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PARECER TECNICO

Geral

A empresa Dow AgroSciences Industrial Ltda solicita pedido de liberagdo comercial do milho
DAS-40278-9 geneticamente modificada pela inser¢do de um gene que codifica a proteina
ariloxialconoato dioxigenase (AAD-1), que expressam as proteinas responsaveis pelo atributo
de seletividade a herbicidas a 2,4-D (acido 2,4 diclorofenoxiacetico) e a determinados
herbicidas inibidores da acetil coenzima A carboxilase (ACCase), ariloxifenoxipopionato
(AOPP), denominados de herbicidas fop. Esta solicitagdo se refere a liberagdo no meio
ambiente, seu uso comercial e quaisquer outras atividades relacionadas a este OGM e
quaisquer progénies dele derivados.

O processo enviado a CTNBio compreende: Requerimento de Liberagdo Comercial, Parecer
Técnico da CIBio milho DAS-40278-9 geneticamente modificada, O Relatdrio Técnico
compreende 381 péaginas (sem inclusdo de anexo), onde s3o fornecidas, Informagdes
Relativas ao monitoramento pos-langamento comercial a ser submetido (anexo I), ao OGM
(anexo II), Avaliagdo de Risco 4 Satide Humana e Animal (anexo III), Avalia¢do de Risco ao
Meio Ambiente (anexo IV), referencias bibliograficas e 3 apéndice, sendo o segundo com
solicitag@o de confidencialidade deste dado.

Observacdes Preliminares

O parecer aqui apresentado analisou os aspectos relativos a toxicidade, a alergenicidade e ao
valor nutricional para humanos e animais do evento enquanto os aspectos agricolas e
ambientais contidos no processo ndo foram abordados.

Resumo executivo

A Dow AgroSciences Industrial Ltda., requer a emissdo de parecer técnico para liberagdo
comercial de uma linhagem de milho e seus derivados com o evento DAS-40278-9 (OECD
nimero de identificagdo DAS-40278-9), referido como milho DAS-40278-9, nos termos da
Resolugdo Normativa N° 5 da CTNBio, do Decreto N° 5.591 e da Lei N° 11.105/05. O milho
DAS-40278-9 € um produto transgénico com tolerdncia ao herbicida 2,4-D (4cido 2,4-
Diclorofenoxiacético) e a determinados herbicidas inibidores da acetil coenzima A
carboxilase (ACCase) ariloxifenoxipropionato (AOPP), denominados herbicidas “fop” que
oferecera aos produtores uma maior flexibilidade ao selecionar herbicidas e melhor controle
de plantas daninhas. Estudos, com autorizagio da Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranga (CTNBio), demonstraram a eficacia e praticabilidade agrondmica do uso do
milho DAS-40278-9 em condigdes de cultivo em nosso pais. Este produto ndo difere do
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milho convencional em sua composi¢do quimica e nutricional, exceto pela presenca e
expressdo do gene aad-1 que confere resisténcia aos herbicidas citados.

O cultivo do milho DAS-40278-9 e o consumo da planta ou de seus derivados ndo causam
efeitos adversos ao meio ambiente ou a sade humana e animal, sendo tdo seguro quanto o
milho convencional. A proteina codificada pelo gene aad-1 ndo apresenta similaridade com
proteinas consideradas alergénicas ou téxicas. O milho DAS-40278-9 ndo mostra tendéncia a
proliferar-se como planta daninha e ndo ¢ invasivo em ecossistemas naturais. Nenhuma
vantagem competitiva de sobrevivéncia ou dispersdo do milho foi observado na transgene do
aad-1, quando comparado ao milho convencional. A proteina AAD-1 ¢ uma enzima com uma
atividade dioxigenase dependente de alfa-cetoglutarato que inativa a via metabolica dos
herbicidas da familia ariloxialcanoato. O gene aad-1 isolado de Sphingobium
herbicidovorans, uma bactéria de solo gram-negativa pertence ao género Sphingobium qus
proliferam-se no meio ambiente e, por essa razdo, animais e humanos estdo naturalmente
expostos a0 organismo e seus componentes, sem conseqiiéncias adversas. O gene aad-1 foi
introduzido ao milho DAS-40278-9 utilizando uma transformagdo mediada por whiskers. A
caracterizagdo do evento DAS-40278-9 pela analise de Southern confirmou que uma unica
insergdo intacta do gene aad-I foi integrada de forma estivel no genoma do milho. Uma
tnica copia de cada elemento genético do cassete de expressdo do aad-1 esta presente € a
integridade do fragmento de DNA inserido no milho foi demonstrada ao longo de cinco
geragdes de cultivo, confirmando a estabilidade genética esperada para cultivo comercial do
cereal. A Southern blot confirmou a auséncia de fragmento do esqueleto molecular do DNA
do plasmideo no milho DAS-40278-9. A analise da segregagdo genética dos individuos ao
longo de seis geragdes confirmou a heranga mendeliana monofatorial do gene aad-1. A
expressio da proteina foi analisada na folha, na raiz, no pélen, na planta inteira e nos tecidos
de grio coletados durante o periodo de cultivo de plantas DAS-40278-9 sem aplicagéo de
herbicidas e tratadas com os herbicidas 2,4-D e haloxifope-R por ELiSA. Os resultados
mostraram baixo nivel de expressido da proteina AAD-1 nos varios tecidos das plantas que
receberam aplicagio dos herbicidas, indicando um baixo risco de exposi¢do a humanos e
animais. A proteina AAD-1 foi avaliada para se detectar possiveis efeitos adversos em
animais e humanos que poderiam surgir com o cultivo do milho contendo a proteina AAD-1.
Utilizou-se uma abordagem passo a passo para avaliar potenciais efeitos toxicos e alergénicos
da proteina AAD-1. A analise bioinformética da seqiiéncia de aminoécidos da proteina AAD-
1 ndo revelou homologia significativa com alérgenos e toxinas conhecidas. A proteina AAD-
1 foi hidrolisada rapidamente em fluido gastrico simulado e ndo houve evidéncias de
toxicidade aguda em ratos com dose de 2.000 mg/kg de peso corporal. A andlise da
glicosilagdo da planta e da proteina AAD-1 derivada de microrganismo ndo detectou ligagéo
covalente de carboidratos. Estudo de seguranga da proteina AAD-1 indicam que ¢ improvével
a ocorréncia de efeitos alergénicos ou toxicos em humanos e animais. O milho DAS-40278-9
foi avaliado em campos experimentais de varias regides dos Estados Unidos e Canada, e
posteriormente no Brasil, através de Liberagdes Planejadas no Meio Ambiente (LPMA),
autorizadas pela CTNBio. Foram conduzidas avaliages de desempenho agrondémico para
medir caracteristicas das plantas, como emergéncia, vigor, altura da planta, rendimento e
parametros referentes ao polen. Em todos os experimentos de campo foram avaliadas
respostas das plantas em relagdo a doengas ou insetos e caracteristicas fenotipicas da espécie.
Nzo houve diferenca significativa entre o milho DAS-40278-9 e o milho controle
convencional para caracteristicas de sanidade das plantas, bem como nenhuma indicagdo de
vantagem seletiva que poderia resultar no aumento de plantas daninhas com o cultivo do
milho DAS-40278-9.

A anélise de composigdo de nutrientes de forragem e grao foi conduzida para se comparar a
composigio do milho DAS-40278-9 com o milho controle ndo transgénico correspondente
(iso-hibrido). A analise da composi¢do permitiu avaliar possiveis alteragdes nos principais
niveis de nutrientes e antinutrientes do milho DAS-40278-9 pulverizado com 2,4-D e
haloxifope-R. Estes estudos sugeriram fortemente que o milho DAS-40278-9 ¢ equivalente ao
milho convencional. Em estudos para avaliar modificagdes da planta de milho DAS-40278-9
na capacidade de adicionar ou remover substincias do solo e no estado nutricional das
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plantas, ndo foram observadas diferengas entre o milho DAS-40278-9, com e sem a aphcag:ati‘
de herbicidas, e o iso-hibrido convencional, em relagfio & macro e micro nutrientes bem como 4 o\
na granulometria do solo. Foi demonstrado também que as plantas do milho geneticamente
modificado DAS-40278-9, com ou sem aplicagdo de herbicida, ndo apresentam diferengas na
concentragdo de nutrientes nas folhas em relagéo as plantas do seu controle convencional iso-
hibrido. A ocorréncia de possiveis modificagdes da biodegradabilidade da planta de milho
DAS-40278-9 foi avaliada comparativamente ao milho controle convencional. A
decomposi¢do da matéria organica de plantas de milho DAS-40278-9, com ou sem aplicagio
dos herbicidas, ndo diferiu das plantas do controle iso-hibrido, indicando similaridade na
biodegradabilidade do milho DAS-40278-9 e do controle convencional. As informagdes
coletadas durante a experimentagdo em ambientes de clima temperado e tropical demonstram
que o milho DAS-40278-9 nio exibiu caracteristicas de patogenicidade ou comportamento de
planta daninha. E, dessa forma, improvavel que plantas com a proteina AAD-1 alterem as
propriedades de plantas daninhas da lavoura ou mesmo de espécies selvagens.

A disponibilidade do milho DAS-40278-9 tera um impacto positivo nas praticas de controle
de plantas daninhas, constituindo-se numa alternativa importante para atender as necessidades
dos produtores de milho no Brasil. O uso do milho DAS-40278-9 permitira que os produtores
lidem proativamente com as populagdes de plantas daninhas, mantendo a cultura “no limpo”,
evitando alteragdes adversas na populagdo de invasoras.

As caracteristicas da planta geneticamente modificada, através das informagdes coletadas
durante os experimentos de campos e analises laboratoriais, apresentadas neste documento,
comprovam que o cultivo e consumo do milho DAS-40278-9 é tdo seguro ao meio ambiente e
a saude humana e animal quanto o milho convencional.
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Genes introduzidos, organismos de origem e suas funcdes especificas
Vetor utilizado e seu espectro de hospedeiros.

O evento DAS-40278-9 foi gerado pela introdugdo de um fragmento linear de restrigdo Fspl
do plasmideo pDAS1740 contendo o gene aad-1 proveniente do Sphingobium
herbicidovorans otimizado para expressdo em plantas. O cassete de expressio de aad-I
contido no fragmento pDAS1740/Fsp I expressa o ariloxialcanoato dioxigenase ( proteina de
296 aa com peso molecular de cerca de 33 KDa) otimizado para plantas (aad-1). O gene aad-
1 utilizado € a versdo sintética otimizada para aproximar a dos cédons mais tipico de genes de
plantas. A insergdo do gene aad-1 em milho confere tolerancia aos herbicidas 2,4-D e AOPPs
(OfopO). Sphingobium herbicidovorans desenvolveu a capacidade de usar a fendxi auxina e
herbicidas AOPP como fontes de carbono para crescimento, conferindo, assim, a bactéria,
uma vantagem competitiva no solo (Wright et al., 2009). O cassete de expressio
pDAS1740/Fsp I € regulada pelo promotor ZmUbil e pela sequéncia de terminagdo ZmPer5
3'UTR, ambos de Zea mays. O promotor ZmUbil ja foi usado em produtos previamente
aprovados para cultivo (USDA, 2001; USDA, 2005), e, sabidamente, condiciona uma
expressdo constitutiva dos genes. (Christensen e Quail, 1996). Regides de ligagdo a matriz
nuclear (MARSs) da Nicotiana tabacum foram incluidas no cassete de expressdo de ambas as
extremidades flanqueadoras da unidade transcricional de aad-1 para aumentar potencialmente
a expressdo do gene aad-I na planta. Quando posicionadas nas extremidades flanqueadoras
de cassetes de expressdo, algumas MARs demonstraram aumentar a expressdo de transgenes
e reduzir a incidéncia de silenciamento génico (Abranches et al., 2005; Han et al., 1997;
Verma et al., 2005). Especula-se que as MARs podem suavizar os efeitos de sequéncias
cromossdmicas vizinhas que poderiam desestabilizar a expressio de genes (Allen et al.,
2000). O DNA da transformagdo consistiu de fragmentos isolados do plasmideo pDAS1740.
O fragmento foi isolado através da digestdo do DNA plasmidial com a enzima de restrigdo
Fspl, originando, além do fragmento de inser¢do desejado, multiplos fragmentos do gene de
resisténcia a ampicilina. Os menores fragmentos foram separados dos maiores através de
cromatografia de coluna. O fragmento final obtido foi um segmento de DNA linear de 6236
pb contendo o cassete de expressdo de aad-1. Este fragmento foi utilizado para inser¢@o no



genoma da planta. O fragmento isolado de pDAS1740 continha os seguintes elementos: RB7
MAR v3, o promotor ZmUDbil de milho, o gene aad-1, a regido ZmPer5 3.UTR de milho e
RB7 MAR v4.

Caracterizacio Molecular da construgio

Numero de copias inseridas do gene aad-1 foi confirmado ser de apenas uma, apos hibridagdo
Ginicas de aproximadamente 12k pb, 4k pb e 16k pb respectivamente nas digestdes com as
enzimas EcoRI Ncol e Sac I. A dupla digestio com enzimas EcoRI e Hind III, liberando
3361pb do gene com o promotor no genoma do milho DAS40278-9 foi observado (fig.9-12).
Foi também avaliado por restrigdo enzimética Ncol, Sacl e Fsel /Hind III a regido promotora
ZmUbill do evento DAS40278-9. As digestdes com Ncol e Sacl produziram fragmentos com
cerca de 3472 pb e 4389 pb respectivamente por sonda deste promotor. Na avaliagdo por
hibridagdo pos restrigio com Ncol observou se duas banda de 6300bp do plasmideo
pDAS1740 e uma de 3600 (comprovada de inespecifica), concluindo portanto a insergdo de
apenas copia tnica do inserto proveniente do plasmideio DAS1740 no genoma do milho DAS
40278-9 ( fig 13-15 do relatorio). Foram também avaliadas a sequencia Terminadora ZmPer
3UTR utilizando as dupla digestio com Fsel e Hind III. Apesar de ocorrer fragmentos de
tamanho de 3361, que caracteriza a regifio desejada outra de 2100pb foi identificada que esta
ocorreram nos controles , caracterizando inespecificidade.( Fig 16 a 18). O sequenciamento
confirmou as inser¢des do gene aad-1, do promotor ZmUBbill.

Objetivo do OGM.

O milho DAS-40278-9 é um transgénico que apresenta tolerancia aos herbicidas 2,4-D (4cido
2.4-Diclorofenoxiacético) e ariloxifenoxipropionatos (AOPPs). Hibridos de milho DAS-
40278-9 representam uma excelente alternativa para os produtores na escolha dos herbicidas e
no controle de importantes plantas daninhas que estdo presentes na cultura do milho. O milho
DAS-40278-9 pode ser utilizado pelo produtor como uma planta tolerante aos herbicidas 2,4-
D e haloxifope-R. Ambos apresentam antecedentes de uso seguro como herbicida do milho,
ndo se conhecendo efeitos ambientais adversos desses produtos. As plantas de milho
contendo o evento DAS-40278-9 foram geneticamente modificadas para expressar a proteina
ariloxialcanoato dioxigenase (AAD-1). A proteina AAD-1 ¢ uma enzima com uma atividade
dioxigenase dependente de alfa-cetoglutarato que resulta na inativagéo metabolica dos
herbicidas da familia ariloxialcanoato. O gene aad-1 v3 é um gene sintético, versdo otimizada
para expressar em plantas a enzima ariloxialcanoato dioxigenase (AAD-1), originario do
microrganismo Sphingobium herbicidovorans, uma bactéria gram-negativa comumente
isolada do solo e da agua. A bactéria Sphingobium que contém genes codificadoras de
enzimas capazes de facilitar a decomposigdo dos herbicidas 2,4-D e AOPP, permitindo a
bactéria usa-los como fonte de carbono. O gene aad-1 foi introduzido no milho DAS-40278-9
via transformagdo genética mediada por whiskers. Para tanto, embrides imaturos de milho
foram assepticamente removidos de cariopses e dispostos em meio semi sdlido, onde deram
origem a calli embriogénicos. Em seguida estes calli foram transferidos para meio de cultura
liquido, originando a suspensdo celular embriogénica. A suspensdo estabelecida foi agitada
com fragmentos de DNA do plasmideo pDAS1740 e fibras whisker de carbeto de silicio,
desta forma promovendo orificios na membrana celular para entrada dos fragmentos de DNA
nas células.

Utilizagio do OGM e de seus derivados.

O milho ¢ uma das espécies cultivadas mais importantes para a sobrevivéncia do homem e
com certeza a mais importante na industria de alimentos. Originario do México e Guatemala,
o milho se difundiu em todos os continentes e é hoje produzido na maioria dos paises do
mundo. Em fungéo de sua alta produtividade por unidade de area, o milho atingiu o primeiro
lugar em produgdo mundial no ano de 2009, atingindo 826,7 milhdes de toneladas, seguido do
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(www faostat.fao.org). O milho € processado na industria principalmente através de moagem
Gmida para seu uso em alimentos, na indistria em geral (papel, tecidos, etc.) e para ragédo
animal. A moagem umida é utilizada para extrair os componentes do grdo de milho, como por
exemplo, amido, gliten e gérmen, os quais podem ser utilizados em uma grande variedade de
alimentos, assim como também para fins farmacéuticos e na industria em geral. A moagem
seca do milho € utilizada na elaboragdo de alimentos balanceados para animais, nos cereais
matinais para o consumo humano, na industria cervejeira e na produgio de outros alimentos.

A classificacio de risco do organismo geneticamente modificado.

O organismo objeto desta solicitagdo enquadra-se na Classe de Risco 1 (baixo risco

individual e coletividade), de acordo com o Artigo 8 da Resolugdo Normativa N° 2 de 27 de
novembro de 2006 da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga:

Classe de Risco 1 (baixo risco individual e a coletividade): O OGM que contém sequéncias
de ADN/ARN de organismo doador e receptor que ndo causem agravos saiide humana e
animal e efeitos adversos aos vegetais e a0 meio ambiente.

Auséncia das sequéncias do vetor original.

A auséncia de sequéncias indesejadas do vetor original no genoma do milho DAS-40278-9,
foram avaliados utilizando sondas que flanqueiam toda a sequéncia do vetor original
(OLP4A, B e C), que ndo fazem parte da construgdo génica de interesse. Neste experimento
utilizaram-se combinagdes das tres sondas em concentragdo molar equivalente (Tabela 3).
Observou-se que nenhum sinal de hibridizagio especifico foi positivo com as combinag&es
das sondas do vetor original (Tabela 4). Apds as digestdes com Nco I e Sac I, nenhum sinal
de hibridizagdo foi visto nas amostras DAS-40278-9 (Figura 23 e Figura 24). Os resultados
indicam que apenas o inserto desejado foi inserido no genoma do milho DAS-40278-9, sem
qualquer outra sequéncia adicional.

Estabilidade do inserto através das geracoes.

Hibridizagdes realizadas com cinco geragdes distintas, T3, T4, BC3S1, BC3S2 e BC3S3, do
evento DAS-40278-9 (ver diagrama de cruzamentos do milho DAS-40278-9, Figura 4 do
relatorio. Em alguns casos, a geracdo utilizada foi uma segregacdo do evento DAS-40278-9 e,
portanto, antes do inicio do Southern blot, todas as plantas também foram testadas para a
expressdo da proteina AAD-1 usando um sirip test para permitir a confirmagdo das plantas
positivas. Todas as sondas dos elementos genéticos; geme aad-1, promotor ZmUbil,
terminador ZmPer5, RB7 MAR v3, RB7 MAR v4, e as sondas no plasmideo original
(OLP4A, B e C), foram hibridizados com as cinco geragdes do milho DAS-40278-9.
Conforme descrito anteriormente, os resultados em todas as amostras que continham o evento
DAS-40278-9 foram positivos (Tabela 4 e Figura 9 a Figura 24), indicando heranga estavel
do gene.

Coleta de amostras e extracio de DNA.

Amostras de folhas das plantas de milho do evento DAS-40278-9 e do controle XHH13
coletadas na estufa foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. O DNA
gendmico foi extraido do tecido da folha congelada do milho usando o método CTAB. Apds a
extragdo do DNA foi completamente dissolvido em tampZo TE antes de ser quantificado por
espectrofluorometria usando o reagente Pico Green (Invitrogen). O DNA foi visualizado por
eletroforese em gel de agarose para determinar a qualidade do DNA e confirmar a analise
quantitativa Pico Green.

Sequéncia nucleotidica do transgene e elementos génicos.
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Estas informagdes estdio descritas em volume separado anexo ao relatorio (confidencial)
Identidade e fung¢io da proteina AAD-1.

A proteina ariloxialcanoato dioxigenase (AAD-1) foi obtida pela recombinagdo do
Sphingobium herbicidovorans, uma bactéria gram-negativa de solo. O transgene aad-1 no
evento DAS-40278-9 codifica uma proteina idéntica a proteina AAD-1 nativa, composta de
296 aminoacidos com peso molecular de 33 kDa. AAD-1 é uma enzima dioxigenase
dependente de alfa-cetoglutarato que tem catalisa a conversdo de 2,4-D em diclorofenol
(DCP), sem atividade herbicida (Wright et al. 2009). A proteina AAD-1 € capaz de degradar
R-enantidmeros das auxinas fenoxi quirais (exemplo, diclorprope e mecoprope), além de
auxinas fenoxi aquirais (exemplo, 2,4-D, MCPA, 4-clorofenoxiacético acido). A enzima
AAD-1 também catalisa a reagdo de degradagio da classe geral de herbicidas conhecidos
como ariloxifenoxipropionatos (AOPPs), tais como quizalofope e haloxifope-R, aos seus
correspondentes fendis inativos (Wright et al., 2009). A enzima AAD-1 foi selecionada por
ensaio enzimatico in vitro com substratos enddogenos de plantas (Luo et al., 2006). Os
substratos testados foram separados em tres grupos, horménios vegetais naturais (acido
indolacético, acido abscisico, giberelinas, e aminociclopropano-1-carboxilato), intermediérios
fenilpropandides (cinamato, coumarato e sinapato), ¢ L-aminoacidos. O substrato diclorprope
racemico, controle positivo, mostrou alta atividade no ensaio enzimatico. Os compostos
testados com a AAD-1 nas mesmas condi¢des de ensaio ndo foram oxidados, resultando em
valores iguais ou inferiores ao limite de detec¢do (<3% do valor comparado ao controle
positivo). Com base nesta pesquisa de substratos em potencial, pode se concluir que néo ha
nenhuma indicagdo de que a proteina AAD-1 tenha atividade sobre substratos endégenos de
plantas.

Caracteriza¢io bioquimica da proteina AAD-1.

Sdc necessarias grandes quantidades de proteina AAD-1 purificada para realizar os estudos de
avaliagdo de seguranga. J4 que é tecnicamente impraticavel extrair e purificar quantidades
suficientes de proteina AAD-1 de plantas transgénicas, a proteina foi produzida em sistema
heterdlogo usando o microorganismo Pseudomonas fluorescens (Pf). Os testes de
caracterizagdo foram feitos para confirmar a equivaléncia da proteina AAD-1 expressa in
planta no milho DAS-40278-9 com a proteina AAD-1 derivada do microorganismo P.
Sfluorescens. A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE), o Western Blot, a detecgdo de glicoproteina, a anélise por espectrometria de Massa
(MALDI-TOF MS) e a analise do sequenciamento da proteina foram utilizados para
confirmar as propriedades bioquimicas da proteina. Usando esses métodos, a proteina AAD-1
produzida em P. fluorescens e a produzida pelo milho transgénico DAS-40278-9 mostraram
ser bioquimicamente equivalentes, dando suporte ao uso da proteina heteréloga nos estudos
de biosseguranga. Os métodos e resultados da caracterizagdo bioquimica da proteina AAD-1
derivada de P. fluorescens e da planta DAS-40278-9 estdo descritos detalhadamente no item
11. Ambas as proteinas resultou com peso molecular de aproximadamente 33 kDa e foram
imunorreativas no Western Blot. Ndo houve evidencia de glicosilagdo da proteina AAD-1
derivada do milho DAS-40278-9. A composi¢do de aminoacidos foi confirmada pela
espectrometria de massa (MALDI-TOF MS). Observou-se que a metionina N-terminal foi
clivada e a N-terminal da proteina expressa pelo milho DAS-40278-9 foi acetilada. Esses dois
processos cotranslacionais, clivagem do residuo da metionina N-terminal e a acetilagdo N-
terminal sdo modificagdes comuns que ocorrem na maioria (aproximadamente 85%) das
proteinas eucaridticas (Polevoda e Sherman, 2000).

Meétodos e resultados para caracterizacio da proteina AAD-1.
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Foi conduzido um estudo para a caracterizagdo da proteina AAD-1 (Schafer et al, 200%6 t\\/
Estudo 080142), onde os métodos e resultados estdo descritos a seguir. “y )

Material do milho DAS-40278-9.

Plantas hibridas F1 com o evento DAS-40278-9 cultivadas em casa de vegetagdo foram
usadas como fonte para extragdo da proteina AAD-1. Antes de serem usadas, as plantas
individuais tiveram as folhas testadas para confirmar a expressdo da proteina AAD-1 usando
um teste de fita de fluxo de lateral (strip test), de acordo com as instru¢des do fabricante. Os
talos das plantas que expressam AAD-1 foram colhidos, liofilizados e moidos até obter um pé
fino, congelados e armazenados até serem usados.

Material controle do milho.

A linhagem controle do milho XHH13 foi utilizada como controle negativo, ndo contendo o
evento DAS-40278-9. A auséncia da expressdo de AAD-1 nas plantas controle foi confirmada
pelo teste das folhas usando o teste de fita de fluxo lateral especifico para AAD-1. Os talos
das plantas controle foram colhidos, liofilizados, moidos e armazenados sob as mesmas
condi¢des das amostras do milho DAS-40278-9.

Material de referéncia.

A protena microbiana recombinante AAD-1 foi produzida em Pseudomonas fluorescens (Pf),
purificada, liofilizada e armazenada. Para utilizagdo, a proteina AAD-1 heteréloga
armazenada foi novamente suspensa em solugdo tamp&o imediatamente antes do uso.

Purifica¢io da proteina do tecido de milho DAS-40278-9.

A proteina AAD-1 foi extraida do talo liofilizado em tampdo PBST (solug@o tampdo fosfato
salina, com 0,5% de fosfato e Tween 20, pH 7,4) com estabilizadores. A fragdo soltivel
contendo a proteina foi coletada por centrifugagdo. O sobrenadante foi filtrado e purificado
em coluna de imunoafinidade contendo anticorpo monoclonal especifico (anti-AAD-1)
conjugado. As proteinas ndo ligadas foram coletadas da coluna e a coluna foi repetidamente
lavada com20 mM de solugdo de bicarbonato de aménia tamponada, pH 8,0. As proteinas
ligadas a resina foram extraidas com uma solugdo tampao 3,5 M de NaSCN, 50 mM de Tris,
pH 8,0 e analisadas em SDS-PAGE e Western Blot. 10.3.5. Analises SDS-PAGE e Western
Blot dos extratos brutos. Os tecidos liofilizados do evento DAS-40278-9 e do controle
XHHI3 foram ressuspendidos em tampdo PBST contendo 10% de coquetel inibidor de
protease (Sigma) e a fragdo protéica extraida com um agitador orbital Geno-Grinder. As
amostras foram centrifugadas as suspensdes foram misturadas com um tamp3o da amostra
Laemmli Sample Buffer, aquecidas e submetidas a leve centrifugagdo. As amostras foram
carregadas diretamente em um gel Bio-Rad Criterion SDS-PAGE. O padrdo de referéncia
positivo, a proteina AAD-1 produzida em sistema heter6logo, também foi misturada com
tampdo da amostra e aplicada no gel. A eletroforese foi conduzida com o tampio
Tris/glicina/Tampéo SDS (Bio-Rad). Apos a eletroforese, o gel foi separado em duas partes,
uma metade foi corada com corante de proteina Azul Pierce GelCode, e a outra metade foi
transferida (blot) para membrana de nitrocelulose. A membrana de nitrocelulose foi entdo
hibridizada com o anticorpo policlonal especifico para AAD-1. O substrato
quimioluminescente foi usado para visualizar as bandas imunorreativas.

Detecgao da glicosilacdo pos-traducional.
A proteina purificada das plantas foi analisada quanto evidéncia de glicosilagdo por

eletroforese em comparagéo com a proteina AAD-1 heterologa derivada do microorganismo,
utilizando o inibidor de tripsina de soja, a albumina de soro bovino e a peroxidase de raiz de



rabano silvestre como controle. As amostras das proteinas controle foram ajustadas em
concentragdes iguais as da proteina AAD-1 de planta e foram misturadas com tampdo
Laemmli. As amostras foram aquecidas, centrifugadas e colocadas diretamente em um gel
Bio-Rad Criterion SDS-PAGE. Apos a eletroforese, o gel foi dividido a0 meio. Uma parte foi
corada com corante Pierce GelCode Azul para visualizagdo da proteina total. A outra parte do
gel foi tingida com corante GelCode de glicoproteina para visualizar as glicoproteinas. As
glicoproteinas presentes no gel foram visualizadas como bandas de cor magenta em um fundo
rosa claro.

Espectrometria de massa de peptideos e sequenciamento da proteina AAD-1 derivada
de microorganismo e plantas.

A andlise por espectrometria de massa da proteina AAD-1 derivada de microorganismo e
planta foi conduzida no laboratério de Ciéncias Analiticas da The Dow Chemical Company.
Airaunoafinidade da proteina AAD-1 derivada de planta foi submetida "~ digestdo em solugdo
de tripsina e em seguida submetida ao processo de jonizagdo por MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization). As proteinas foram também submetidas a
espectrometria de massa ESI-LC. Os residuos de aminoacidos nas extremidades amino (N) e
carboxi (C) terminais da proteina AAD-1 derivada de planta foram também sequeenciados
por espectrometria de massa e comparados sequéncia da proteina heteréloga produzida em
P. fluorescens.

Resultados das analises SDS-PAGE e Western Blot.

Os extratos das plantas controle ndo transgénicas e das plantas de milho DAS-40278-9 podem
ser visualizados nas canaletas 1 e 2 do gel de SDS-PAGE corado com Coomassie Blue
(Figura 28, painel A). A proteina AAD-1 produzida no microorganismo pode ser visualizada
na canaleta 3 correspondendo ao tamanho esperado de aproximadamente 33 kDa. Quando
hibridada com o anticorpo policlonal anti-AAD-1 na an}lise por Western Blot, a proteina
AAD-1 heteréloga e o extrato de tecido da planta de milho DAS-40278-9 também
corresponderam ao tamanho esperado (Figura 28, Painel B). Nenhuma banda foi observada
no extrato da planta controle n¢otransgnica.

Resultados do sequenciamento de fragmentos tripticos.

As sequéncias dos primeiros 11 residuos da proteina AAD-1 derivada do microorganismo e
da planta foram também obtidas através da espectrometria de massa. A sequéncia dos
aminoécidos para ambas as proteinas foi Al HA AL SPLSQRIIL indicando que a
metionina N-terminal foi removida (Tabela 5). Além disso, depois da metionina removida,
uma porgio do peptideo N-terminal da proteina AAD-1 foi acetilado. Esses dois processos
cotranslacionais, remogéo do residuo da metionina N-terminal e a acetilagdo N-terminal sédo
modificagdes comuns que ocorrem na maioria (aproximadamente 85%) das proteinas
eucariticas (Polevoda e Sherman, 2002), sem significado bioldgico relevante no presente
contexto de biosseguranga. Além da N-acetilagdo, houve um truncamento N-terminal curto
(perda de aminoacidos A2, H3, A4) que apareceram durante a purificagdo da proteina de
origem vegetal AAD-1 (Tabela 5 e Figura 31A). Este truncamento pode ter ocorrido durante a
purificagdo da proteina AAD-1 uma vez que a sonda para Western blot é de extrato bruto,
apenas uma banda unica e nitida com o mesmo peso molecular da proteina AAD-1 derivada
de microorganismo foi visualizada. As sequéncias C-terminal das proteinas AAD-1 de planta
e a derivada de microorganismo foram obtidas e se mostraram idénticas as sequéncias
esperadas (Tabela 6 e Figura 31B).

Estudos de Expressdo da proteina AAD-1 no milho DAS-40278-9.
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Expressdo da proteina AAD-1 no milho DAS-40278-9 em experimentos realizados no Brasild,
(Galan, 2011, Estudo 091167). Durante a safra 2010/11 conduziram-se novos estudos de
expressdo da proteina em diferentes tecidos de milho com o evento DAS-40278-9. Os ensaios
foram conduzidos nas Unidades Operativas da Dow AgroSciences em Mogi Mirim (SP), e
Indiandpolis (MG) (processo CTNBio no 01200.000083/2009-90). O delineamento utilizado
em cada experimento foi de blocos casualizados, com trs (3) repeti¢des de cada tratamento

designados como:

Tratamento 01: iso-hibrido,

Tratamento 02: milho DAS-40278-9 sem pulverizagio

Tratamento 03: milho DAS-40278-9 com aplicagio de 2,4-D (GF-2665)
Tratamento 04:milho DAS-40278-9 com aplicagio de haloxifope-R (GF-142).

Cada parcela foi constituida de 10 (dez) fileiras por 6 (seis) metros de comprimento. O
espagamento entre linhas foi de 0,76 metros e de 20 cm entre plantas dentro da linha, e a taxa
de semeadura foi de aproximadamente 35 sementes por 6 m de linha. Em conformidade com
os requisitos regulamentares as parcelas experimentais foram cercadas por 20 linhas de
bordadura de um hibrido de milho n#o-transgénico de maturidade semelhante. Para
manuten¢do da sanidade da cultura praticas apropriadas de controle de insetos, plantas
daninhas e doengas foram aplicadas conforme relatado na Tabela 7 do relatério apresentado.
A média de temperaturas mensais minimas e maximas, juntamente com chuva e irrigagio esta
ilustrada na tabela 8 do relatério apresentado. As amostras foram obtidas de folha, planta
inteira, raiz, pdlen, forragem e grio de milho para a anélise de expressdo e armazenadas a -
80°C ate o momento de liofilizagdo e determinagdo de proteinas na Dow Agraoscience de
Mogi Mirim, SP pelo método de ELISA.

Limite de detec¢iio nas amostras de milho.

O limite de detecgdo (LOP) e o limite de quantificagdo (LOQ) para os tecidos foi de 0,2 a
0,4ng/mg respectivamente.

Resultados das analises de expresséio da planta.

Os tecidos de folha (V2-V4, V9, e R1), planta inteira (R6), raiz (R1), polen (R1), forragem
(R4) e grao(R6) foram analisados para determinag@o do nivel de expressdo da proteina AAD-
1. A concentragdo da proteina nas matrizes (ng/mg) foi expressa com base na massa de tecido
seco. Um sumdrio das concentragdes da proteina AAD-1 (média combinada das localidades)
nos varios tecidos de milho nas duas localidades variou entre 2,18 ng/mg em grio no estudio
R6 a 182,99 ng/mg em poélen no estadio R1. A proteina AAD-1 ndo foi detectada nas
amostras do controle Iso-hibrido, como seria esperado, porque se trata do controle
convencional. Os valores de expressdo da proteina AAD-1 foram similares para o milho
DAS-40278-9 sem aplicagdo de herbicidas e para os dois tratamentos com o milho DAS-
40278-9 que receberam aplicagdo dos herbicidas 2,4-D (GF-2665) e haloxifope-R (GF-142).
Os resultados individuais de expresséo da proteina em cada amostra s3o mostrados na Tabela
113.

Expressdo da proteina AAD-1 no milho DAS-40278-9 em experimentos realizados na
América do Norte.

Durante o ano de 2008 conduziram-se estudos de expressdo da proteina em diferentes tecidos
de milho com o evento DAS-40278-9 (Phillips et al., 2009, Estudo 090084). Os ensaios foram
conduzidos em 5 locais nos Estados Unidos (Iowa, dois locais em Illinois, Indiana e
Nebraska) e em Ontario no Canadd em 2008, com diferentes condigSes ambientais e praticas
agrondmicas. Quatro tratamentos do milho DAS-40278-9 foram testados (ndo pulverizado,
pulverizado com 2,4-D, pulverizado com quizalofope e pulverizados com 2,4-D e
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quizalofope). Amostras dos tecidos de plantas foram coletadas incluindo: folhas, raizes, toda
a planta, polen e grio. Os tecidos foram coletados no periodo de cultivo do milho nos estadios
V2-V4, V9, R1, R4 e R6 (estadios das plantas descritos por Ritchie et al., 2008), conforme
descrito na Tabela 12.

Resultados das analises de expressao .

A proteina AAD-1 extraivel e soluvel foi quantificada por ELISA. (Tabela 13 deste
relatério). O valor medio variou de 2,87 ng/mg de peso seco no estadio de raiz R1 a 127
ng/mg no tecido de pdlen. Os valores da expressdo foram semelhantes no tratamento nao
pulverizado e nas parcelas pulverizadas com os herbicidas 2,4-D e quizalofope.

Em 2009 conduziram-se novos estudos de expressio da proteina em diferentes tecidos de
milho com o evento DAS-40278-9, em 8 regides representativas do cultivo do milho nos
EUA, com diferentes condigdes ambientais e praticas agronomicas (Phillips e Lepping, 2010,
Estudo 091033.02). .

Os valores médios variaram entre 2,08 ng/mg de peso de planta inteira no R6 a 101,62 ng/mg
no pélen e semelhantes nos diversos tratamentos descritos acima de diversas localidades.

Tratamento estatistico.

O tratamento estatistico dos dados deste estudo consistiu em célculos de média, desvios
padrio e analise de regressdo da curva de calibragéo.

Conclusio do estudo de expressdo da proteina AAD-1 no milho DAS-68416-4

Os estudos no Brasil, Estados Unidos e no Canada foram realizadas em condi¢des ambientais,
agrondmicas e germoplasmas distintas, a variagdo na expressio da proteina AAD-1 nos varios
tecidos mostraram padrio semelhante. Resumindo maior expressdo no polem, (157 -
183ng/mg no Brasil, 108 a 127 ng/mg nos EUA,e no Canada de 91,7 a 101,6 ng/mg. Os
valores mais inferiores de expressio foi observada na raiz R1, e na planta inteira, variando de
2,18 a 4,14 ng/mg no Brasil de 2,87 a 5,16 nos EUA e no Canada de 2,08 a 4,78ng/mg. Na
folhaV2-V4 e forragem ficaram com valores intermediarios aos descritos na planta, grdo e
raiz. A proteina AAD-1 sofre rapida desnaturagdo com o aumento da temperatura no
processamento do alimento, e rapidamente degradados em fragmentos de peptideos no
ambiente do trato gastrointestinal de animais ou seres humanos. Testes simulados de
digestibilidade da proteina AAD-1 indicaram que sua degradago ocorre em alguns segundos
sugerindo ser digerida rapidamente no trato intestinal (vide item 5, Anexo II). Os
corhecimentos acumulados em seguranga alimentar do milho DAS-40278-9 demonstram que
o0 OGM nio difere do milho convencional em caracteristicas agrondmicas, morfoldgicas,
reprodutivas (itens 2.2. e 2.3., Anexo IV) e também na composi¢do quimica e nutricional do
alimento (itens 3.1.1. a 3.1.3., Anexo III). Resultados mostram que a proteina AAD-1 ndo tem
caracteristicas de compostos alergénicos, que é degradada rapidamente em suco gastrico
simulado e que ¢ termo-labil. Essas caracteristicas do milho DAS-40278-9 tornam altamente
improvavel que o produto novo possa causar possiveis efeitos deletérios em animais prenhes
e potencial teratogénico.

Estudo da Avaliacao de risco a satiide humana e animal

A Dow AgroSciences conduziu uma avaliagio de seguranga detalhada da proteina AAD-1
para avaliar a possibilidade da ocorréncia de efeitos adversos em humanos ou animais
resultante da liberagdo de plantagdes no meio ambiente contendo a proteina AAD-1. A
avaliagdo concluiu que a proteina AAD-1 possui pouca probabilidade de causar reagdes
téxicas ou alérgicas a humanos e animais. Em 6 de setembro de 2007 a Dow AgroSciences
apresentou uma avaliagdo detalhada do milho DAS-40278-9 para a agéncia regulatoria de
saude dos Estados Unidos, FDA, como parte do processo de consulta para alimentos
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resultantes de bioengenharia. Nesta consulta destaca-se o milho Zea mays mays, pela sua
importancia econdmica mundial, e o organismo doador, Sphingobium herbicidovorans, uma
bactéria do solo. O microrganismo ¢ portador de genes que codificam enzimas capazes de
utilizar fenoxi auxinas e herbicidas AOPP como fontes de carbono para a bactéria (Wright et
al., 2009).Nesse estudo foi utilizada uma abordagem passo a passo, € por for¢a de evidéncia
(Codex, 2009) para avaliar os potenciais efeitos toxicos e alérgicos da proteina AAD-1. A
proteina AAD-1 ndo compartilha semelhancgas significativas na seqiiéncia de aminoacidos
com alérgenos conhecidos. Nenhuma homologia significativa foi identificada quando a
seqiiéncia da proteina AAD-1 foi comparada aos alérgenos conhecidos no banco de dados da
versdo 7.00 do FARRP (Food Allergy Research & Resource Program - Programa de Pesquisa
e Recursos Alérgicos da Industria Alimenticia), usando o critério de busca de comparagio de
pelo menos oito ou mais aminoacidos contiguos idénticos, com seqiiéncias de aminoacidos
em compostos alergénicos ou mais de 35% de identidade numa seqiiéncia de 80 aminoacidos.
A proteina AAD-1 ¢ degradada répida e totalmente em fluido gastrico simulado (SGS). Além
disso, essa proteina é rapidamente digerida, ou seja, ndo detectavel apds 30 segundos sob as
condi¢des do SGS in vitro (0,32% de pepsina, pH 1,2 a 370C), como demonstrado pelo SDS-
PAGE e pela analise Western Blot.

A proteina AAD-1 néo esta presente no estado glicosilado. Nenhuma glicosilagdo da

proteina AAD-1 foi detectada usando o SDS-PAGE e um sistema de detecgdo de glicosilagdo.
de risco a biosseguranga.

Nos testes de toxicidade em ratos, ndo houve sinais de mortalidade ou clinicos nos animais
CD-1 apds a administragdo oral da proteina AAD-1 na dose de 2.000 mg proteina por kg de
peso corporal. Além disso, foram realizados estudos da expressdo da proteina AAD-1 em
plantas DAS-40278-9 através da andlise de folhas, raiz, pdlen, tecidos do grdo e da planta
inteira, com e sem aplicagdo de herbicidas. O baixo nivel de expressdo da proteina AAD-1
apresenta baixo risco de exposigdo a humanos e animais. Os resultados da avaliagdo geral de
seguranga da proteina AAD-1 indicaram que € pouco provavel que ocorra reagdes alérgicas
em humanos ou que seja toxica para humanos ou animais. 2. Possiveis efeitos na cadeia
alimentar humana e animal pela ingestdo de OGM e seus derivados.

Efeitos da proteina AAD-1.

O milho ¢ extensivamente cultivado e consumido no Brasil e tem uma ampla historia de uso
seguro. Na forma de grédos, forragem, ou derivados nio é considerado causador de efeitos
toxicos em humanos, animais ou outros organismos (Della Valle, 1983).

Por ndo ter caracteristicas patogénicas e efeitos adversos na alimentagdo humana, tem sido
cultivado de forma extensiva desde periodos pré-colombianos, por civilizagdes
mesoamericanas, notadamente Astecas, Maias e Incas.

Estudos realizados no Brasil, Canada e Estados Unidos, demonstraram que o milho DAS-
40278-9 ndo difere do milho convencional em caracteristicas agrondmicas, morfoldgicas,
reprodutivas (itens 2.2 e 2.3, Anexo IV) e na composi¢do quimica e nutricional (itens 3.1.1. a
3.1.3., Anexo III). A analise de composig¢do do grdo e de forragem (ragdo) confirma que o
milho DAS-40278-9 ¢ substancialmente equivalente ao milho ndo modificado geneticamente
e, por conseguinte, de valor nutritivo comparavel.

A quantia de metaboélitos secundarios quantificados nas amostras de milho DAS-40278-9
(inositol, rafinose, furfural, 4acido p-cumadrico, acido fertlico) foram estatisticamente
semelhantes (P < 0,05) aos intervalos padrdes relatados em literatura. Os valores dos
antinutrientes quantificados nas amostras de milho DAS-40278-9 (4cido fitico e inibidor da
tripsina) foram estatisticamente semelhantes (P < 0,05) aos intervalos padrdes relatados em
literatura. Nenhuma das proteinas identificadas na pesquisa apresenta qualquer ocorréncia

relatada de risco a biosseguranga.

Estudo in silico de semelhanca da sequencia da proteina AAD1 e toxinas.
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A proteina AAD-1 ndo mostrou homologia significativa com alérgenos conhecidos. Segundo

" os bancos de dados criados pelo Comites da FAO/WHO Expert Consultation (2001) e Codex
Alimentarius (Codex Ad Hoc Open-ended Working group on Allergenicity, 2001). A
comparagdo com o banco de dados de DNA padrio e de sequéncias de proteinas (FARRP
Allergen Database Version 9.00) com a proteina AAD-1 e sequéncias de 8 ou mais
aminoacidos contiguos ou superior a 35% de sequéncias de 80 aminoacidos de alérgenos
conhecidos. A proteina AAD-1 ndo apresentou tambem semelhanga significativa com
sequéncias de aminoacidos de toxinas conhecidas. A pesquisa de similaridade foi realizada
através da ferramenta BLASTp contra o banco de dados GenBank de proteinas ndo
redundantes (publicado em 10 de fevereiro de 2007 com 4.554.902 sequéncias com
1.568.234.006 aminoacidos). A unica semelhante a encontrada foi com outra dioxigenase
dependente de alfa-cetoglutarato, a mesma classe da enzima AAD-1. Nenhuma das proteinas
semelhantes identificadas na pesquisa apresenta historico de risco a biosseguranga

Estudos de transferéncia genica

A transferéncia de material genético provenientes de gréos de milho ou de produtos feitos a
partir de milho, para microrganismos no sistema gastrointestinal humano ¢ insignificante.
Nio existe nenhum mecanismo conhecido, ou demonstragdo definitiva de que 0 DNA poderia
se transferir de plantas para microrganismos (Calgene, 1993; WHO, 1993; FDA, 1994,
Redenbaugh et al. 1994; Prins e Zadoks, 1994; Schluter et al. 1999) ou diretamente das
plantas para células epiteliais no baixo estdmago (FDA, 1994; Calgene, 1993). Em um
workshop da OMS (WHO, 1993), sobre a seguranga de marcadores para selegdo de
recombinantes em plantas, cientistas de varios paises, presentes no evento, revisaram a
informagdo sobre transferéncia horizontal de genes. O workshop concluiu que ndo ha
evidéncia que comprove a transferéncia de genes de plantas para microrganismos do trato
digestivo. Caso a transferéncia pudesse ocorrer, problemas de satide dependeriam de muitos
fatores, incluindo a habilidade do microrganismo transformado replicar no trato digestivo e
expressar o produto génico. Isso exigiria que o gene transferido estivesse também sob o
controle de promotores da bactéria (também ausente em plantas).

Risco na dieta.

Devido ao fato das proteinas que apresentam efeitos toxicos atuarem através da exposicao
oral e em forma aguda (Pariza e Foster, 1983; Sjoblad et al., 1992; Pariza e Johnson, 2001),
foi avaliado a seguranga da proteina AAD-1 em um estudo de toxicidade oral aguda
(Wiescinski, 2007). Os resultados confirmam a auséncia de atividade toxica aguda desta
proteina em mamiferos. A toxicidade desta proteina para os seres humanos e animais foi
examinada em um estudo no qual se avaliou a toxicidade oral aguda em ratos. A proteina foi
administrada em forma oral por meio de sonda gastrica. A dose mais alta testada foi de 2.000
mg de AAD-1 por kg de peso corporal. Todos os animais sobreviveram e ndo foram
observados sintomas clinicos durante o estudo. No momento da finalizagdo do estudo (15-
dias) ndo foi observado efeitos patologicos relacionados ao tratamento e todos os animais
haviam adquirido ganho de peso. O estudo permitiu concluir que a DL50 da proteina AAD-1
em ratos (fémeas e machos) foi maior que 2.000 mg/kg. Desse modo a dose observada sem
efeito, NOEL, foi considerada como sendo maior que 2.000 mg/kg PC (maior dose testada).

O consumo de milho.

Foram utilizados dados publicados pela Organizagéo Mundial de Saide (WHO), sobre limites
méximos de consumo de cada alimento para a exposi¢do aguda em todo o mundo, com base
na informagdo  aportada por  vérios  paises (http://www.who.int/foodsafety/
chem/acute_data/en/, Table Highest Reported 97.5th Percentile Consumption Figures (Eaters
Only) for Various Commodities by the General Population & Children Ages 6 & Under,
Updated April 2008). A Tabela 20 inclui os valores maximos de percentil 97,5 para o milho e
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outras commodities relacionadas, estimados em varios paises. Para o milho DAS-40278-9, 65‘/0 ¢
valor maximo de consumo adequado esta associado ao grupo "Milho GC 645" reportado pela W N
Franga. Outras informag¢des para milho doce e milho pipoca sdo apresentadas aqui como

dados complementares, contudo ndo existem planos de introdugdo da proteina AAD-1 nestas
commodities. Informagdes para o 6leo de milho sdo apresentadas também como um dado
complementar, pois ¢ sabido que os 6leos e outras fragdes altamente refinados nio contém
quantidades significativas de proteinas. Além disso, o consumo total agudo em todas estas
commodities ndo tem sentido de ser calculado, pois ndo é apropriado associar valores de

resultados da pesquisa de diferentes paises.

4,40 9!60\0

Quantidade de proteina no grio.

Foi considerado o valor médio do teor de proteina AAD-1 de 4,81 ng/mg de peso seco de
grdos dos 4 tratamentos de milho DAS-40278-9 calculado da Tabela 13 do Anexo II.
Utilizando a informagdo da WHO para o milho “GC 645" ¢ o nivel médio da expressdo da
proteina AAD-1 no grdo observado em ensaio de campo no valor de 4,81 ng/mg, o limite
maximo de exposi¢do aguda da proteina do milho DAS-40278-9 pode ser estimado como:

Exposi¢do = Consumo x Concentragdo de Proteina no grio.
Exposigdo (adulto) = 4,06 g/kg/dia x 4,81 ng/mg = 0,0195 mg/proteina/kg PC/dia.

Exposigédo (crianga) = 6,17 g/kg/dia x 4,81 ng/mg = 0,0297 mg/proteina/kg PC/dia.
Calculo da Margem de Exposicio.

Estudo de toxicidade aguda realizado com material contendo a proteina AAD-1 permitiu
concluir que sua toxicidade ¢ baixa. Como néo houve efeitos relacionados com o milho DAS-
40278-9, € estabelecido que o nivel sem efeito observado (NOEL, Nivel Sem Efeito
Observado) foi superior a dose mais elevada testada: NOEL > 2.000 mg/kg de AAD-1.
Avaliagdes de risco agudo geralmente ndo sdo exigidas para substdncias com valores de
NOEL acima de 500 mg/kg de peso corporal por dia ou para compostos que ndo tém
mortalidade abaixo de 1.000 mg/kg de peso corporal em estudos de dose unica (Solecki et al.,
2005). No entanto, para realizar uma estimativa de exposigdo da proteina AAD-1 no contexto,
uma comparagdo das informagdes de exposigdo para o limite inferior NOEL foi feita para
fornecer margens de exposicdo (MOE) para a proteina AAD-1, onde: MOE = NOEL /
Exposi¢do. Quanto maior o valor MOE, menor a probabilidade que ocorram efeitos adversos,
porque a exposi¢do estd bem abaixo do limite estabelecido NOEL (Tabela 21). Os valores
calculados para MOE da proteina AAD-1 do milho s@o extremamente altos, indicando que
dificilmente ird ocorrer efeitos adversos da exposi¢do alimentar aguda através do milho

A ingestio de proteina.

Considerando o consumo de milho, e os contetidos da proteina AAD-1 expressas no gréo, foi
calculado o limite maximo de ingestdo ou potencial de exposi¢cdo aguda dessa proteina, ou
seja, 0 montante maximo que pode ser ingerido diariamente (Tabela 22).

Realizou-se uma avaliagfo de risco do consumo do grdo de milho contendo a proteina
AAD-1. Comparando-se o consumo de milho e, portanto, da proteina, e o NOEL pode-se
fazer uma avaliagdo de risco dietario agudo da proteina expressa no grdo de milho DAS-
40278-9 que é apresentada na Tabela 22.

Quantidade de grio necessaria de ser consumido diariamente para alcancar
um valor de ingestio equivalente ao NOEL.

Adultos.

O valor da margem de exposi¢do de 102.564 foi extremamente elevado. Para colocar isto em
perspectiva, uma pessoa deve consumir ao redor de 25.000 kg de grédos de milho contendo o
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evento DAS-40278-9 por dia para coincidir com o consumo definido como nivel sem efeito
(NOEL) da proteina AAD-1.

Criancas de 6 anos.

A margem de exposi¢do foi maior que 67.000. A crianga deveria consumir ao redor de 8.300
kg de grios de milho que contém o evento DAS-40278-9 por dia para coincidir com o
consumo definido como nivel sem efeito (NOEL) da proteina.

Conclusio da avaliacio de risco do milho DAS-40278-9.

A margem de exposigdo calculada indica que a ocorréncia de efeitos adversos a saude
humana, resultante do consumo de grios do milho DAS-40278-9 ¢ praticamente nula. Os
valores estimados estdo possivelmente superestimados, porque a exposigdo real a proteina
AAD-1 deve ser menor, decorrente da degradagio da proteina durante a colheita, da
estocagem dos grios, de seu processamento e preparagdo dos alimentos. A presenga da
proteina AAD-1 no milho e seus produtos no momento do consumo ¢ esperada ser menor do
que o indice medido no momento da colheita cujo valor foi utilizado para a avaliagdo de
risco.

Estudo da composic¢io centesimal

No presente relatério também foi realizada uma analise minuciosa da composigio nutricional
do milho DAS-40278-9, comparando-se sempre a variante convencional. Pode-se concluir no
trabalho que a composi¢do nutricional ¢ similar, corroborando com fato de que o milho
geneticamente modificado ndo deve gerar efeitos deletérios a saude humana e animal. Ainda
soma-se a este fato que a proteina AAD-1 ndo apresenta homologia alguma com proteinas
reconhecidamente alergénicas ou toxicas, legitimando a auséncia de efeitos adversos pelo
consumo do referido milho.

As conclusdes de analises imunolégicas e histologicas de tecidos relevantes,
especialmente do trato digestivo.

Um estudo de toxicidade oral aguda com a proteina AAD-1 foi realizada em ratos
ministrando de 2.000 mg da proteina AAD-1 por kg apds o ajuste de pureza. Todos os
animais sobreviveram, e nenhum sinal clinico foi observado durante o estudo. Todos os
animais ganharam peso 15 dias apés o término do estudo. Nao foram relacionadas
observagdes patologicas com o tratamento aplicado. O relatério conclui que, nas condi¢es do
estudo, a DL50 oral aguda do milho DAS-40278-9 em ratos machos e fémeas foi maior que
2.000 mg/kg. O NOEL foi superior a 2.000 mg/kg com base no fato de que nenhuma
mortalidade foi observada e ndo houve nenhum efeito adverso ou néo adverso com os animais
tratados com milho DAS-40278-9. A agéncia EPA dos EUA classifica a DL50 oral aguda do
milho DAS-40278-9 superior a 2.000 mg/kg, na categoria III de toxicidade oral aguda, de
uma escala de I a IV, indicando uma leve toxicidade. Entende-se, portanto, que a proteina
AAD-1 apresenta baixo potencial de toxicidade aguda.

Capacidade do OGM de produzir toxinas ou metabglitos que causem efeitos adversos ao
consumidor, animal ou humano, relatando as evidéncias experimentais.

Estudos realizados nos Estados Unidos e Canada e confirmados com estudos feitos no

Brasil demonstrou que o milho DAS-40278-9 ndo difere do milho convencional em
caracteristicas agronémicas, morfoldgicas, reprodutivas (itens 2.2. e 2.3., Anexo IV) e na
composigdo quimica e nutricional (itens 3.1.1. a 3.1.3., Anexo III). A analise de composi¢éo
do grio e de forragem (ragdo) confirma que o milho DAS-40278-9 ¢ substancialmente
equivalente ao milho nio modificado geneticamente e, por conseguinte, de valor nutritivo
comparével. Os antinutrientes 4cido fitico, rafinose e inibidor de tripsina e dos metabolitos
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secundarios inositol, furfural, 4cido p-cumarico, acido ferulico, quantificados nas amostras d’\f} Q)‘\\,
milho DAS-40278-9 foram estatisticamente semelhantes (P < 0,05) ao milho controle W o
convencional e os valores obtidos estiveram dentro de intervalos padrdes relatados em
literatura. Pode-se propor que o milho DAS-40278-9 néo produz toxinas ou metabélitos que
prejudique o consumidor humano ou animal como o milho convencional. O consumo de
milho DAS-40278-9 e/ou de seus produtos sdo tdo seguros quanto o consumo do milho

convencional e/ou seus produtos neste quesito.
As avaliagdes toxicolégicas e farmacologicas realizadas em animais experimentais.

Estudos realizados no Brasil, Canada e Estados Unidos, demonstraram que o Milho AAD-1
(evento DAS-40278-9) ndo difere do milho convencional com excegdo apenas as
caracteristicas de tolerancia a herbicidas. Os niveis dos antinutrientes acido fitico, rafinose e
inibidor da tripsina e dos metabolitos secundarios inositol, furfural, 4cido p-cumarico, 4cido
ferulico, quantificados nas amostras de milho DAS-40278-9 foram estatisticamente
semelhantes (P<0,05) ao milho controle convencional e os valores obtidos estiveram dentro
de intervalos padrdes relatados em literatura. Portanto o milho DAS-40278-9 ndo produz
toxinas ou metabolitos que possam causar efeito ao consumidor humano ou animal
comportando-se como o milho convencional com relagdo as essas caracteristicas. Os dados
obtidos confirmam e auséncia de interagdes genéticas adversas resultantes do processo de
transformag3o.

A analise de composi¢do do grdo e de forragem (ra¢do) confirma que a linhagem de milho
AAD-1 (evento DAS-40278-9) E substancialmente equivalente ao milho ndo modificado
geneticamente e, por conseguinte de valor nutritivo comparavel.

O consumo de milho DAS-40278-9 e/ou de seus produtos é tdo seguro quanto o consumo do
milho convencional e/ou seus produtos, com relagfo as caracteristicas de seguranga alimentar.

Estudos de alimentagéo de ratos com a proteina AAD-1.

Para confirmar a similaridade do milho AAD-1 com o milho convencional com relagdo a
aspecto de toxicidade oral aguda da proteina AAD-1 foi realizado por Thomas e Marshal
(2010), um estudo com ratos ministrando-se ragdes variando de 0,452 a 45,23 mg/kg peso
corporal/dia (mkd) em comparagdo com uma dieta contendo 45,23 mg/kg peso corporal/dia
de albumina de soro bovino, por periodo de 28 dias (2010). As médias de peso corporal e
ganho de peso para ratos machos e fémeas sdo mostradas na Tabela 70 e na Tabela 71. Nao
ouve diferenga estatistica significativa entre os dois tipos de milho para peso corporal e ganho
de peso nos dois sexos e nas diferentes doses usadas da proteina AAD-1. Porém as médias de
peso corporal e do ganho de peso das fémeas na dose mais baixa de 0,452 mkd do grupo
AAD-1 foram marginalmente mais baixas do que o valor do controle aos 29 dias do
experimento (diferengas estatisticas ndo significativas). Para a variavel, consumo de rag#o,
nenhuma diferencga significativa foi observada nos dois sexos, entre o grupo que recebeu a
dieta com a proteina AAD-1 e o grupo controle.

Nos estudos de patologia clinica, em hematologia, a analise estatistica entre os animais que
receberam a proteina AAD-1 e o grupo controle nio revelou diferengas significativas entre os
dois tratamentos, ou seja, a dieta com a proteina AAD-1 ndo produziu alteragdes em relagdo
ao grupo controle. Ndo houve diferengas estatisticas significativas para ambos 0s sexos no
grupo que recebeu a proteina AAD-1 em comparagdo com o controle para os pardmetros
bioquimicos. Na anatémia patoldgica ndo houve diferengas estatisticas significativas no peso
de orgdos de machos e de fémeas corrigidos com o peso corporal entre animais que
receberam a proteina AAD-1 e grupo controle para a maior parte dos érgdos avaliados. Para
os machos foram avaliados peso de 6rgéos em relagdo ao peso corporal para glandula supra-
renal, coragdo, rim, figado, cérebro, prostata, prostata+vesicula seminal, bago, testiculo, timo
e epididimos.

Observou-se pequenas diferengas, que foram significativas para peso do coragdo no grupo dos
machos tratados com AAD-1, considerado dentro da variabilidade experimental, pelo
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historico pesquisas semelhantes do laboratério, assim como, nao foram observados efeitos
. histo-patolégicos associados a essa diferenga. O mesmo ocorreu com 0 peso da prostata que
foi estatisticamente inferior ao do controle, mas sem alteragdes histo-patologicas
significativas, quando ocorreram foram consideradas ao acaso € sem relagdo com a dieta
contendo a proteina AAD-1.

Em outro estudo os autores Wiescinski e Golden, 2007 concluiram que a DLS50 oral aguda de
AAD-1 em ratos machos e fémeas foi maior que 2.000 mg/kg (5000 mg/kg de substincia
teste com 40% de pureza. O NOEL, portanto esteve acima de 2.000 mg/kg baseado no fato de
que nenhuma mortalidade foi observada e ndo houve nenhum efeito adverso ou néo adverso,
com os animais tratados com AAD-1. Todos os animais ganharam de peso nos 15 dias de
teste. A agéncia EPA dos EUA classificaria a DL50 oral aguda do milho AAD-1 superior a
2.000 mg/kg, na categoria III de toxicidade oral aguda, em uma escala de I a IV. Conclui-se
que a proteina AAD-1 apresenta baixo potencial de toxicidade aguda.

Estudo em animais para avaliagdo de similaridade dos produtos de expressdo do OGM com
alérgenos conhecidos, relatando possiveis reagdes alérgicas

Utilizando os critérios de decisdo de alergenicidade da ILFSI-IFBC (Metcalfe et al., 1996) a
proteina AAD-1 do evento DAS-40278-9 foi testada quanto ao potencial alergénico através
dos seguintes procedimentos:

Avaliacio do potencial alergénico do organismo doador do gene.

O organismo doador, Sphingobium herbicidovorans (anteriormente designado Sphingomonas

herbicidovorans), ¢ uma bactéria presente no solo portadora de genes que codificam enzimas
que facilitam a decomposi¢do dos herbicidas fenoxi auxina (2,4-D) e AOPP (haloxifope-R,
quizalofope, etc.) permitindo a bactéria usa-los como fonte de carbono (Wright et al. 2009).
Sphingobium herbicidovorans faz parte do género Sphingomonas, largamente distribuido na
natureza, sendo isolada de habitats tanto terrestres como aquaticos, de raizes de plantas, etc.
Devido a suas capacidade biodegradativa e biossintética as Sphingomonas tém sido
largamente usadas em aplicagdes biotecnolégicas, incluindo biorremediagdo de
contaminantes ambientais para produgio de polimeros extracelulares tais como Sphinganas os
quais sdo extensivamente usados na industria de alimento (Bower et al., 2006; Pollock e
Armentrout, 1999; Lal et al. 2006; Johnsen et al., 2005). O microrganimso S. herbicidovorans
é um candidato para uso em biorremediagdo de poluentes toxicos com base no complemento
de enzimas de degradagdo xenobioticas. As investigagdes deste organismo tém enfocado a
caracterizagdo de enzimas que metabolizam o herbicida, como a proteina AAD-1, que facilita
a utilizagdo de herbicidas fenoxi auxina (2,4-D) e AOPP como fontes de carbono para a
bactéria (Wright et al., 2009). Nao ha relatos de S. herbicidovorans sendo apontado como um
patdgeno humano ou capaz de produzir alérgenos. Entre aproximadamente 20 espécies
reconhecidas de Sphingobium, apenas um, S. yanoikuyae foi isolado a partir de um ambiente
clinico. Entretanto, outros géneros relacionados, sdo conhecidos por causar infec¢des raras
que sdo geralmente limitadas na viruléncia (Balkwill et al., 2006). Por causa de sua
onipresenga e capacidade de adaptagdo, Sphingomonas sdo frequentemente encontrados na
pratica clinica, mas geralmente ndo associados a infec¢do. Ha relatos de Sphingomonas
produtores de glicolipides antigénicas que podem ter uso como terapéutica (Kinjo et al.,
2008). Outras Sphingomonas relacionadas sio conhecidas por produzir sphingans (um
polissacarideo extracelular do tipo gelana), que pode ser utilizado em alimentos como agentes
gelificantes, estabilizantes ou agentes de suspenséo (van Kranenburg et al., 1999).

Busca da homologia com alérgenos conhecidos.

A proteina AAD-1 ndo tem homologia significativa com alérgenos conhecidos. Isso foi
constatado através de um programa de avaliagdo de sequéncias de aminoécidos de proteinas
elaborado pelos Comites da FAO/WHO Expert Consultation (2001) e Codex Alimentarius
(Codex Ad Hoc Open-ended Working group on Allergenicity, 2001).

Foi feita uma busca no banco de dados de DNA padrdo e de sequéncias de proteinas (FARRP
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Allergen Database Version 9.00) procurando homologla 51gn1ﬁcat1va entre sequéncia db gV\‘
aminoacidos da proteina AAD-1 com sequéncias de 8 ou mais aminoacidos contiguos ou y
superior a 35% de identidade de sequéncia a 80 aminoacidos de alérgenos conhecidos. Esta
pesquisa ndo mostrou registros significativos de similaridade da proteina AAD-1 com
alérgenos de agdo conhecida. A proteina AAD-1 ndo tem semelhanga significativa com
sequéncias de aminoacidos de toxinas conhecidas. Aminoacidos semelhantes da proteina
AAD-1 foram avaliados usando uma pesquisa de similaridade através da ferramenta BLASTp
contra o banco de dados GenBank de proteinas ndo redundantes (publicado em 10 de
fevereiro de 2007 com 4.554.902 sequéncias com 1.568.234.006 aminoacidos). A unica
semelhanga encontrada foi com outra dioxigenase dependente de alfa-cetoglutarato, a mesma
classe da enzima AAD-1. Nenhuma das proteinas semelhantes identificadas na pesquisa
apresenta qualquer ocorréncia relatada de risco a biosseguranga.

c. Estudos de digestio simulada in vitro.

A digestibilidade da proteina AAD-1 foi testada in vitro, utilizando suco géstrico simulado
(SGS). Para o método SGS, a proteina AAD-1 (0,074 mM) produzida em sistema heter6logo
usando o microorganismo Pseudomonas fluorescens foi incubada em SGS (0,32% w/v
pepsina em pH 1,2; U.S. Pharmacopeia) nos intervalo de tempo programado (0,5, 1, 2, 4, 8 ¢
16 minutos), 0,1 ml da mistura de reagdo foi removida e colocada em um tubo de micro
centrifuga contendo 0,04 ml de uma solugéo para parar a reagdo (200 mM Na,CO3, pH de
aproximadamente 11,0). As amostras foram entdo analisadas por SDS-PAGE e Western Blot
usando um anticorpo especifico para AAD-1. Os resultados demonstraram que a proteina
AAD-1 ¢ facilmente digerida e ndo detectavel em 30 segundos no SGS (item 5, Anexo III).

d. Determinaciio da estabilidade ao calor.

A estabilidade térmica da proteina AAD-1 foi estudada pelo aquecimento de solugdes de
proteina por 30 min a 50, 70 € 95°C e 20 min. em uma autoclave (120°C a aproximadamente
117 kPa (17 PSI)) em uma solugdo de fosfato basico. A atividade da proteina AAD-1 foi
medida por um ensaio de enzima modificada através do procedimento descrito por Fukumori
e Hausinger (1993). Todas as condigdes de aquecimento, foi eliminado acima de 97% da
atividade enzimatica da proteina, demonstrando que a proteina AAD-1 é termo-labil (item 5,
Anexo III). Conclui-se desses estudos que é improvavel que a proteina AAD-1 possa causar
reagdes alergicas ou toxicas em humanos ou em animais.
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Conclusio final

Os dados apresentados no relatério e os conhecimentos descritos na literatura cientifica nos
ddo bases de seguranca nutricional, toxicologica e alergénica do milho DAS -40278-9.
Portanto o parecer é favoravel a liberagdo comercial para ser usado na alimenta¢@o humana e
de animais.

Caso o produto seja aprovado pela CTNBio, a proponente devera observar os prazos e
normas da Resolugio Normativa 09 para o monitoramento de riscos negligencidveis

associados ao uso do evento.

Prof. Dr. Mario Hiroyuki Hirata
Membro da CTNBio
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