1
PARECER TECNICO BV &

Processo: 01200.002109/2000-04. ‘ﬁ o2*
Assunto: Parecer sobre biosseguranga do milho (evento Bt 11) para uso na
alimentagéo humana ou animal, alergenicidade a humanos ou animais, toxicidade
a humanos ou animais, valor nutricional para alimentacao de humanos e possiveis
efeitos adversos decorrentes do uso.

Interesse: Comiss&o Técnica Nacional de Biosseguranga (CNTbio).

Esse Parecer Técnico, que vai exarado no anverso de 06 paginas, atende a uma
solicitagdo da Comissdo Tecnica de Biosseguranga (CNTbio) de 06 de Margo de
2007.

Relatorio.

Trata-se de um processo iniciado em 27 de Junho de 2000 requerendo a
aprovagdo para cultivo, manipulagdo, transporte, comercializagdo, consumo,
liberagéo e descarte do organismo geneticamente modificado —OGM, resistente a
insetos, definido no processo como Milho BT 11.

O processo esta instruido em trés volumes perfazendo um total de 1250
paginas.

O ingrediente ativo do milho geneticamente modificado (evento Bt 11),
protegido contra insetos € uma forma truncada de uma proteina inseticida do
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) cepa HD-1. A proteina truncada, uma vez
produzida dentro dos tecidos do milho, confere protecdo ao ataque de
Lepdopteros-Praga. Em acréscimo ao gene Btk HD-11, o milho Bt 11 tambem
contém um gene marcador de sele¢gdo do microorganismo do solo Streptomyces
vindochromogenes. Esse gene codifica um marcador selecionavel, a enzima
fosfinotricina-N-acetil transferase (PAT), cuja atividade inativa o glufosinato de
amdnio conferindo desse modo resisténcia ao herbicida.

O gene ampR, que confere resisténcia a ampicilina, foi usado como
marcador quando o plasmideo estava sendo gerado em E. coli. Esse gene néo se
expressa em células vegetais e foi removido pela digestao do plasmideo pZ01502
com a endonuclease de restricio Notl anteriormente a transformagdo. Conforme
bem documentado (pagina 85) demonstrou-se que as linhagens derivadas do
evento inicial Bt 11 ndo contém o gene ampR. Portanto, o gene de resisténcia a
ampicilina ndo esta presente nas linhagens de hibridos de milho Bt 11, nem nos
graos produzidos por elas.



“ry
Parecer @ : |

Ha extensa documentagdo no Processo demonstrando a inocuidade do
Milho Bt 11 para o ser humano, para animais e para o meio ambiente. Assim, cabe
destacar as seguintes informagoes:

. Apesar de décadas de uso generalizado das proteinas BtK, nao existem
relatos de reacgbes alérgicas imediatas ou tardias a proteina Btk através de
exposicao oral, dermal ou por inoculagao do produto.

" A proteina PAT nao compartilha de seqiiéncia homéloga significativa com
quaisquer toxinas protéicas conhecidas, enterotoxinas bacterianas, alergénicos ou
venenos; nenhum relato foi encontrado sobre toxidez ou capacidade alergénica
associada com acetil-transferase como classe e o organismo doador, S.
viridochromogenes, nao tem potencial patogénico.

= A proteina CrylA(b) presente no milho ndo apresenta riscos para seres
humanos, animais de produgéo ou de vida selvagem, insetos benéficos ou para o
meio ambiente e tem rapida degradacdo residual. Esta proteina & uma delta-
endotoxina que apresenta atividade especifica sobre o sistema digestivo de
algumas familias de insetos. Mais especificamente, sob a acdo de proteases
presentes no estdbmago de insetos e no pH estomacal desses insetos transforma-
se na forma ativada (nicleo ftripsina resistente) que se liga a receptores
especificos de alta afinidade presentes em insetos e ausentes em mamiferos.

. A proteina PAT é degradada em meio de cultura semelhante ao suco
gastrico, perdendo suas caracteristicas fisico-quimicas apos exposicao oral, desse
modo, ndo é de se esperar gue essa proteina seja absorvida na forma integra,
portanto sendo improvavel que produza efeitos adversos ou téxicos.

m Estudos realizados no Brasil demonstraram auséncia de diferencas entre os
residuos de glufosilato de aménio encontrados na variedade parental em relagéo a
variedade transgénica (evento T25) quando o herbicida & aplicado conforme
padroes da legislacdo brasileira para a avaliagdo dos Limites Maximos de
Residuos.

= Estudos de equivaléncia de composicdo centesimal do milho Bt realizados
nas linhagens desenvolvidas no Brasil demonstraram auséncia de diferencas
consideraveis entre a linhagem parenteral e a linhagem transgénica.

= Estudos de toxicidade oral para camundongos demonstraram que o nivel
sem efeito observado para o milho Bt & superior a 4000 mg/kg de peso corpéreo,
tendo sido proposta uma DLs; aguda para o mesmo superior a esse valor.

Por outro lado, uma consulta mais detalhada feita a bibliografia pertinente,
mostra que ensaios de seguranga sobre plantas e sementes geneticamente
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modificadas estdo descritos e podem ser encontrados na literatura desde as
primeiras publicagbes sobre essa transformagéo genética (Padgette ef al, J. Nutric.
126:717-27 1996; Hammond et al., J. Nutr. 126:717-27, 1996; Harrison et al., J. Nutr. 126:728-

40,1996). Mais especificamente e quanto a toxicidade:

= Harrison e colaboradores (J. Nutr 126:728-40,1996) mostraram, atraveés de
administragdo por gavage de quantidades de molécula protéica superiores em ate
1000 vezes aquelas encontradas em sementes modificadas, que o tratamento néo
causou quaisquer alterages fisiologicas nos animais testados.

= Brake e colaboradores (Poult Sci. 82:551-9,2002) compararam os efeitos
nutricionais do milho Bt com milho ndo modificado em frangos de corte; mostraram
que a administragdo de milho geneticamente modificado durante 35 dias nao
interferiu com o ganho de peso ou com as caracteristicas de digestibilidade das
proteinas ingeridas pelos frangos. Esses resultados foram confirmados, entre
outros, por Taylor e colaboradores (Poult. Sci. 84:1893-9,2005).

= Folmer e colaboradores (J. Anim. Sci. 80:1352-61,2002) compararam os efeitos
nutricionais do milho Bt com milho ndo modificado em gado de corte; concluiram
que a administragdo do milho Bt ndo modificou quaisguer pardmetros indicativos
de eficiéncia alimentar ou de ganho de peso dos animais tratados em relagdo
aqueles do grupo controle.

n Ipharraguerre e colaboradores (J. Dairy Sci. 86:1734-41, 2003) mostraram que a
composi¢ao e a producao de leite de vacas alimentadas com forragens e gréos de
milho provenientes de plantas geneticamente modificadas nao difere daquela
proveniente de vacas alimentadas com plantas e sementes convencionais.
Trabalho de Donkin e colaboradores (J. Dairy Sci. 86:1780-88, 2003) confirma esses
dados.

" Hyun e colaboradores mostraram que a administragdo de milho transgénico
(evento nK603) ndo modifica a performance de suinos em relagido aquela de
animais tratados com milho convencional (J. Anim. Sci. 82: 571-580, 2004).

n Alexander e colaboradores (J. Biotechnol. 112:255-66, 2004) avaliaram, em
ovelhas, a digestibilidade e o tempo de permanéncia no trato gastrintestinal dos
animais do DNA recombinante proveniente de alimentagdo dos mesmos com
canola tolerante ao glifosato. Mostraram que os genes presentes em ragbes
permanecem integros por periodo relativamente curto, diminuindo a probabilidade
de sua absorgdo pelo animal, mostraram, ainda, que o0s microorganismos
intestinais sdo os responsaveis pela rapida degradagdo do DNA a pH 7,0.

= Sanden e colaboradores (J. Fish Dis. 28:317-30, 2005), fazendo um estudo de
longa duragdo (8 meses) em salmdes, relataram auséncia de alteragdes no
desenvolvimento corporal e nos tecidos do cécum pilérico e do intestino médio dos
peixes.
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= Hammond e colaboradores (Food Chem. Toxicol44:1092-9,2006) avaliaram a =
toxicidade sub-crénica (90 dias) do milho Guardiam em ratos; demonstraram que a
adi¢do do milho MON810 em niveis de 11% e 33% (11 a 33 g/kg de peso corporal/
dia) em dietas balanceadas ndo acarretou quaisquer alteragbes nos animais

analisados em relagdo a outros que receberam linhagem nao modificada de milho
na racao.

Quanto a possiveis efeitos alergénicos:

" Okumuki e colaboradores (Shokuhim Eiseigaku Zasshi 43:68-73, 2002) mostraram
que a degradacdo da proteina Cry1Ab ap6s aquecimento € muito rapida e,
considerando a digestibilidade da mesma em fluidos gastricos humanos,
sugeriram que ela deva apresentar potencial alergénico nulo ou extremamente
baixo.

r Batista e colaboradores (J. Allergy Clin. Immunol. 116:403-10,2005) testaram a
alergenicidade de soja e milho geneticamente modificados em individuos
sensibilizados, comparando-a com aquela produzida por sementes convencionais
nos mesmos individuos. Mostraram que os produtos modificados sdo seguros
guanto ao potencial alergénico.

L Nakajima e colaboradores (Regul. Toxicol. Pharmacol. 47:90-95, 2007) confirmam
os dados anteriores ao relatarem auséncia de niveis significativos de IgE
especificos contra Cry1Ab em soro de pacientes com alergia alimentar.

Finalmente, depreende-se a partir da leitura do Processo que o milho Bt ja
foi analisado por relevantes organismos internacionais de avaliagdo de seguranca.
De fato, Ié-se a:

= Pagina 74 (item 13): Que a Agéncia de Avaliagdo de Drogas dos Estados
Unidos (FDA/USA) concluiu, em 18 de janeiro de 1996, que o uso agricola, ndo
confinado, do milho Bt-11 e de suas progénies ndo produz qualquer impacto
significativo ao meio ambiente (Federal Register, vol. 61, pp 2789-2790).

= Pagina 626: Que o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) e o Comité Assessor sobre Novos Alimentos e Processos do Reino Unido
declararam que o milho Bt pode ser considerado semelhante ao milho natural e
gue pode ser manejado como tal.

= Pagina 626. Que a Agéncia Norte Americana para Controle de Drogas
(FDAJ/USA) assim como aquela ligada a Protegcdo Ambiental (EPA/USA) também
afirmaram, apos avaliagdo, que o milho Bt ndo representa risco para o ser
humano, para os animais e para o meio ambiente. Especificamente, a EPA/USA
assim se manifestou: “The acute oral toxicity test of bacterially-derived PAT protein
showed no test substance related deaths at a dose of 2,500 milligrams per
kilogram (mg/kg)’, como acessado em 20 de Agodsto de 2007.
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= Pagina 626: Que conclusdes idénticas as apresentadas nos itens
anteriores foram feitas pelas autoridades de avaliacao de seguranca do Japéo e
da Unido Européia. Em especial, a Comissédo Cientifica Sobre Plantas da Unido
Européia assim se manifestou em seu Parecer de 1998: “The import of genetically-
modified maize seed carrying the Bt-11 event can be considered as safe as
utilizing seed from non-genetically modified plants”.

. Mais recentemente, a DG Health and Consumer Protection da Comisséao
Européia assim se expressou: “The enzyme PAT is not likely to present safety
problems. lts enzymatic function is specific to a substrate which is not naturally
present in humans, namely phosphinothricin, and furthermore, it is degraded and
inactivated in simulated gastric fluid containing pepsin at pH 1-1.2. (...) The PAT
protein (51% putity) has been tested for acute toxicity in mice and no toxicity has
been reported at a dose of 5 g per Kg body weight”. Acessado em 20 de Agosto de
2007 em http:/lec.europa.euffood/fs/scloldcomm/out02 en.html.

A posicdo desses organismos internacionais de avaliacdo pode ser
compreendida se considerarmos que: 1- a concentracao de até 4000 mg/kg de
milho geneticamente modificado foi incapaz de produzir efeitos toxicos agudos em
camundongos e, 2- na concentragdo de 11% e 33% na dieta (11g a 33g /Kg de
peso corporal), o milho geneticamente modificado foi incapaz de produzir sinais de
intoxicagao em ratos alimentados por 80 dias.

Ora se o milho geneticamente modificado ndo produziu sinais de toxicidade
aguda ou sub-crénica mesmo em concentragdes muito acima daquelas esperadas
em condigbes normais de ingestio por animais ou por seres humanos, como
pretender determinar uma Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para o mesmo a
exemplo do que normalmente se faz para praguicidas quimicos?

Lembra-se, neste momento, que a formula usada pelo Codex alimentarius
da FAO/OMS para o calculo da |DA (Evaluation of certain veterinary drug residues in food.
Report of the 66" Meeting of the Joint Expert Committee on Food Addictives (JECFA), 2006, 9-12.)
é a seguinte:

IDA = NOEL
FS

Onde:

= [|DA= & a maior quantidade em mg/kg de uma substancia quimica que pode ser
ingerida por dia pelo ser humano, durante toda sua vida e que ndo lhe cause
nenhum mal.

= NOEL = é a maior dose de uma substancia quimica (mg/kg) que se usada ndo
produz efeitos toxicos na espécie animal mais sensivel.
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= FS = fator de seguranga, geralmente igual a 100 (dois fatores de ordem 10: t@}
primeiro considerando-se ser o ser humano 10 vezes mais sensivel que a mais
sensivel espécie animal estudada e o segundo considerando a variabilidade
individual dentro da espécie humana).

Nesse sentido, uma vez que a maior quantidade de milho geneticamente
modificado usada nos ensaios de toxicidade (33g/kg/dia em ensaio sub-crénico no
rato) ndo produziu efeitos toxicos e, considerando-se ser impossivel administrar
por dia quantidade maior que esta para esses animais, depreende-se ser
impossivel calcular o valor de NOEL. De fato, um rato ingere por dia 10g/100g de
peso corporal de ragdo por dia conforme descrito por Harkness e Wagner (Biologia
e Clinica de Coelhos e Roedores. Roca Ed. 3° Ed., 1993, pp 49), sendo impossivel alimenta-
lo com quantidade maior do produto sem desnutri-los por caréncia de outros
componentes normais da ragdo. Assim, pode-se compreender o porque da
inexisténcia de valores de IDA para o milho geneticamente modificado.

Por outro lado, da analise dos residuos (proteinas) eventualmente
presentes nos alimentos provenientes de milho Bt 11 a serem formecidos aos
animais e ao ser humano depreende-se que nenhum deles tem potencial
cancerigeno, teratogénico ou genotoxico. De fato, essas proteinas ndo guardam
qualquer semelhanca estrutural com carnindégenos primarios ou secundarios e nio
tem condigtes de ligar-se ao DNA humano como se depreende em Casarett &
Doull (Toxicology: The Basic Science of Poisons. Mcmillan Publishing Co., Inc., 1975, pp 313-78).
Finalmente, a auséncia de efeitos agudos ou sub-crénicos produzidos pelo milho
geneticamente modificado descarta, também, qualquer possibilidade de
neurotoxicidade tardia. Esse efeito toxico, na verdade, € exclusivo dos praguicidas
organofosforados e ndo guarda qualquer relagdo com possiveis residuos do milho
Bt 11.

Nesse contexto, € relevante lembrar que ndao foram apontados efeitos
alergénicos para proteinas provenientes de plantas e/ou sementes geneticamente
modificadas e que essas conforme relatado acima sdo degradadas pela cocgéo,
pelos sucos gastricos e por bacterias presentes no trato gastrintestinal.

Conclusio.

Por tudo quanto exposto naoc devem ser esperados efeitos adversos,
toxicos e nutricionais em animais e humanos alimentados com o milho Bt 11
tolerante ao herbicida Glifosato (milho GA-21)da Empresa Sygenta Seeds Ltda
objeto do Processo acima referido.

Sao Paulo, 28 de agosto de 2007.

Dr. Jodo Palermo Neto
Professor Titular da FMVZ/USP



