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Fundamentacao Técnica da Decisao do Relator

O Sr. Roel Win Collier, representante legal da Amyris Pesquisa e Desenvolvimento de
Biocombustiveis Ltda. (Amyris Brasil), detentora do CQB 255/08, protocolou Processo junto
a CTNBio para requerer a liberagao comercial da levedura Saccharomyces cerevisiae cepa
1979 geneticamente modificada (GM) para producdo de farneseno. O pedido de Liberacdo
Comercial foi previamente apreciado e é endossado pela Comissdo Interna de Biosseguranca
(CIBio) da Empresa, presidida pela Dra. Luciana D1 Ciero.

O OGM em questdo € a levedura Saccharomyces cerevisiae cepa Y1979. Como
adequadamente instruido no Processo, S. cerevisae é um dos microrganismos mais
extensivamente estudados e utilizado hd milénios na producdo fermentativa de diversos
alimentos e derivados. Esta levedura foi designada como segura (Generally Recognized as
Safe - GRAS) pelo 6rgdo de regulacdo americano Food & Drug Administration (FDA) e por
diversos outros 6rgios de regulamentacdo em biosseguranca ao redor do mundo, inclusive a
CTNBio, que recomenda sua classificagao junto ao Grupo de Risco 1. A cepa GM de S.
cerevisae utilizada pela Amyris Brasil, cepa Y1979, deriva da cepa comercial conhecida
como PE-2, extensivamente utilizada na industria brasileira de etanol. Conforme apresentado

no Processo, a cepa PE-2 tolera bem as condi¢des severas do processo industrial que inclui
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altas concentragdes de etanol. PE-2 foi originalmente isolada de dornas de fermentacdo da
Usina da Pedra, em 1994, no Estado de Sao Paulo, e se mostrou eficiente em outras usinas
para a produgdo de dlcool etilico, com bom tempo de permanéncia nas dornas sem ser
substituida por leveduras selvagens.

Esporos hapléides de S. cerevisiae foram geneticamente modificados por
transformagdo quimica utilizando o método de acetato de litio, o qual permite a abertura
transitéria de poros na membrana plasmaética das leveduras e acesso de transgenes ao nicleo e
cromossomos. A integracdo de genes nos cromossomos foi viabilizada por recombinacgdo
homdloga, utilizando-se regides flanqueadoras de DNA aos genes de interesse € com
homologia total a determinadas sequéncias cromossOmicas. A obtencdo da cepa Y1979 foi
realizada em nove etapas de transformacao e selecao rigorosamente detalhadas no Processo. A
linhagem celular final apresenta um dnico transgene, abreviado por FS ou AaFS e codificador
da enzima farneseno-sintase (FS) de Artemisia annua L. A seqiiéncia e demais informacdes
técnicas com respeito ao gene e a enzima codificada podem ser acessadas publicamente no
GenBank sob o c6digo AAX39387.1.

A farneseno-sintase é a enzima capaz de converter o intermedidrio celular
farnesildifosfato (FPP) em farneseno. O FPP, por sua vez, é derivado do isopentenildifosfato
(IPP) e, este, do proprio mevalonato e da acetil-CoA. A rota do mevalonato, ou dos
isoprendides, estd presente em praticamente todos os vegetais, bactérias, fungos e protistas,
sendo inexistente em animais superiores. Além do transgene FS, foram introduzidas na
levedura GM coépias adicionais de genes enddgenos, isto €, do proprio S. cerevisiae,
pertencentes a via do mevalonato e sob o controle de promotores da propria levedura. Assim,
conforme indicado no Processo, a cepa final Y1979 contém genes enddgenos da via do
mevalonato controlados pelas sequéncias promotoras originais, porém com cépias adicionais
reguladas por promotores de outras cepas de S. cerevisiae. O objetivo de tais modificagdes foi
a superexpressdo da rota nativa do mevalonato, resultando no aumento do fluxo de carbono
dentro da rota de forma a prover maior quantidade do substrato FPP para a F'S, resultando em
maior producdo e acimulo de farneseno. Resumidamente, a linhagem celular Y1979 de S.
cerevisiae da Amyris Brasil possui as seguintes modificacdoes em seu DNA:

- uma copia extra de cada componente génico da via do mevalonato da prépria levedura foi
introduzido no genoma da levedura e estd regulado pelo promotor divergente de GALI, 10

(genes estruturais GAL, do metabolismo da galactose, incluindo cinase, permease, transferase,
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epimerase, galactosidase. Trata-se de um dos mais conhecidos e utilizados promotores
regulados de leveduras);

- um cassete contendo os genes ERGI0 (acetil-CoA-C-aciltransferase), ERG13 (3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA-sintase), duas cépias de HMG1 (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA-redutase) e
uma cOpia do gene FS dirigidos pelo promotor de GAL7 (galactose-1-fosfatouridilil-
transferase) estdo integrados ao 16cus GALS8O0 (repressor transcricional de GAL), excluindo-se
este gene;

- um segundo cassete contendo os genes FERGI2 (mevalonato-cinase), ERGS
(fosfomevalonato-cinase), uma copia extra de GAL4 (ativador transcricional de GAL, por
inibir GAL80) contendo um promotor alterado de GAL4, para reduzir a repressdo a glicose, e
uma coépia de FS dirigida pelo promotor GAL7 foram integrados em LEU2 (3-
isopropilmalato-desidratase), excluindo-se este gene.

- a terceira integracao substituiu da regido do promotor de ERG9 (esqualeno-sintase) com um
cassete contendo os genes ERGI9 (mevalonato-5-difosfato descarboxilase), IDII
(isopentenildifosfato-isomerase), ERG20 (farnesildifosfato-sintase) e uma cépia do gene FS
dirigido pelo promotor de GAL7. O promotor repressivel por cobre CTR3 (proteina de
membrana transportadora de cobre) foi inserido a montante de ERGY9 para permitir a
atenuacgdo da producao de esqualeno (o principal dreno de FPP) na presenca de cobre;

- seguindo a integracdo, o marcador auxotréfico URA3 (diidroorotate-desidrogenase) foi
removido, o gene STES (proteina adaptadora de feromonio de resposta) foi nocauteado com o
cassete contendo URA3 e uma cdpia adicional truncada da sequéncia terminadora de HMG1
(ou tHMG1I), regulada pelo promotor de TDH3 (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase). O
gene IME] (regulador principal da meiose) foi nocauteado pelo cassete contendo LEU2 e uma
copia de FS dirigida pelo promotor de TDH3.

O Processo estd perfeitamente instruido com a descricao detalhada de cada etapa das
modificacOes genéticas realizadas, das rotas e fungdes metabolicas afetadas, bem como pelas
sequéncias e construcdes geénicas, sequéncias protéicas, mapas de plasmideos e cassetes
génicos, todos estes dados sustentados por referéncias bibliograficas consistentes. Cabe
salientar que o silenciamento por knock-out dos genes STES e IMEI permitiu gerar uma cepa
sem capacidade de reproducdo sexuada a um nivel detectavel e sem capacidade de produzir
esporos. Conforme adequadamente descrito no Processo, o gene STES € necessdrio para a

reproducdo sexuada em S. cerevisiae. Em cepas cujo STES é ausente, hd uma redugdo drastica
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da eficiéncia de reproducdo em até seis ordens de magnitude. O gene IMEI é o principal
regulador transcricional da meiose e mutantes com delecdo deste falham em esporular. Assim,
a capacidade reprodutiva da levedura estd limitada a mitose ou brotamentos (budding). A
transmissdo das construcdes génicas somente poderd ser realizada as células-filhas, sem
meiose, segregacdo ou crossings-over tipicos da reproducdo sexuada. Dados apresentados no
Processo indicam que a cepa Y1979 possui competitividade reduzida frente a leveduras
tipicas da fermentagao e producgdo de etanol utilizadas no Brasil.

Como ja descrito, a farneseno-sintase (FS), codificada pelo transgene FS
originalmente proveniente da planta A. annua L., converte o intermedidrio celular FPP em
farneseno. Assim, a cepa Y1979 de S. cerevisiae serd usada em fermentacdo industrial para
produzir farneseno da sacarose derivada de cana-de-agticar como fonte principal de carbono.
O farneseno, por sua vez, é convertido por hidrogenacao quimica em um composto totalmente
saturado, chamado farnesano, também conhecido como “diesel-de-cana-de-agucar”.
Conforme instruido no Processo, a fermentacdo serd procedida em sistema de reatores
fechados, cujo objetivo € minimizar o risco ambiental. A biomassa produzida durante esse
processo serd inativada antes de ser descartada. A Amyris Brasil produzird o farneseno em
unidades proprias e pretende futuramente licenciar a tecnologia para terceiros.

Os proponentes indicam a rea¢do em cadeia da DNA-polimerase (PCR) como método
de escolha para a detec¢do e identificacdo da cepa Y1979 de S. cerevisiae, e representam no
Processo todos os dados necessdrios para a execucdo da técnica. Por meio da mesma,
comprovaram a estabilidade genética da constru¢do transgénica ao longo de repetidos ensaios,
equivalentes a 40 a 50 geragdes da levedura. Nenhuma alteracdo genotipica ou resultante de
efeitos pleiotrépicos ou epistdticos foi observada. Os resultados da estabilidade genotipica
estdo ilustrados no Processo.

Segundo os proponentes, nenhuma interacdo com efeitos adversos foi observada na
cepa Y1979. Isto € esperado uma vez que a unica proteina heter6loga € a FS. Todos os demais
genes utilizados s@o oriundos da prépria levedura e possuem funcdes de regulacdo da rota do
mevalonato e de balango do fluxo de carbono, conforme descrito anteriormente.

A Amyris Brasil contratou uma empresa de consultoria em avaliacdes de risco de
OGMs, a CanTox (Canadd), para realizar a andlise de risco baseada em revisdo de literatura e
bioinformatica para identificar os efeitos adversos potenciais sobre a saude humana e animal

do S. cerevisiae cepa Y1979. O relatério original, incluindo a metodologia usada, estratégia
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de busca e os resultados foram anexados ao Processo. A conclusdo deste estudo foi que a cepa
Y1979 € tao segura quanto a sua cepa isogénica, a PE-2. Os genes usados para transformar a
cepa Y1979 sdo genes da propria levedura nativa, com excecdo do FS de A. annua. Estes
genes e seus produtos de expressdo, a rota do mevalonato e a enzima FS ndo possuem
homologia a alérgenos e toxinas e ndo hd quaisquer efeitos adversos conhecidos ou descritos.
Os estudos desenvolvidos pela CanTox permitiram concluir que nenhuma evidéncia existe na
literatura que indique que a planta A. annua seja téxica ou capaz de produzir quaisquer efeitos
adversos a saide humana ou animal. Nenhuma informagao na literatura indicou que a enzima
FS esteja associada a efeitos adversos em humanos, animais ou no meio ambiente. Segundo
os estudos, A. annua € usada ha séculos para tratar febres e, mais recentemente, para tratar
maldria. Finalmente, o produto final da atividade da FS, o farneseno, ¢ um conhecido
feromonio de alarme natural (endégeno) secretado por afideos em doses baixas. Em doses
mais elevadas, o farneseno pode ser toxico para estes insetos bem como para moscas brancas.
Os proponentes sdo coerentes em afirmar que, pelo fato da fermentacdo ser realizada em
sistema fechado, € improvavel que haja a liberacdo desta substancia em quantidades elevadas
e concentradas no meio ambiente que possam causar toxicidade a insetos ou outros seres
vivos. Devido a natureza controlada de uso proposto a levedura pela Amyris Brasil, o uso de
equipamentos adequados de protecdo pessoal, das boas praticas de fabricacdo e do tratamento
de residuos inerentes a pratica industrial, determinardo a minimizacao de riscos inerentes a S.
cerevisiae.

Sobre vertebrados, a dose letal média (DLsp) do farneseno foi determinada pelos MB
Research Laboratories (EUA), sendo superior a 5.000 mg/kg de peso em ratos. Nestas
dosagens, também ndo se observou respostas no teste dermal até 24 horas, tendo uma resposta
muito ténue no sétimo dia e uma resposta fraca no décimo quarto dia. A dosagem utilizada
foi, portanto, muitissimo acima dos limites definidos para caracterizar uma substancia Omo
téxica ou alergénica.

Os efeitos da cepa Y1979 de S. cerevisiae sobre a alimentacao de frangos foi avaliada
pelo grupo do Prof. Dr. José F.M. Menten (ESALQ/USP) frente a sua isolinea PE-2. O
relatério final detalhado destes estudos estd anexado ao Processo. Os estudos feitos com
frangos mostraram que ndo hd diferenca entre a levedura Y1979 e sua isolinea PE-2 ou com a
racdo controle em todas as fases do experimento com relagdo aos pardmetros analisados, ou

seja, consumo de ragdo, conversdao alimentar, peso vivo e ganho de peso. Portanto, os
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proponentes concluiram, em condi¢des normais e baseados na literatura cientifica e nos
resultados dos ensaios desenvolvidos, que ndo ha evidéncias de que efeitos prejudiciais na
cadeia alimentar animal e humana possam ocorrer caso haja ingestao da levedura Y1979.

Embora a prépria levedura S. cerevisiae tenha histérico de eventual patogenicidade
sobre pacientes imunossuprimidos, e de alergenicidade em trabalhadores da panificacdo ou
processos fermentativos que manipulam diretamente o p6 de leveduras, nenhuma indicagao
existe de que a versdo GM, cepa Y1979, difira das linhagens convencionais quanto a estes
aspectos. Cabe salientar que, conforme corretamente destacam os proponentes, S. cerevisiae
estd onipresente na natureza, presentes no solo, nos frutos e diversos produtos horticolas.
Humanos e animais estdo em contato didrio com S. cerevisiae, inalando-o ou ingerindo-o.
Humanos consumiram grandes quantidades de leveduras ao longo de milhares de anos sem
efeitos adversos para sua saude.

Fundamental salientar que a levedura S. cerevisiae Y1979, segundo a solicitacdo dos
proponentes, ndo serd usada como alimento ou ragdo. Portanto, muitos dos questionamentos
sobre efeitos do OGM e seus derivados sobre a satide humana e animal ndo sdo cabiveis.

Quanto aos riscos possiveis da levedura GM ao ambiente, os mesmos s deverdo ser
considerados caso haja um improvével, porém possivel, vazamento de fermentadores e
incubadoras. O processo industrial de fermentacdo do mosto e da producdo de farneseno
prevé a eliminagcdo dos microrganismos, € ndo € esperada, portanto, o acesso dos mesmos ao
mundo externo aos equipamentos de cultivo. Segundo informagdes constantes do Processo, a
cepa Y1979 pode ser inativada por procedimentos padrdoes de descontaminacdo e
esterilizacdo, o que inclui o uso de desinfetantes como etanol e isopropanol, por exemplo,
agentes oxidantes como hipoclorito de sddio e cloraminas, compostos fendlicos e quaternarios
de amonio. Outros processos de descontaminacdo incluem calor, radiacdo, filtracdo ou uma
série de agentes antimicrobianos. Para promover a descontaminagao de produtos em contato
com a cepa Y1979, a Amyris Brasil utilizard calor, gerado durante o préprio processo
produtivo. Resultados de experimentos provaram que a cepa Y1979 € facilmente inativada
quando aquecida a uma temperatura de pelo menos 66 °C durante pelo menos 120 segundos.
No processo industrial, temperaturas superiores a 120 °C sdo geradas, permitindo plena
seguranca na eliminagdo de formas vivas da levedura em derivados da producao.

Mesmo que ndo seja esperada a liberacdo de células de S. cerevisiae Y1979 no

ambiente, uma série de avaliagdes dos possiveis efeitos da levedura GM sobre outros
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[ ]
UM FAIS DE TODOS

organismos € sobre o ambiente foram realizadas, avaliadas frente a literatura cientifica
disponivel, e apresentadas em suficiente detalhe junto ao Processo. Estes ensaios, realizados
com adequado rigor cientifico, incluiram:

(i) Efeitos sobre as qualidades quimicas, fisicas e bioldgicas de trés formas de dgua
(potével, de pogo artesiano e derivada do Rio Piracicaba);

(i1)) Sobrevivéncia da cepa Y1979 em dguas, solos e ambientes edéficos;

(iii) Efeitos sobre indicadores bioldgicos aquéticos, incluindo Daphnia similis
(crustaceo), Dugesia (Giardia) tigrina (protozoario) e Danio rerio (peixe);

(iv) Efeitos sobre as qualidades quimicas, fisicas e biolégicas do solo;

(v) Efeitos sobre a macrofauna de solo, incluindo Folsomia cdndida (colémbolo) e
Eisenia Andrei (anelideo);

(vi) Efeitos sobre a microfauna de solo, avaliando-se a abundancia e a diversidade de
bactérias, fungos e leveduras em solos de vasos mantidos em casa-de-vegetagao;

(vii) Testes de compatibilidade com fungos e bactérias representantes de grupos
funcionais importantes como entomopatégenos, decompositores e antagonistas de
fitopatdgenos.

(viii) Efeitos sobre a decomposicao de matéria organica.

(ix) Efeitos sobre plantas de cana-de-agucar;

(x) Estabilidade do DNA GM no solo.

Os resultados apresentados para todos os ensaios citados permitiram concluir que a
levedura S. cerevisiae Y1979 € equivalente ou possui efeito inferior a sua isolinea ndo-GM, e
as demais cepas de S. cerevisiae. De fato, para muitos dos experimentos, a linhagem GM
demonstrou capacidade inferior de sobrevivéncia e de alteracdo de caracteristicas quimicas,
fisicas ou bioldgicas em relacdo as linhagens nao-GM.

Em virtude da incapacidade da cepa Y1979 reproduzir-se de forma sexuada e de
formar esporos, seus efeitos sobre o ambiente sdo possivelmente ainda mais reduzidos do que
suas isolineas nao-GM. Condicdes cléssicas de esporulacdo por transferéncia de colonias para
meio nutriente privado da fonte nao-fermentativa de carbono demonstraram a total
incapacidade da versdao GM formar esporos. No Processo encontram-se também detalhados

resultados que comprovam a incapacidade da levedura reproduzir-se sexuadamente.

SPO - Area 05 — Quadra 03 Bloco B — Térreo — Salas 08 a 10

Brasilia , DF — CEP: 70610-200

Fones: (55)(61) 3411 ?(ramal de sua setorial) - FAX: (55)(61) 3317 ?(ramal de sua setorial)
N/C:




Ministério da

Ciéncia e Tecnologia Ministério da Ciéncia e Tecnologia - MCT comisséotéeicenacione

= Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBio CTN B 10

el ) W Secretaria Executiva de biosseguranga
Conclusao

Considerando os resultados dos conjuntos de avaliacdes apresentadas, os dados
bibliograficos, o extenso e seguro uso de S. cerevisiae na alimentagdo e na producdo de
diferentes insumos, nas caracteristica das construgdes transgénicas e das modificacdes
genéticas realizadas, nas propriedades da proteina heter6loga (farneseno-sintase), do produto
farneseno, na inexisténcia de evidéncias que apontam para comportamento diferente da forma
recombinante em relacdo a versdo parental tanto frente a saide humana e animal, bem como

sobre seus efeitos no ambiente, recomendo o DEFERIMENTO da Liberagdao Comercial da

cepa Y1979 de S. cerevisiae pertencente a empresa Amyris Brasil para uso na producio de

farneseno.

Data: 20 de Dezembro de 2009

Dr. Giancarlo Pasquali

Membro da CTNBio - Relator
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