usados para os ensaios de alimentagao, a toxina foi produzida em
quantidades suficientes em microorganismos geneticamente modificados para esse fim, de forma que
fosse possivel extrair quantidades puras das toxinas suficientes. Em todos os casos, as ©&-
endotoxinas ndo mostraram efeitos adversos em altas doses a niveis de 3760 a 5220 mg/kg em ratos
via uma rota oral de exposicao.

A Autoridade Européia em Seguranga Alimentar (EFSA), avaliou a seguranga alimentar das
0-endotoxinas expressas em milho tais como Cry1Ab em Bt11 (EFSA, 2005a), Cry1F em milho 1507
(EFSA, 2005b), Cry3Bb1 em milho MON 863 (EFSA, 2004), e hibridos derivados de Cry1Ab e
Cry3Bb1 em MON 810xMON 863 (EFSA, 2005c). Estudos feitos em frangos, porcos, bezerros e boi
forneceram informagbes adicionais sobre o comportamento da proteina Cry1Ab no sistema gastro-
intestinal dos animais (Jennings et al., 2003; Chowdhury et al., 2003; Einspanier et al., 2004; Lutz et
al., 2005). Cry1Ab nao é completamente degradada no trato digestivo. Fragmentos dos genes e/ou
fragmentos da proteina imunorreativa ainda estao presentes no conteldo intestinal e nas fezes, mas
nenhum residual de DNA ou proteina pode ser encontrado em tecidos animais nem no sangue e nao
hé risco associados a estes fatos. Ha diversos trabalhos cientificos recentemente desenvolvidos para
se averiguar a possibilidade de o DNA ser transferido para a carne ou para as visceras de diversos
animais (porco, boi, carneiro, aves, ratos). Nao houve, em nenhum deles, a constatagdo de DNA ou
de proteina exdgena.

Outros trabalhos verificaram o destino de DNA transgénico no trato gastrointestinal de seres
humanos. Netherwood e colaboradores (2004) avaliaram a persisténcia de DNA transgénico vegetal
no trato gastrointestinal humano mostrando que uma pequena porg¢édo do transgene (gene exdgeno
que foi transferido para a soja) de soja GM, assim como o DNA de soja ndo GM, sobrevivem a
passagem pelo trato gastrointestinal superior, contudo é completamente degradado no intestino.
Desta forma, é altamente improvavel que os eventos de transferéncia de genes observados nestes
estudos alterem as fungdes gastrintestinais ou ponha em risco a saude humana. Apesar de tudo, a
observagdo da persisténcia de DNA de plantas transgénicas durante a passagem através do
estbmago e do duodeno deve ser considerada nas avaliagbes de seguranca de alimentos GMs.
Chowdhury e colaboradores (2003) estudaram o destino de genes intrinsecos e recombinantes em
bezerros alimentados com milho Bt11 resistente a insetos e verificaram a presenga de genes
intrinsecos (do préprio milho) e recombinantes no fluido do rimen e conteddo do reto no periodo de 5
a 18 horas apds a alimentagdo. Porém, nunca foram encontrados os genes recombinantes nas
células sanguineas ou 6rgaos viscerais e musculos. Phipps e colaboradores (2003) — em trabalho
semelhante ao descrito acima, mas com bezerros alimentados com ragdo contendo soja
geneticamente modificada (gene cp4epsps) e milho Bt (gene cry1ab) —, encontraram fragmentos dos
transgenes no rumen e no digesto do duodeno. Nao houve detec¢do dos transgenes nas fezes, no
sangue ou no leite dos animais.

Lutz e colaboradores (2005) desenvolveram uma pesquisa para se certificarem de que o
método de deteccdo da proteina Cry1Ab por Elisa (Enzime Linked Immunosorbent Assay), para
rastreamento de OGMs, pode fornecer dados confiaveis. Os pesquisadores mediram a presenga
desta proteina no trato gastrointestinal de bovinos alimentados com milho GM por trés métodos
distintos. Embora o método de detecgao por Elisa tenha confirmado a presenga de fragmentos da
proteina Cry1Ab no rimen e no duodeno dos animais, os resultados de Immunoblotting e Western
Blotting demonstraram que ela é degradada pelas bactérias do rimen, pelo pH do trato
gastrointestinal e pelas proteases. Os autores concluem que os dados medidos por Elisa devem ser
interpretados cuidadosamente, concluindo que eles ndo podem ser usados isoladamente pois, para
obter medidas adequadas e confirmar a presenga da proteina inteira e, portanto, biologicamente
ativa, tem que se usar outros métodos complementares, a exemplo de Immunoblotting ou ensaios
biol6gicos com espécies suscetiveis a proteina codificada pelo gene Bt.

Mais recentemente, Aeschbacher e colaboradores (2005), em experimentos realizados com
frangos alimentados com milho hibrido Bt, ndo encontraram nenhum fragmento do transgene em
tecidos musculares, figado, bago, outros 6rgaos, carne ou ovos.

Em algumas técnicas para obtencdo de OGM usa-se gene marcador de resisténcia a
antibiodticos, associado ao gene que se quer introduzir para verificar o sucesso da introdugdo. A
questdo da possivel passagem do transgene para bactérias intestinais de animais e humanos esta
associada a possibilidade tetrica de, com isso, gerar-se resisténcia a antibidticos nessas bactérias.
Ou ainda, de genes penetrarem pelo intestino no organismo e serem funcionais. O processo em
andlise demonstrou que o gene marcador antibiético nao esta presente no milho Bt11.

Trabalhos cientificos recentes tém mostrado que ndo ha evidéncias de risco a saude. Mesmo se
fragmentos grandes o suficiente para conterem um gene inteiro resistirem a passagem pelo intestino,
o fato nao teria significado biologico. Portanto, é altamente improvavel a passagem do transgene
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funcional e que isso afete o funcionamento do intestino ou da saide humana. Se isso pode ser dito
pensando na ingestao direta do alimento GM, logo se vé a impossibilidade ainda maior de qualquer
risco acontecer a partir da ingestdo de carne, leite e outros produtos derivados de animais que
apenas ingeriram ragoes GMs (Gay e Gillespie, 2005; Bennet et al., 2004).

Alguns estudos recentes feitos com os preparados microbianos encontraram alguma toxicidade de
diversas linhagens de B. thuringiensis em ratos imunocomprimidos e severamente estressado
infectados com o virus influenza. Entretanto, os autores atribuiram os efeitos das toxinas a outras
diferentes das &-endotoxinas (Hernandez et al., 1998; Hernandez et al., 1999; Hernandez et al.,
2000).

Os dados de toxicidade oral aguda para Cry1Ab, Cry1Ac, Cry9C, Cry3A, Cry1F, Cry2Ab2,
Cry3Bb1, Cry34Ab1, e Cry35Ab1 justificam que as proteinas Cry ndo sao toxicas aos seres humanos.
Quando as proteinas séo tdéxicas, elas sdo conhecidas em agir via mescanismos agudos e em doses
muito baixas (Sjoblad et al., 1992). Pelo fato dos testes de toxicidade aguda nunca terem resultado
em qualquer efeito, mesmo em doses relativamente altas, estas proteinas &-endotoxinas ndo séo
consideradas téxcas para os seres humanos. Ambos, o longo histérico de seguranca no uso de B.
thuringiensis e os dados de toxicidade oral aguda permitem a conclusdo que estas e outras -
endotoxinas tem um risco muito baixo de toxicidade aos seres humanos. O Unico aspecto de
preocupacado para a salde humana identificado nos testes foi o potencial da proteina Cry9 ser um
alimento alergénico. Cry9C foi registrado condicionalmente nos Estados Unidos somente para uso na
alimentacao animal, com restrigées de cultivo em contengéo. Entretanto, uma mistura n&o intencional
e resultou no aparecimento de niveis baixos de toxina em alguns produtos processados de milho. O
registro seguiu-se de uma exigéncia a companhia de estudos do FDA que nao revelaram qualquer
caso de alergia em seres humanos atribuidos a exposi¢gdo a Cry9C. Um individuo que mostrou
possibilidade de alergia a proteina Cry9C por administragdo de doses via oral e um teste voluntario
de pele para controle total, duplo cego, conduzido em um centro médico provou que ele nao era
alérgico a proteina Cry9C (Sutton et al., 2003). A seguranga adicional registrada para Bt foi
estabelecida em estudos de laboratério e de campo, os quais foram vistos para plantas Bt e
formulagbes microbianas (Betz et al., 2000; Siegel, 2001; Federici, 2002).

Na falta de um modelo animal adequado para prever a alergenicidade de alimentos, um
modelo de screening foi recomendado por uma conferéncia chamada “Questées Cientificas
relacionadas ao Potencial Alergénico em Alimentos transgénicos” (FDA Docket 94 N-0053, document
TR-1) ocorrido em Annapolis, Maryland, nos Estados Unidos. Os participantess, que eram
pesquisadores especialistas em alrgenicidade de alimentos, recomendaram que as novas proteinas
sejam avaliadas pela determinagédo de sua similaridade as caracteristicas de proteinas alimenticias
alergénicas conhecidas. Especificamente, as questdes a serem consideradas foram, ela tem uma
sequéncia de amino-acidos parecida, ela é resistente a degradacdo enzimatica e 4cida, ela é termo
estavel, ela é encontrada em grandes quantidades em partes cosmetivies das plantas, e ela tem a
massa molecular apropriada? Nesse critério, as d-endotoxinas testadas até o momento néo
compartilham similaridade nas seqiéncias de amino-acidos com proteinaceos conhecidos que
causam alergia.

Cry1Ac, Cry1Ab, Cry1F, Cry2Ab2, Cry3Bb1, Cry34Ab1, e Cry35Ab1 mostraram ser
termolabeis (Monsanto, 1995b; 2001a, 2001b; 2002c; Monsanto and Novartis, 1996b; Mycogen and
Pioneer, 2001f, 2001g; 2005¢c, 2005d, 2005¢e, 2005f, citado por OECD, 2007), o que esta de acordo
com as informagbes apresentadas pela empresa requerente deste processo. A resisténcia a
degradacdo enzimatica de cada d-endotoxinas em produtos comerciais foram analisadas com
estudos de digestibilidade dos produtos dos genes puros (DEKALB, 1997; Herman et al, 2003;
Monsanto e Novartis, 1996b; Monsanto, 1995a, 1995b; 2001a, 2001b; 2002a, 2002¢, 2002d, 2002¢;
Mycogen e Novartis, 1995c; Mycogen e Pioneer, 2001h; 2005b; Plant Genetic Systems, 1998, citado
por OECD, 2007). Estes estudos foram realizados usando fluidos simulados gatricos (acido e
pepsina) e intestinais (tripsina a pH neutro) como descrito na FarmacopéiaAmericana (USP, 1995). O
processo de degradacao foi rastreado pelo desaparecimento das bandas em SDS-PAGE ou testadas
usando insetos suscetiveis. A forma ativa da 6-endotoxina, é claro, é resistente a digestao da tripsina,
mas as 0-endotoxinas Cry1Ac, Cry1Ab, Cry1F, Cry3A, Cry2Ab2, Cry3Bb1, Cry34Ab1, and Cry35Ab1,
foram facilmente inativadas pelos estudos de digestibilidade. A Autoridade Européiam em Seguranca
Alimentar (EFSA) avaliou o risco potencial de alergenicidade das &-endotoxinas expressadas em
plantas de milho tais como Cry1Ab em Bt11 (EFSA, 2005a), Cry1F em milho 1507 (EFSA, 2005b),
Cry3Bb1 em MON 863 (EFSA, 2004), e hibridos derivados de Cry1Ab e Cry3Bb1 em MON 810xMON
863 (EFSA, 2005¢). A avaliagdo de risco de alergia das proteinas Cry foi realizada usando diversos
protocolos, o qual levou a evidéncia indireta que o risco de alergia é muito baixo. Isso incui a
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auséncia de alergenicidade conhecida da fonte, auséncia de uma homologia significativa da
seqliéncia com alérgenos conhecidos e e rapida e extensiva degradagao por pepsina.

Bernstein et al. (1999) é algumas vezes citado como referéncia para o potencal das &-
endotoxinas serem alergénicas. Entretanto, esta pesquisa foi designada para verificar o potencial
para trabalhadores rurais em desenvolver reagbes e/ou anticorpos para as formas micribianas de
produtos de B. thuringiensis seguindo a exposigao a inalagdo, nao exposigcao dietética as ©-
endotoxinas. Ainda assim, 0s autores ndo encontraram uma reacao significativa as preparacoes de &-
endotoxinas no grupo de trabalhadores que exibiram uma resposta imune aos extratos totais de B.
thuringiensis (como mostratado a testes de sensibilidade da pele, nenhuma alergia ou sintomas
clinicos foram vistos). As preparagdes de protoxina para este teste foram derivadas de linhagens
comerciais de Javelin as quais os trabalhadores foram expostos. Os autores concluiram entédo “...é
improvavel que os consumidores desenvolvam alergia sensitiva ap0s exposi¢ao oral aos alimentos
transgénicos (ex. tomates e batatas) que normalmente contém o gene que codifica esta proteina”.
Uma concluséo parecida pode ser vista no trabalho de Siegel (2001).

O processo em andlise relata na se¢ao D que a proteina Btk (Cry1Ab expressa no milho Bt11)
nao apresenta homologia significativa com qualquer alergénico protéico conhecido (Keek & Mitsky,
1994), nem com qualquer das 121 seqiéncias de aminoacidos relatadas para alergénicos. A
requerente também examinou a glicosilagao da proteina Btk e ndo se observou qualquer glicosilagao
(US EPA, 1994, MRID # 43397202). Este resultado esta coerente ja que a glicosilagdo enzimatica nas
plantas necessita de sua passagem pelo reticulo endoplasmatico e corpusculo de Golgi (Taiz e
Zeiger, 1991). Para este transporte necessita-se de sequiéncias especificas como alvo da proteina, as
quais nao foram colocadas por modificagao no "cassete" do gene Btk. A proteina Btk também nao
contém as seqiiéncias alvo. Por nao haver glicosilagao da proteina Bik, ela se afasta do perfil das
proteinas alergénicas comuns.

A primeira exposi¢cao humana significativa a 6-endotoxina em plantas € via oral por ingestéao de
alimentos. A exposi¢ao aos aeroséis produzidos durante o processamento de material (ex. sementes)
de plantas Bt € uma rota adicional (embora pequena) da exposi¢cao humana. Muitos paises pedem
estudos dos residuos de pesticides para determinar os niveis méaximos de pesticidas quimicos em
comodities agicolas brutas. Devido a auséncia de toxicidade de &-endotoxinas aos mamiferos, estes
estudos tradicionais para pesticidas ndo sao necessarios. Pesticidas microbianos de B. thuringiensis
que sao registrados em paises que requerem tolerancias (niveis maximos de residuos) foram dadas
isengdes para o conjunto de tolerancia numéricos (MRL). Entretanto, uma analise dos niveis de
expressao de d-endotoxina em varias partes da planta é Util para as avaliagoes dos efeitos em
organismos nao alvo bem como questdes relativas ao manejo de resisténcia de insetos. Estes dados
mostram que as plantas transgénicas inseticidas um uso comercial atualmente tem relativamente
niveis baixos de &-endotoxinas nas partes comestivies da planta.

A Syngenta apresenta estudos de equivaléncia substancial, baseados em critérios moleculares e
protéicos em estudos feitos com milho Bt11. Foi observada diferencga significativa na porcentagem de
proteina entre os dois pares de hibridos precoces (os dois hibridos Bt eram mais baixos em proteina),
mas nao entre os pares de hibridos tardios. Uma diferenca significativa foi também observada entre o
peso hectolitrico de N4242 e X4734CBR. Neste caso, o hibrido contendo Bt era de peso hectolitrico
superior. Nenhuma outra diferenga significativa foi observada entre os hibridos tipos selvagem e suas
conversoes transgénicas Bt11. Os hibridos precoces e tardios foram derivados de processos
separados de conversdo por retrocruzamento usando 0 mesmo evento original de transformagéao
(planta). A falta de diferengas consistentes entre hibridos tipo selvagem e seus correspondentes Bt11
convertidos por retrocruzamento indica que os efeitos observados nao sdo provavelmente uma
caracteristica do gene Bt em si. Em vez disso, eles quase certamente resultaram de converses por
retrocruzamentos incompletas através do processo normal de melhoramento. E sabido que derivados
de retrocruzamentos recuperarao de maneira imperfeita todos os atributos do pai recorrente (mais de
3% dos genes do doador vao permanecer, em média, apds 4 retrocruzamentos a um pai recorrente).
Isso resulta em pequenas diferengas entre linhagens derivadas por retrocruzamento e seus pais
recorrentes, que diferirdo para cada estirpe independente.

Em outro ensaio, a proponente apresentou resultados de um estudo de analises de
composigao de graos e de forragem do Milho Bt11. Avaliou-se a composicdo de graos e forragem
(planta inteira) de um hibrido de milho geneticamente modificado (GM) para o evento Bt11 em
comparagao com o respectivo hibrido isogénico e cultivares comerciais ndo GM utilizadas no Brasil.
Os ensaios para avaliagdo da forragem foram conduzidos em 2 locais distintos, um em Minas Gerais
e outro no estado do Parana, na safra agricola 2005/06. Os parametros avaliados, num total de 49
foram: composicionais (nas forragens foram cinza, gordura, proteina, carboidratos, calorias, fibra em
detergente &cido (FDA), fibra em detergente neutro (FDN) calcio e fosforo; nos graos foram cinza,

10



gordura, proteina, carboidratos, calorias, fibra em detergente acido (FDA), (calcio e fésforo), perfil de
minerais (cobre, calcio, ferro, fésforo, magnésio, manganés, potassio, selénio, sédio e zinco), perfil de
acidos graxos (acido palmitico 16:0, acido estearico 18:0, acido oléico 18:1, acido linoleico 18:2 e
acido linolénico 18:3) e perfil de aminoacidos (acido aspartico, acido glutédmico, alanina, arginina,
cistina, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina, serina, tirosina,
treonina, triptofano e valina). Os resultados obtidos demonstraram que nenhum padrao consistente
emergiu para sugerir que mudangas biologicas significativas na composi¢cdao ou no valor nutritivo do
grao e da forragem do milho Bt11 ocorreram como resultado nao intencional da transformacao ou da
expressdao do transgene cry1A(B) e pat, demonstrando-se, portanto, que o milho Bt11 é
substancialmente equivalente em composi¢cdo nutritiva ao respectivo hibrido isogénico nao-GM e
hibridos comerciais de milho.

A empresa apresentou relatério de estudo de avaliagdo comparativa da contaminacéo fungica e
produgao de micotoxinas entre dois hibridos de milho e seus isogénicos transgénicos Bt11 realizados
no Brasil. Estes estudos tiveram resultados que estdo de acordo com resultados de outros trabalhos
semelhantes encontrados na literatura.

O estudo apresentado pela Syngenta teve como objetivo comparar os hibridos Master®3 e
Fort®3, submetidos a tratamento com inseticidas, e seus isogénicos transgénicos Bt11 quanto a
contaminagao fungica dos graos e niveis de produgao das micotoxinas: aflatoxinas, zearalenona,
fumonisina e deoxynivalenol. Sabe-se que as micotoxinas sdo importantes fatores de toxicidade para
mamiferos e aves, e parecem estar ligadas a uma série de reag¢des que podem ser desde intoxicagao
leve até o aparecimento de cancer e em casos extremos levam a morte. Os resultados das andlises
de contaminagéo flngica, principalmente por Fusarium, mostraram que os hibridos Bt11, (T1 e T2)
foram significativamente (P<0.005) menos atacados por fungos que seus isogénicos nao transgénicos
(T3 e T4) onde Master + inseticida (T3) apresentou 11 vezes mais fungos que Master Bt11. Pode-se
concluir que os hibridos Bt11 avaliados estavam menos contaminados por fungos e micotoxinas que
seus isogénicos nao transgénicos.

Estudos de efeito em organismos nao alvo sdo designados para se dereterminar os riscos
atuais em espécies testadas, normalmente usando altas doses para garantir uma margem de
seguranga e certeza e dar um resultado maximo de dano (Rose, 2006; Romeis et al., 2006a). A
exposi¢ao e os estudos de avaliagao (incluindo estudos de campo que incorporam ambos os efeitos e
exposi¢ao no mesmo estudo) foram feitos para dar suporte aos pedidos de liberacdo comercial dos
produtos transgénicos nos Estados Unidos e na Europa. Os testes realizados foram agudos, sub-
agudos e testes de dieta reprodutiveis para &-endotoxinas nas plantas em espécies nao-alvo,
preferencialmente aquelas com um histérico de sobrevivéncia em condi¢cdes de laboratério. A ©-
endotoxina testada foi aquela expressada em tecidos vegetais esperado ser envolvido a exposi¢do de
espécies nao-alvo, ou, se ndao pode ser incorporada em dietas dos organismos testes, foi a o-
endotoxina pura. Nas espécies nao-alvo dos Estados Unidos, foram geralmente em aves, um roedor
(rato ou camundongo) e uma série de insetos nao-alvo (abelhas e insetos benéficos predadores, tais
como vespas parasitas, joaninhas e lacewings) selecionadas como espécies representativas que tém
algum papel funcional e que demonstrou sobreviver sob condi¢cdes de laboratério. Os testes de
laboratério em outros insetos nao-alvo sao realizados conforme necessidade. Também ha uma série
de estudos de alimentagdo por 6 semanas feitos com pintinhos. Efeitos em mamiferos ndo-alvo
podem ser parcialmente avaliados usando estudos agudos de dieta que foram realizados para
andlises dos efeitos em seres humanos. Testes em espécies aquaticas (peixes, ex. Trutas e outros
invertebrados aquaticos, ex. daphnia) podem ser Uteis se eles tiverem a possibilidade de exposicéo,
mas frequentemente, ndo ha exposi¢cao aquatica significativa para substancias produzidas pro plantas
transgéncias, com excegéo do arroz Bt. Também foram realizados estudos com organismos do solo,
ex., collembola, os quais estdo envolvidos na degradagdo de material organico, e minhocas. O
namero de organismos de solo testados, entretanto, € limitado (OECD, 2007).

Dados de laboratério para rodentes testados com as formas de B. thuringiensis nao
indicaram que ha efeitos adversos das preparagdes de B. thuringiensis nos animais testados (e.g.
USEPA, 1998). Os testes com bezerros ou porcos, representando animais com diferentes sistemas
digestivos, sdo poucos e nao enfocam os efeitos a longo prazo. Entretanto, devido as especificidades
do modo de agdo das &-endotoxinas mencionadas anteriormente, os efeitos em mamiferos ndo-alvo
pode ser considerada improvavel. Esta conclusdo é suportada pela auséncia de efeitos observados
para as &-endotoxinas testadas purificadas em rodentes em suporte ao uso comercial de plantas
transgénicas. Além disso, ndo ha nenhum sitio receptor conhecido equivalente que se liguem as &-
endotoxinas em mamiferos (Noteborn et al., 1995; Gill e Ellara, 2002; Broderick et al. 2006). O modo
de agdo € inseto-especifico devido as caracteristicias do intestino dos lepddpteros em uma unica
ATPase para a regulacdo do inflixo de potassio e a caracteristica Unica da suscetibilidade ao
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estresse i6nico (Knowles, 1994), mais as observagdes que sempre quando um sitio de ligagdo da
proteina Cry é expressado em células de mamiferos, estas céluas sao incapazes de expressa-las na
forma que permita que a toxina se ligue a elas (Keeton e Bulla, 1997; Gill e Ellar, 2002; Broderick et
al., 2006).

Testes dos efeitos agudos e sub-crbnicos com aves demonstraram que o0s produtos

microbianos de B. thuringiensis ndo sao toxicos nem patogénicos (e.g. USEPA, 1998). Estudos orais
agudos em aves das 8-endotoxinas atuais foram submetidos para dar suporte ao uso commercial.
Nenhum efeito foi visto com a exposigdo em dietas em aves contendo Cry1Ab, Cry1Ac, Cry3A,
Cry9C, Cry1F, Cry2Ab2, e Cry3Bb1 (DEKALB, 1997; Monsanto e Novartis, 1996c; Monsanto, 1995a,
1995b; 2001c; 2002a; Mycogen e Novartis, 1995c; Plant Genetic Systems, 1998c; Mycogen e
Pioneer, 2001e, como citado em OECD, 2007). Adicionalmente, nunhum efeito foi observado da
exposi¢ao em dietas de frangos com milho expressando a toxina binaria Cry34Ab1 e Cry35Ab1
(Mycogen and Pioneer, 2005c).
Produtos microbianos usando B. thuringiensis ndo demonstraram toxicidade ou patogenicidade aos
peixes. O intervalo de LCs, aquoso foi de 8.7 x 10° a 4.6 x 10" cfu/L (USEPA, 1998). Cry1Ab foi
testada em alimentacdo de milho como 100% da dieta em um ensaio com catfish e ndo houve
nenhum efeito na dose maxima testada (>200 ppm) (OECD, 2007).

Testes de toxicidade de produtos comerciais de B. thuringiensis subspecies kurstaki e
israelensis registrados demonstraram toxicidade moderada a Daphnia magna. O LCsy's relatados
foram no intervalo de 5 a 50 ppm. Um alto nivel de toxicidade do B. thuringiensis a daphnia foi
demonstrado com ECsy's no intervalo de 0.8 a 3 ppm (USEPA, 1998). A toxicidade, entretanto, foi
provado ndo estar relacionado com as d-endotoxinas, mas a substéncia sollveis termo labeis nos
fluidos sobrenadantes. A toxicidade também é atribuida a 3-exotoxina termo estavel. A expressao das
proteinas &-endotoxinas bem caracterizadas sozinhas em plantas excluiu a preocupagdo com a
toxicidade causada por elas e outros metabdlitos produzidos por varias subspécies de B. thuringiensis
durante a fermentacdo para produtos de Bt tradicionais. Testes usando Cry1Ab (Mycogen and
Novartis, 1995c), Cry9C (Plant Genetic systems, 1998), Cry1F (Mycogen e Pioneer, 2001e), e
Cry3Bb1 (Monsanto, 2002a) expressadas em pélen ndo mostrou qualquer efeito em daphnia. Embora
o polen de milho seja considerado muito grande para a ingestao por daphnia, os testes relataram que
as daphnideas se tornaram amarelas internamente quando expostas ao pélen de milho (Monsanto,
2002a). Apesar da incerteza da ingestao, estes estudos ainda sédo uteis. Além disso, nenhum efeito
adverso foi observado quando as daphnias foram expostas as proteinas Cry34Ab1/Cry35Ab1 com a
concentragao de 100 mg de proteina por L de dgua (Mycogen e Pioneer, 20059)

Estudos de toxicidade de diversas subspécies de formas microbianas de B. thuringiensis
demonstraram que as subspécies kurstaki, israelensis, e aizawai ndo sao toxicas ou patogénicas a
camardes e outros espécies marinhas teatadas (e.g. USEPA, 1998). Testes parecidos usando as &-
endotoxinas expressadas em plantas ndo foram exigidos pelas agencies regulatérias porqué a
exposicao nao seria significatriva as planta que foram avaliadas até o momento.

Diante das sélidas evidéncias cientificas apresentadas pela empresa requerente Syngenta
Seeds Ltda, processo 01200.002109/2000-04 para o Milho Bt11 e informagdes encontradas na
literatura cientifica, além do histérico de uso comercial sem que se tenha identificado efeitos
adversos, o Milho Bt 11 é seguro para manipulagdo, uso e consumo humano, animal e ao meio
ambiente.

Luciana Di Ciero

Piracicaba, 13 de Agosto de 2007
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