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Descrição do OGM: Milho que expressa a proteína bacteriana Vip3Aa1 resistente a insetos  MIR162

Uso proposto: liberação comercial de OGM

1.Fundamentação Técnica da Decisão do Relator:

Trata-se da introdução no milho (Zea mays L.0, dos genes que codificam duas proteínas tóxicas (Cry1A.105 e Cry2Ab2) derivadas de produto natural da bactéria Bacillus thuringiensis, que são específicas para lepidópteros-praga (Lee et al., 2003) que atacam a cultura do milho, a segunda mais plantada no Brasil. A reunião de duas proteínas Bt foi concebida para ampliar a antibiose contra insetos-praga e melhor manejo da resistência às mesmas. A bactéria B. thuringiensis foi considerada um método biológico de controle de insetos-praga por aplicação direta de formulações sobre as culturas a serem protegidas, processo iniciado em 1938 na França (Roh et al., 2007). Em 1956 demonstrou-se que as inclusões de cristais proteícos que apareciam durante a esporulação continham a substância inseticida produzida por esta bactéria. Em 1980 verificou-se que os genes codificadores para as proteínas do cristal residiam em plasmídeos transmissíveis. Subsequentemente estes genes foram clonados e sua expressão e efetividade estudados. O algodão expressando a proteína Bt chegou ao mercado pela primeira vez em 1996 (Roh et al., 2007). Como os insetos-praga desenvolvem resistência não só a inseticidas químicos como às proteínas Bt, assim como exibem sensibilidade distinta frente a proteínas cristal diferentes, uma das áreas de investigação é a busca de proteínas de maior espectro de ação contra os insetos e mais eficientes neste controle, não afetando ou afetando minimamente insetos não alvo. A obtenção de novas proteínas Cry tem sido perseguida e um dos métodos de sucesso é a geração de recombinantes entre os genes de proteínas distintas como se conseguiu com recombinantes de Cry1Aa e Cry1Ca (Guo et al., 2006). O milho MON 810 foi comercializado em 1997 nos EUA e no Brasil em 2007 contendo o gene Cry1Ab. A documentação fornecida pelo requerente ocupa 317 páginas  mais anexos (~ 125 páginas) com diretivas para a avaliação da segurança alimentar de plantas GM do Codex Alimentarius da FAO/OMS de 2003 e o plano de manejo de resistência a insetos (MRI) para este milho. O documento é acompanhado de bibliografia extensa (pg 303 a 317, cerca de 400 referências).

As duas proteínas introduzidas tem identidades de 14% em sua estrutura primária e modo de ação distinto, levando a baixa resistência cruzada e reduzindo a probabilidade da emergência de insetos resistentes a ambas (Bates et al., 2005). A importância do milho e o impacto das pragas na produtividade das lavouras não precisam ser lembrados. Em 1997 o uso comercial do milho MON810 (Cry1Ab) se iniciou nos EUA e este foi aprovado para uso comercial no Brasil em 2007. O milho MON 89034 representa uma segunda geração ao incorporar dois genes de proteínas naturais de origem bacteriana. O milho MON 89034 foi aprovado em 2007 no Japão e na Colômbia e em 2008  nos EUA, México e Canadá. O evento foi construído sobre a linhagem de milho LH172 cujas características são bem conhecidas e de reconhecida segurança alimentar. A metodologia de introdução dos novos genes  utilizou as propriedades da bactéria Agrobacterium tumefasciens  transferindo um plasmídeo binário  contendo duas regiões  de T-DNA distintas: uma contendo os dois genes Cry a serem transferidos e a outra contendo a cassete de expressão do gene npt1 que codifica para uma proteína (neomicina fosfotransferase) que confere resistência ao antibiótico canamicina. Os elementos genéticos presentes no plasmídeo estão descritos em detalhe juntamente com a sequência de nucleotídeos das regiões de interesse e vizinhas delineando região T, promotores, seqüências intervenientes, introns, terminadores de transcrição, direcionadores de poliadenilação da mensagem, e sequências codificadoras dos genes introduzidos. Os transformantes originais obtidos por mediação de Agrobacterium representam um processo muito bem estudado e com mecanismo molecular bem definido (Hinchee et al., 1994). Este plasmídeo binário já foi utilizado com sucesso em fumo, soja e arroz. Os clones inicialmente isolados, foram selecionados em cultura de tecido vegetal por resistência a neomicina, canamicina ou outro aminonucleosídeo (Armstrong e Phillips, 1998).

Melhoramento genético clássico resultou na seleção de plantas contendo os dois genes Cry e sem o gene de resistência ao antibiótico. Seguiu-se a avaliação das plantas buscando aquelas com as melhores características de alto desempenho agronômico no campo, resultando na identificação do evento MON 98034, em condições de ser avaliado agora em detalhe  com vistas à comercialização.

A localização precisa dos genes inseridos foi definida por análise de Southern, reações de PCR com iniciadores específicos e sequenciamento de DNA. Detectou-se por exemplo que um evento recombinacional entre o T-DNA contendo os genes Cry e o T-DNA contendo o marcador npt1 alterou parte do promotor de Cry1A.105 na planta. Demonstrou-se que o evento contém apenas uma cópia de cada gene Cry em um único loco de integração localizado dentro de um fragmento de  13kb gerado pela endonuclease de restrição  NdeI. Os dados moleculares foram examinados e são consistentes comprovando ausência de seqüências do plasmídeo e do gene de resistência à canamicina npt1.

Natureza da proteína Cry1A.105

Esta proteína é quimérica e construída a partir dos domínios I e II de Cry1Ab que é idêntica a Cry1Ac nesta região reunida ao domínio III de Cry1F e à região C-terminal de Cry1Ac. O intercâmbio  de domínios entre estas proteínas aconteceu na natureza e serviu ao Bacillus thuringensis para permitir ampliar o número de insetos sensíveis à toxina, os quais esta bactéria pode então colonizar. (De Maagd et al., 2001 e De Maagd et al., 2003b). As ferramentas de biologia molecular permitem, imitando o processo natural, gerar proteínas Cry quiméricas capazes de eficientemente se ligar aos receptores  das células intestinais de insetos praga distintos, ampliando a cobertura de proteção (Baum et al., 1999). Estas proteínas quiméricas tem sido usadas desde  1997, também em algodão. Seu mecanismo de ação no intestino tem sido bem estudado (Zhuang & Gill, 2003). Seus domínios funcionais I, II e III são bastante conservados e pequenas variações determinam a especificidade da proteína inseticida. I determina a inserção na membrana e permeabilização da mesma, II determina a ligação ao receptor específico e III é importante para que a proteína tenha estabilidade estrutural. A região C-terminal da proteína é determinante para a formação do cristal dentro da bactéria. A toxicidade está confinada aos insetos suscetíveis, não afetando outros insetos e nenhum vertebrado. A Cry1A.105 é tóxica para as  brocas européia e asiática do milho, a broca–do-colmo, a lagarta-do-cartucho, a lagarta-da-espiga e a lagarta-rosca.

Comparou-se a proteína obtida por expressão em E. coli e a extraída do milho: 

1- por SDS-PAGE para tamanho molecular (1.117 aa ou 133kDa), 

2- por Western blot via imunoreatividade, usando anticorpo monoclonal anti-Cry1A

3- identidade do N-terminal por imunoquímica via anticorpo contra peptídeo sintético igual aos primeiros 15 aa da proteína,

4- por espectroscopia MALDI-TOF para examinar a estrutura dos peptídeos após a fragmentação, 

5- por análise de glicosilação (negativa) e 

6- atividade funcional em bioensaio com inseto suscetível (lagarta-da-espiga) resultou em  EC50 entre 0,0055 e 0,0089  ug/ml (planta)  sendo coincidente com o resultado para a proteína produzida em E. coli..

Natureza da proteína Cry1Ab2

É a mesma encontrada no algodão MON 15985 comercializado desde 2003 e demonstradamente seguro. Esta proteína é direcionada para o cloroplasto por meio de um peptídeo de endereçamento presente no cassete de expressão. Tem o N-terminal bloqueado e o local exato do corte proteolítico não é conhecido sendo a provável seqüência N-terminal apresentada. Testes idênticos aos feitos com a proteína anterior foram feitos para caracterizar o produto extraído da planta com a proteína expressa na bactéria E. coli.

Usando ELISA, foi estimada a quantidade das proteínas Cry presentes nos vários tecidos do milho obtido de amostras cultivadas em diferentes locais nos EUA: raízes, pólen, estilo-estigmas, forragem, grãos e palha.

Para Cry1A.105 os valores estão entre 5 ug/g (pbu) em raízes e 85 ug/g nas folhas. Nos grãos varia entre 4,1 e 6,0  ug/g (pbu).

Para Cry2Ab2 os grãos contém entre 0,67 e 1,8 ug/g e a maior quantidade está nas folhas (29 ug/g). Os valores medidos em tecidos de plantas cultivadas na Argentina são semelhantes aos dos EUA. A atividade funcional resulta em valores médios idênticos entre a proteína de milho e a da proteína com EC 50 para a lagarta-da-espiga de 0,16 ug/ml.

Não se observou qualquer efeito pleiotrópico no milho MON 89034 em todos os experimentos de campo realizados em diferentes países sendo o comportamento do OGM estudado no Brasil ou em outros países semelhante aos híbridos convencionais de milho. Sete gerações deste milho foram analisadas molecularmente e se revelaram também fenotítica e molecularmente estáveis. As proteínas foram avaliadas em ensaio contra insetos sensíveis, isoladamente e conjuntamente para verificar se interagem de maneira aditiva, sinergística ou antagonística. Os resultados indicam funcionamento aditivo das proteínas. A ausência do marcador de resistência e de seqüências plasmidiais ao longo de 6 gerações foi também confirmada.

Quanto ao potencial de alteração inespecífica de outros genes devido ao aumento da mutagênese basal durante as manipulações para gerar o transgênico, trabalho recente (Batista et al., 2009) relata que o nível global de alterações na expressão gênica é menor em linhagens de arroz transgênico quando comparado com estas alterações em linhagens mutagenizadas por método usual no melhoramento clássico(irradiação gama), resultado na verdade esperado face ao conhecimento acumulado atual sobre os mecanismos moleculares envolvidos nas respectivas metodologias. Consequentemente o método, por assim dizer “cirúrgico”  de gerar modificações específicas em plantas transgênicas, está agora confirmado por meio de um indicador molecular (microarranjos) que avaliou milhares de genes expressos entre controles e plantas modificadas (de arroz), conferindo maior tranqüilidade frente à baixa probabilidade de introdução de efeitos aleatórios indesejáveis fora dos genes modificados.

2. Toxicidade  e alergenicidade das proteínas heterólogas produzidas no milho MON 89034 

Ambas foram expressas em E. coli para produção em grande quantidade para estudos toxicológicos. As proteínas produzidas na bactéria foram analisadas bioquímica e funcionalmente e concluiu-se por sua identidade com as produzidas na planta. Exibiram a mesma potência em ensaio com lagartas de inseto suscetível. 

Digestibilidade: a prot Cry1A.105 foi digerida em 30 segundos em meio com pepsina (SGF) tanto por coloração total como por monitoração imunológica (Western). Em fluido intestinal simulado (SIF) 5 minutos foram suficientes para digerir a proteína também como proteína total ou monitorada imunológicamente. A proteína Cry2Ab2  foi digerida em 30 segundos em SGF e em SIF em 15 minutos a proteína foi digerida. A digestibilidade real será ainda melhor considerando as muitas enzimas proteolíticas adicionais presentes no estomago, duodeno (pâncreas) e intestino.

Toxicidade potencial: análise in silico para examinar semelhança estrutural com proteínas reconhecidamente tóxicas resultou em resultado negativo para as proteínas Cry expressas no milho MON 89034.

Segurança do(s) organimo(s) doador: o Bacillus thuringensis há mais de 40 anos é aprovado para uso no controle de insetos-praga e usado como meio de controle biológico por agricultores orgânicos (Gould, 1998). Há pelo menos 170 proteínas Cry distintas, descobertas em cerca de 20.000 isolados da bactéria. Destas 16 foram aprovadas pela EPA nos EUA para uso em 30 diferentes preparações aplicadas como suspensão ou como pó. Tomate que recebeu este tipo de aplicação não precisa ser lavado antes da comercialização.  Várias destas preparações contém quatro diferentes toxinas Bt para o controle de um número maior de espécies (Fedoroff e Brown,2004). Este fato mostra que um certo tipo de piramidação (stacking) de 4 proteínas Cry distintas já é prática aprovada e largamente utilizada no campo, aspergindo-se a bactéria intacta com seus possíveis alergenos e proteínas tóxicas, sem que qualquer efeito adverso tenha sido relatado.  

Toxidez aguda: estudo  feito em camundongos  por via oral com nível máximo de 2072  mg/kg de Cry1A.105 em dose única. Os animais não revelaram qualquer sinal de toxicidade e após 14 dias os animais foram mortos e examinados histopatológicamente. Não houve qualquer efeito detectável com esta concentração. Como esta proteína está presente em aproximadamente 0,005% da proteína total  dos grãos a dose usual teria um MOE de 79.400 para o grupo mais sensível, crianças entre 3-5 anos. Para a proteína Cry2Ab2 a dose testada mais alta foi de 2.198 mg/kg em dose única, com exame das carcaças após 14 dias. Também não se notou  qualquer efeito tóxico. Seu nível de exposição, considerando que sua taxa no grão é de 0,001% da proteína total resultando em MOE de 390.000 para crianças entre 3-5 anos.

Alergenicidade: os estudos in silico (FASTA) usando o banco de dados de alérgenos AD6 não revelaram potencial de alergenicidade nas proteínas heterólogas  Cry expressas. O estudo buscando similaridades em janela de comparação de 8  aminoácidos (ALLERGENSEARCH) também não revelou alergenicidade.  Reforçando a sugestão de segurança quanto a este aspecto, além da baixa quantidade das proteínas Cry nos grãos também não se detectou  glicosilação nestas proteínas informações que indicam alta probabilidade de ausência de alergenicidade. 

3.Características nutricionais.

A análise composicional do milho MON 89034 comparado com o controle não revelou variação significativa quanto à fibras, cálcio, fósforo, cinzas, carboidratos, umidade, proteínas e gordura total. Não houve diferença significativa também quanto aos aminoácidos individuais e diferentes ácidos graxos (8 analisados) presentes nos grãos. Os minerais examinados também são compatíveis (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, P, K e Zn). O teor das vitaminas comparado não revelou diferenças (ac. Fólico, niacina, vitaminas B1, B2, B6, E). O teor de antinutrientes como o ac. fítico é semelhante como ocorre com metabólitos secundários como ac. ferúlico e p-cumárico. Amostras coletadas no Brasil também foram avaliadas para cinzas, carboidratos, gorduras, umidade e proteínas com resultados semelhantes. Os valores foram equivalentes às variações normais dentro da amplitude descrita pelo International Life Science Institute. O estudo de 90 dias alimentando ratos com os grãos (22% e 33%  por peso) avaliou diariamente os animais, exames laboratoriais periódicos (urina, hematológico e química do soro), peso corporal, consumo de alimento e necropsia na 13ª semana com estudo histológico e pesagem de órgãos, não constatou diferenças significativas entre o milho convencional e o GM. Estudos com frangos de corte por 42 dias  resultou em que este produto (GM) foi tão saudável às aves quanto o produto convencional.

Micotoxinas: a quantidade máxima tolerada para fumonisinas é de 2ppm (FDA, 2001) e para aflatoxinas é de 20ppb (FDA, 2000). Cavalos sofrem dano cerebral com 10 mg de fumonisina por kilo de milho. Ratos apresentam câncer no fígado e rins com 150 mg por kilo. O milho Bt analisado em Iowa tinha 96% menos fumonisina que o convencional (Fedoroff e Brown, 2004). A menor proporção de grãos danificados reduz as lesões utilizadas na colonização do grão pelos fungos produtores de micotoxinas (Duvick, 2001). A segurança alimentar estimada para aves, porcos e vacas leiteiras revela que a ingestão diária é sempre bem inferior à quantidade testada em camundongos para exame de toxidez aguda.

Efeito em mamíferos: testes em ratos  por 90 dias com 10%  ou 41,5% de milho na dieta. Não houve diferença entre milho convencional e o OGM  MIR162.

Efeito em aves : aves (frangos machos e fêmeas) alimentadas por 44 dias comparando milho MIR162, isogênico não OGM e milho comercial. Não houve alterações na sobrevivência, crescimento e eficiência de conversão de energia. Os níveis das proteínas heterólogas nos tecidos da planta foram quantificados por ensaio imunoenzimático (ELISA). Para Vip3Aa20p a variação foi de  ~ 4 a  ~ 150 ug/g de peso seco. Para PMI os valores mínimos e máximo encontrados foram de ~ 0,39 a ~7 ug/g de peso seco 

O efeito da Vip3Aa20p em abelhas, foi investigado em experimento na Suiça administrando, em soluções de sacarose, doses equivalentes a 1x, 4x e 10x  a maior concentração existente no pólen do milho. Não foram encontrados efeitos adversos na condição da colônia, na sobrevivência dos vários estágios do ciclo vital da abelha ou na sobrevivência das operárias. Estudos para avaliar efeitos na comunidade de insetos, realizados no Brasil, revelaram ausência de efeitos sobre os insetos locais, o predador Doru luteipes e os artrópodes do solo. 

5.Conclusão:  

Não há evidências experimentais de que o milho MIR162 seja inferior ou apresente qualquer risco toxicológico ou nutricional para animais em comparação com o milho convencional. Podemos indicar que em termos de segurança alimentar este milho, que expressa duas proteínas Cry distintas, poderá exibir inclusive uma segurança alimentar superior ao OGM não piramidado ao excluir potencialmente uma gama superior de insetos-praga, minimizando as lesões que se tornam nichos para a inoculação ambiental de fungos produtores de micotoxinas. Portanto, a modificação introduzida por manipulação genética, simplesmente promove a expressão de duas proteínas tóxicas para algumas espécies de insetos que atacam o milho. O uso deste milho proporciona vantagens agronômicas, econômicas e ecológicas que estão sendo adequadamente avaliadas pela área vegetal da CTNBio.

Assim, recomendo APROVAÇÃO da solicitação de liberação comercial do milho MIR162.   

Data: 10/05/2009

Dr. Francisco Gorgonio da Nobrega 

Membro da CTNBio
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