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Assunto: Complementação de parecer sobre o milho MIR162 geneticamente modificado para resistência da lepidótpteros produzido pela Syngenta Seeds Ltda. 

Interessado: Comissão Técnica Nacional de Biossegurança – CTNBio 

Este parecer atende a solicitação da Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio) de 26 de janeiro de 2009 contendo informações adicionais do processo acima e  encaminhadas pela interessada em 5 de novembro de 2008.

Estas informações compreendem:

1.Dados brutos dos ensaios de toxicidade aguda da proteína PMI (fosfomanose isomerase );

2.Origem e o nível de expressão das proteínas VIP e PMI nos grãos empregados na formulação da ração no protocolo experimental de toxicidade sub-crônica, bem como informações sobre a análise centesimal e de micronutrientes incorporados à ração;

3.Dados brutos das análises dos ensaios de digestibilidade das proteínas VIP e PMI.

Relatório

Em parecer anterior foram feitos alguns questionamentos e solicitados os encaminhamentos dos dados completos de alguns ensaios que apenas foram referidos resumidamente no processo original, a saber: 

a- a dose limite empregada no estudo de toxicidade oral aguda da proteína VIP (inferior a preconizada nos estudos de toxicidade aguda)

b- Ausência dos dados brutos dos ensaios de toxicidade oral aguda da proteína VIP

c- Ausência de informação dos níveis de expressão das proteínas VIP e PMI e da composição centesimal e de micronutrientes dos grãos empregados nos estudos de toxicidade sub-crônica (90 dias).  

d- Ausência dos dados brutos das análises de digestibilidade das proteínas VIP e PMI.

Parecer

1) Quanto a dose limite empregada para os estudos de toxicidade oral aguda da proteína VIP, questionada no parecer inicial, não houve comentários por parte da empresa. 

2) Quanto aos dados brutos do ensaio de toxicidade oral aguda da proteína PMI.

A empresa encaminhou sob a forma de relatório um resumo dos resultados obtidos neste ensaio acompanhado das tabelas das observações realizadas contendo os dados de todos os animais.

Para este estudo a substância-teste continha 58% da proteína PMI. Assim a dose de proteína PMI empregada para o estudo, indicada no protocolo como sendo de 5050mg/Kg, corresponde a 2929mg/Kg de peso. Esta dose pode ser considerada adequada para o ensaio embora não se conheçam os demais componentes da substância-teste. O ensaio concluiu que a DL50 oral aguda da substância teste foi de 5050mg/Kg. 

Estes resultados indicam a baixa de toxicidade oral aguda da substância teste.

Obs.: Por ser este um processo com finalidade regulatória os dados brutos deveriam, s.m.j. ser encaminhados contendo todas as informações do estudo (local, responsávis pelo estudo, etc.) como por exemplo o anexo 9. Além disto em relatórios devem ser evitadas abreviaturas (sem legenda) como por exemplo CMC (que provavelmente deve ser carboximetilcelulose) levando a eventuais dúvidas quando a interpretação do texto.

3) Quanto a ausência de informação dos níveis de expressão das proteínas VIP e PMI e da composição centesimal e de micronutrientes dos grãos empregados nos estudos de toxicidade sub-crônica (90 dias).  

Foram apresentados os dados de expressão das proteínas VIP e PMI empregados no ensaio de toxicidade sub-crônica. 

Os resultados indicam que a expressão das proteínas VIP e PMI é semelhante aquela dos grãos no Brasil, validando os experimentos de toxicidade sub-crônica quanto à semelhança nas concentrações das proteínas VIP e PMI entre grãos produzidos no Brasil e os empregados no estudo.

O texto de encaminhamento menciona apenas que “ as dietas ........foram formuladas com milho de duas fontes (?) cultivadas no campo sem indicar os locais da cultura.

Como mencionado em nosso parecer anterior a análise dos resultados deste ensaio permite concluir que o tratamento de ratos com rações contendo 10 e 41,5% de grãos MIR162 não induziu alterações que possam ser associadas ao consumo do milho MIR162 por 90 dias. 

4) Ausência dos dados brutos das análises de digestibilidade das proteínas VIP e PMI.

No item 3 das informações adicionais encontram-se descritos os procedimentos para condução do ensaio de digestibilidade das proteínas VIP e PMI e os resultados brutos do estudo.

As Figuras 1 e 3 (item 3.1) apresentam as análises por SDS-PAGE dos produtos de digestão em fluido gástrico simulado para a proteína VIP (expressas por via microbiana e em plantas), indicando que a proteína desaparece da preparação após 1 minuto de incubação e as figuras 2 e 4 apresentam o mesmo ensaio avaliado por Western Blot,  respectivamente

As Figuras 1 a 4 estão incompletas uma vez que não estão indicados os Peso moleculares das bandas impossibilitando concluir pelos Peso moleculares indicados no relatório.

Quanto aos ensaios de digestibilidade intestinal da proteína VIP os resultados indicam que a mesma não é totalmente degradada em fluido intestinal permanecendo neste ensaio dois fragmentos de 55kDa e 62 KDa até 48 horas do tratamento com fluido intestinal simulado.

Finalmente são apresentados os dados da análise de digestibilidade gástrica e intestinal  da proteína PMI (item 3.3).

A Figura 1 apresenta a análise por SDS-PAGE da digestão em fluido gástrico simulado da proteína PMI. Segundo a legenda da figura 1(página 28)  a coluna 0X do gel corresponde ao suco gástrico sem pepsina. No texto menciona-se que “a banda visível a aproximadamente 40.000 de peso molecular na concentração 1X de concentração de pepsina em SGF é de pepsina”. Analisando esta Figura observamos uma banda na coluna OX (sem pepsina) e uma banda fraca na coluna 0 0.001X ambas em aproximadamente 40.000 kDA. Não se observam bandas na concentração 1X. Note-se também a ausência das bandas do padrão de Peso molecular de proteínas (coluna a esquerda). Fica uma duvida sobre a que correspondem as bandas indicadas.

Na Figura 3 está representada a digestão gástrica da proteína PMI após incubação com pepsina em diluição 0.0001X. O texto menciona que após 2 minutos a proporção de fragmentos de baixo peso molecular aumenta a medida que a proteína PMI é degradada. 

A Figura é de má qualidade e não permite visualizar as bandas citadas no texto.

Quanto a digestibilidade intestinal da proteína PMI a análise por SDS-PAGE está representada na Figura 2.  Na legenda da Figura 2 há indicação de que a coluna 0x corresponde a SGF sem pepsina.(???). Ainda, segundo redação do texto, há múltiplas bandas adicionais vistas em SIF na concentração de 1X associadas a pancreatina. Analisando a Figura 2 (item 3.3.) pode-se observar apenas uma banda na coluna 0X (supostamente correspondendo a proteian PMI), 2 bandas na colunas 1X (0 e 2) que devem corresponder a pancreatina (Peso Molecular ?) e uma banda nas demais colunas que parecem corresponder a PMI não degradada.

Conclui-se que embora a proteína VIP não seja detectada após digestão em fluido gástrico ou intestinal, a digestão não é completa uma vez que fragmentos de baixo peso molecular ainda são detectados após 48 horas.

Quanto aos ensaios de digestibilidade com a proteina PMI as figuras como apresentadas não permitem, s.m.j., uma conclusão adequada.
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