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Evaluación sanitaria de cultivos Bt

* La EPA (Agencia de Protección del Medio Ambiente de Estados Unidos) no ha logrado establecer o aplicar normas para la evaluación sanitaria de los cultivos Bt de ingeniería genética que se consideran para ser registrados: tres variedades de maíz Bt, una de algodón y una de papas (capítulos 3 & 12).

* Mientras que la EPA debe supuestamente evaluar tres parámetros de alergenicidad -estabilidad digestiva, resistencia al calor y similitud estructural a alergenos o toxinas conocidos- la Agencia no ha exigido que las empresas presenten los estudios correspondientes, a pesar del lapso de cinco años desde los registros originales, o bien la información suministrada es de baja calidad (capítulo 3, cuadro 2).

· Homología de la secuencia de aminoácidos: la EPA no ha recogido virtualmente ninguna información relativa a las potenciales similitudes entre la estructura de las proteínas Bt y las estructuras de alergenos y toxinas conocidos, aunque todos los expertos están de acuerdo en que este simple ensayo siempre debería llevarse a cabo en todos los alimentos producidos mediante ingeniería genética, e incluso la EPA lo considera información "exigida" (capítulo 4).

· Estabilidad digestiva: dos estudios presentados a la EPA demuestran que la proteína del maíz Bt, Cry1Ab, exhibe una estabilidad digestiva similar a la de la proteína Cry9C del maíz StarLink. Este fue uno de los hallazgos clave que llevó a la EPA a rechazar el StarLink para el consumo humano (capítulo 6).

· Estabilidad frente al calor: Cry1Ab exhibe también una estabilidad frente al calor comparable con la de Cry9C del StarLink. La EPA ha aceptado ensayos por debajo de las normas, para otros cultivos Bt, que no consiguen evaluar el parámetro de interés- el grado en que la proteína Bt se degrada con el calor (capítulo 5).

Caracterización deficiente del producto

* Muchos de los estudios presentados por empresas fueron realizados sobre proteínas Bt de líneas de maíz diferentes, representando hechos de trasformación distintos, de la registrada, lo que lleva a la dudosa práctica de "traslado de información" (capítulo 9).

* Muchos de los ensayos de seguridad fueron realizados sobre versiones truncadas de proteínas bacteriales sustitutas en lugar de sobre las proteínas en su extensión total, producidas por las plantas, a las que las personas están realmente expuestas. Los estudios que supuestamente demuestran la equivalencia de las proteínas bacteriales sustitutas y sus contrapartes producidas por las plantas para fines de ensayos de seguridad no cumplen con las normas establecidas por los asesores científicos de la EPA, y por lo tanto no deben aceptarse (capítulo 10).

* La EPA confía indebidamente en la información generada a partir de plaguicidas microbianos Bt, que se diferencian de modo significativo de las proteínas producidas por los cultivos Bt (capítulos 8 & 11).

* El maíz Yieldgard de Monsanto es el resultado de una trasformación que salió mal. Mientras que Monsanto pretendía insertar el gen cry1Ab en toda su extensión, aparentemente solo un fragmento fue incorporado, por motivos desconocidos. Monsanto ha tenido dificultades incluso para detectar la proteína de 92 kD supuestamente producida por este fragmento de gen. Al Yieldgard también le faltan los genes extranjeros para el rasgo de resistencia a herbicidas que tenía que insertarse y que fueron "aparentemente perdidos durante el desarrollo de la línea MON 810" (capítulos 1 & 8.2).

* La Agencia no posee información relativa a la remoción del gen de resistencia a la ampicilina del ADN utilizado para trasformar el maíz Bt 11 de Syngenta (capítulo 1).

Violaciones de procedimiento

* La EPA ha ignorado en gran parte las recomendaciones de sus asesores científicos (SAP Bt Plant-Pesticides, SAP Mammalian Toxicity), contrariamente a la declaración de la Agencia de que las ha considerado (capítulos 1 & 10).

* El Documento para el Acto de Registo de Bioplaguicidas de la EPA no muestra evidencia de que la EPA ha considerado "la información sanitaria y ecológica más actual" ni "toda la información científica disponible sobre productos Bt", el supuesto propósito de esta re-evaluación.

* La información "exigida" que debió haber sido recogida y evaluada cuidadosamente antes de que estos cultivos fueran registrados originalmente todavía faltan/son deficientes, a pesar del lapso de cinco años, y la EPA parece inclinada a agravar este error al re-registrar los cultivos, quizá sin límite de tiempo, en ausencia de esta información "exigida" (capítulo 3).

Información aparentemente no considerada

* Un estudio de 1999 de Berstein et al parcialmente patrocinado por la EPA que sugería que las proteínas Bt Cry1Ab y Cry1Ac podían provocar respuestas anticuerpos (IgE) consistentes con reacciones alérgicas en trabajadores rurales aparentemente no ha sido considerado, a pesar de la recomendación explícita de SAP Bt Plant-Pesticides de que la Agencia utilice agentes serológicos desarrollados en el curso de este estudio para realizar "la evaluación clínica de los individuos expuestos" (capítulo 11).

* Una serie de cuatro estudios con ratones de fecha 1999 y 2000 realizados por Vazquez et al que demuestran que Cry1Ac es un poderoso inmunógeno, aumenta las respuestas anticuerpos a otros antígenos y se liga a proteínas de superficie en el intestino delgado del ratón también parece haber sido ignorada. Uno de estos estudios fue recomendado por SAP Bt Plant-Pesticides para su consideración de parte de la EPA (capítulo 11).

* La Agencia ha tenido evidencia, desde 1994, de que las protoxinas Bt difieren inmunológicamente de las proteínas truncadas utilizadas para fines de ensayo, pero aparentemente no ha hecho un seguimiento de este importante hallazgo (capítulo 8).

* Tampoco se ha considerado la evidencia de que la porción tóxica de las proteínas Cry1A puede tener una conformación tridimensional diferente, dependiendo de si es parte de la protoxina o si está en estado libre, ni de que el ADN asociado estructuralmente con la protoxina es liberado durante el proceso de proteolisis que genera el fragmento tóxico de la protoxina (capítulo 8).

Resumen ejecutivo

Durante la última década, las comunidades científica y médica se han preocupado cada vez más por el potencial de los alimentos de ingeniería genética de causar alergias. Los alimentos de ingeniería genética producen proteínas "noveles" que son a menudo nuevas en la dieta humana y muy a menudo derivan de bacterias. Las alergias se disparan por respuestas aberrantes del sistema inmunológico, que ocurren a menudo cuando una persona susceptible se expone a un nuevo alimento (o nueva proteína alimentaria). Se piensa que las alergias a los alimentos afectan al 2-2,5 % de los adultos y al 6-8 % de los niños (SAP StarLink II, p 11; Sampson 1999), o cerca de ocho millones de niños estadounidenses (basándose en datos del censo de EEUU). Las alergias a los alimentos se están volviendo más comunes, por razones que todavía se desconocen. Como los alimentos de ingeniería genética introducen proteínas noveles, y el proceso de adquirir alergias todavía no se comprende muy bien, un número creciente de expertos recomienda el etiquetado de los alimentos de ingeniería genética y el control de potenciales reacciones alérgicas luego de su introducción en el mercado.

La EPA está actualmente considerando si re-registrar o no cinco cultivos Bt de ingeniería genética- tres variedades de maíz Bt, una de algodón y una de papas- que producen proteínas insecticidas derivadas de una bacteria del suelo conocida como Bacillus thuringiensis. La preocupación acerca de la potencial alergenicidad de una variedad de maíz Bt, StarLink, llevó a la EPA a negar la aprobación de este cultivo para la alimentación humana. Luego de que los alimentos, a pesar de ello, fueron contaminados con StarLink, un panel de expertos que incluía a algunos de los principales alergistas indicó a la EPA que era imposible establecer un umbral por debajo del cual la proteína del StarLink, Cry9C, podía considerarse segura para el consumo humano. Fue por esta razón que la EPA se negó a autorizar una solicitud de la empresa que desarrolló al StarLink, Aventis CropScience, para permitir incluso un nivel extremadamente bajo de residuos de Cry9C en los alimentos.

Al examinar los estudios presentados a la EPA y las recomendaciones de los asesores científicos de la Agencia, Amigos de la Tierra ha encontrado pruebas de que las proteínas insecticidas derivadas de bacterias producidas por otras variedades de cultivos Bt o bien poseen propiedades similares a las de Cry9C, o bien no han sido evaluadas a ese respecto. Estas propiedades alergénicas incluyen la estabilidad digestiva, la resistencia al calor y la similitud estructural a alergenos (o toxinas) conocidos.

En particular, hay estudios relizados por Aventis CropScience y el dr Hubert Noteborn que demuestran que la toxina Cry1Ab producida por las variedades de maíz Bt registradas por Monsanto y Syngenta tienen una estabilidad digestiva similar a la toxina Cry9C del StarLink. El estudio de Noteborn demuestra también que Cry1Ab y Cry9C tienen resistencias a la rotura por calor comparables. Aparentemente la Agencia no ha recogido ninguna información relativa a potenciales similitudes entre las proteínas Bt y alergenos o toxinas conocidos, aparte quizá de información limitada sobre papas Bt (véase el cuadro 2).

La baja calidad de los estudios realizados por las empresas registrantes plantean preocupaciones adicionales. En muchos casos, esos estudios fueron realizados sobre proteínas Bt de líneas de cultivos diferentes de aquella que se registró. Además, el grueso de los ensayos de seguridad fue realizado sobre versiones truncadas de proteínas bacteriales sustitutas en lugar de sobre las proteínas Bt en su extensión completa producidas por las plantas, a las que las personas están realmente expuestas. Esta utilización de sustitutos para fines de ensayo es una práctica controvertida, y se supone que solo se permite si se demuestra que las versiones bacterial y producida por la planta son equivalentes. Los estudios llamados "ensayo de equivalencia de sustancias" presentados por los registrantes no cumplen con las normas recomendadas por los peritos asesores de la EPA. El no poder establecer tal equivalencia en el caso de la proteína del StarLink, Cry9C, fue una importante razón para que la EPA se negara a permitir incluso niveles bajos de esta proteína en los alimentos.

Además, varios de los cultivos Bt no salieron como los registrantes habían planeado, creando dudas sobre su capacidad de controlar el crudo proceso de trasformación "pistola de genes" (es decir, de ingeniería). El maíz Yieldgard de Monsanto, por ejemplo, contiene aparentemente solo un fragmento del gen que se suponía sería insertado, debido a una falla inesperada en el proceso de trasformación. La empresa ha tenido dificultades incluso para detectar la proteína realmente producida por este fragmento de gen, y en su lugar ha realizado sus ensayos sobre la porción de esta proteína que es resistente a la tripsina. Al maíz Yieldgard también le falta el gen extranjero para el rasgo de resistencia a los herbicidas que se suponía sería insertado, también por motivos desconocidos. 

Tanto los registrantes como la EPA hacen comparaciones no válidas entre los plaguicidas microbiales Bt (es decir, los aerosoles Bt) y las proteínas Bt producidas por las plantas para justificar su afirmación de que estas últimas son seguras, a pesar del hecho de que hay varias diferencias importantes entre las proteínas Bt nativas y las versiones modificadas producidas en los cultivos.

Para terminar, la EPA aparentemente no ha considerado pruebas importantes que demuestran que Cry1Ab genera respuestas anticuerpos (IgE) consistentes con una respuesta alérgica en trabajadores rurales, ni tampoco otros estudios que demuestran que la estrechamente relacionada Cry1Ac induce una potente respuesta anticuerpos en los ratones, aumenta la respuesta anticuerpos a otros antígenos y se liga a proteínas de superficie en el intestino delgado del ratón.

La información seriamente deficiente presentada por los registrantes genera interrogantes sobre las posibles repercusiones sanitarias de sus cultivos Bt. La fláccida aceptación de la EPA de estudios corporativos pobremente realizados y su aparente falta de voluntad para requerir información "exigida" hace dudar de todo el proceso regulatorio, que parece estar indebidamente sesgado hacia la aprobación de cultivos Bt en ausencia de información crítica.

Las preguntas no respondidas respecto de la potencial repercusión sanitaria de los cultivos Bt adquieren aun más significación en el contexto de una creciente incidencia de la alergia a los alimentos, cuyas causas permanecen desconocidas. Se exhorta a la EPA a realizar una re-evaluación completa y rigurosa de los cultivos Bt cuyo re-registro se está considerando, exigiendo la presentación de la información faltante, requiriendo que los estudios deficientes se repitan en condiciones correctas y dando total consideración a las recomendaciones de sus peritos asesores científicos. El re-registro no debería ni siquiera considerarse hasta que se haya recogido y evaluado cuidadosamente información completa y precisa.

1. Introducción

El objetivo declarado por la EPA en su re-evaluación de los cultivos Bt es "garantizar que las decisiones relativas a la renovación de estos registros se basen en la información sanitaria y ecológica más actual". Se supone que la re-evaluación debería tomar en cuenta "toda la información científica disponible sobre los productos Bt", dando particular consideración a las recomendaciones de los paneles científicos asesores (SAP) de la EPA (por ejemplo SAP Bt Plant-Pesticides 2000, SAP Mammalian Toxicity 2000), así como a la reseña en profundidad de los cultivos Bt de la Academia Nacional de Ciencias (NAS 2000) (EPA BRAD 2001, p I1, énfasis mío).

Una re-evaluación completa se necesita desesperadamente por varios motivos. En primer lugar, los cultivos Bt de ingeniería genética todavía son relativos recién llegados al panorama agrícola, al haber sido aprobados para su cultivo comercial hace poco más de media década. A partir de ese momento ha habido mucha investigación sobre estos cultivos que debería considerarse antes de tomar una decisión sobre la aprobación de su cultivo continuado. Segundo, la ciencia de la ingeniería genética todavía es primitiva. El proceso de inserción transgénica es crudo y fortuito. Como resultado, incluso quienes desarrollan las plantas carecen a menudo de información completa sobre sus productos transgénicos. Los efectos pleiotrópicos (es decir, inesperados) son más comunes que lo imaginado, y a veces permanecen años sin ser descubiertos; para ese momento, el cultivo puede haber sido plantado en decenas de millones de acres.

Por ejemplo, desde su introducción en 1994, se han acumulado pruebas de que la soja Roundup Ready (RR), por lejos el cultivo de ingeniería genética más ampliamente plantado, tiene niveles fitoestrogénicos menoress (Lappe et al 1999); depresión del desarrollo de raíz, nodulación y fijación de nitrógeno; niveles menores de aminoácidos aromáticos; rendimiento promedio menor que sus contrapartes convencionales (Benbrook 2001). Además, la promesa original de utilización reducida de herbicidas ha demostrado ser falsa; de hecho, el cultivo de soja RR se asocia con la aplicación de mayores cantidades de herbicida, en promedio, que sus contrapartes convencionales (ibídem). Estos contundentes hechos- menor rendimiento y aumento del uso de herbicidas- contrastan tajantemente con las vagas promesas de la industria de la biotecnología de que los futuros cultivos de ingeniería genética de algún modo "alimentarán al mundo" y reducirán el uso de químicos agrícolas. Finalmente, recientemente se descubrieron en el producto de Monsanto fragmentos de ADN que no fueron detectados en el momento del registro original, cinco años después de que el cultivo se comercializara por vez primera. Dos de estos fragmentos, los pares de base en extensión 72 y 250, parecen ser copias parciales del gen CP4 EPSPS que da a la soja RR su rasgo de resistencia al herbicida (Soja RR Monsanto 2000). Más recientemente, un equipo belga informó que un segmento de ADN par de base 534 al lado del fragmento 250 bp que previamente había pasado desapercibido no concuerda con el ADN genómico de la soja, como se esperaba, y sugirió que podía tratarse de ADN de la planta revuelto o de ADN de fuente desconocida (Windels et al, 2001).

Los científicos comienzan recién ahora a desenmarañar la base molecular de los efectos pleiotrópicos antes mencionados. Para hacerlo, es esencial disponer de información sobre la caracterización completa y precisa. Por este motivo, podría argumentarse que ningún cultivo de ingeniería genética tendría que estar en el campo o en el mercado hasta que haya sido completa y precisamente caracterizado a nivel molecular. Por lo menos, resulta difícil discutir con la idea de que las autoridades regulatorias deberían exigir la mejor información posible con las técnicas más modernas disponibles. Algunas de las técnicas mejoradas empleadas por Monsanto y el equipo belga para obtener una caracterización más precisa de la soja RR (por ejemplo, genome walking, cosmid library construction y análisis Northern blot) (Soja RR Monsanto 2000, p 4) aparentemente no han sido aplicadas a los productos Bt que se consideran para su re-registro.

Por ejemplo, la Agencia pretende re-registrar el maíz Bt 11 de Syngenta a pesar de la falta de información confirmando la remoción del gen de resistencia a la ampicilina del ADN en trasformación (EPA BRAD 2001, p IIA5). En el caso del maíz Bt de Monsanto, la EPA parece satisfecha con la conclusión de que: "Estos genes que confieren resistencia al glifosato aparentemente se perdieron durante el desarrollo de la línea MON 810..." (ibídem, p IIA7). Además, la Agencia parece no preocuparse con el hecho de trasformación fallido por el cual solo una porción de la secuencia en toda su extensión del gen cry1Ab fue realmente incorporada al genoma del maíz MON 810, a pesar de la aparente dificultad de Monsanto para detectar la proteína codificada por este fragmento no pretendido (ibídem, p IIA7; véase el capítulo 9.2).

La prevalencia misma de los cultivos Bt de ingeniería genética es otra razón más para una reevaluación estricta y completa. Incluso si las repercusiones sobre la salud y el medio ambiente resultan ser menores, no debe olvidarse que estamos tratando con cultivos plantados en decenas de millones de acres, a los que están expuestas grandes cantidades de personas. Para tomar un ejemplo concreto, si se demuestra que la proteína Cry9C del StarLink es un alergeno incluso raro, que afecte solamente a una pequeñísima porción de la población, la probabilidad de que decenas de millones de personas haya consumido productos de maíz tainted (Friends of the Earth 2001, pp 14, 15) sugiere que un gran número de personas puede haber sido afectado. Y si StarLink, que nunca se plantó en más del 0,4 % del total de acres de maíz de los EEUU, puede esparcirse tan ampliamente en el sistema alimentario, es razonable asumir que las otras variedades de maíz Bt, que constituyen grosso modo el 20 % de la producción de maíz estadounidense, han sido consumidas prácticamente por todo estadounidense desde hace varios años.

2. Criterios de la EPA para su evaluación sobre la salud humana

Al evaluar el potencial de los cultivos Bt para repercutir sobre la salud humana, la EPA ha establecido una corta lista de criterios que considera pertinentes: comportamiento digestivo, estructura con relación a las estructuras de alergenos y toxinas conocidos, estabilidad frente al calor y toxicidad (EPA BRAD 2002, p IIB1-2). Estos criterios se evalúan generalmente mediante inéditos realizados por la empresa registrante o una firma contratada para ese propósito.

Mientras que la presencia de alguno de esos rasgos- estabilidad digestiva, similitud estructural con un alergeno o toxina conocido, estabilidad frente al calor o toxicidad en animales de laboratorio- sirve de bandera roja en cuanto a que la proteína Bt pertinente podría causar efectos adversos a la salud humana, es importante entender que la ausencia de uno o varios no aporta una certeza científica razonable de que la proteína en cuestión es segura. Con respecto a la alergia, los simples ensayos empleados para los tres primeros criterios dan solamente pruebas sugestivas, y no aportan una base científica adecuada para la aprobación de un cultivo- especialmente uno plantado o cultivado en escala tan grande como el maíz y el algodón Bt. Para tener mayor grado de certeza se requiere análisis más extensivos- es decir, serum screening y ensayos con modelos animales (FAO/OMS 2001, pp 11-13). Un número cada vez mayor de autoridades recomiendan vigilancia pos-comercialización de los efectos adversos tras la introducción en el mercado, como salvaguarda adicional (Wal 1998 & 2001; SAP StarLink I, p 11; SAP StarLink II, p 11; Consumer & Biotechnology Foundation 1999, capítulo 5.2; EC Scientific Steering Committee 2000, p 11; FAO-OMS 2001, p 9).

3. La EPA no consigue recoger la información "exigida"

Mientras la EPA considere solamente los tres criterios inadecuados, apenas sugestivos, citados arriba para identificar los potenciales problemas sanitarios y alergénicos, la Agencia debería por lo menos exigir que los registrantes realicen los ensayos pertinentes rigurosamente, y presenten información completa sobre los mismos, para dar las mejores oportunidades de identificar cultivos potencialmente alergénicos en el contexto de su muy deficiente marco regulatorio.

Sorprendentemente, esto no se ha hecho. Como lo demuestra el cuadro que sigue, reproducido del Human Health Assessment BRAD de la EPA (p IIB3), la Agencia no ha logrado recoger información que explícitamente establece como "exigida para las plantas plaguicidas Bt para obtener una razonable certeza de que no resultarán daños de la exposición agregada a estas proteínas" (EPA BRAD, p IIB1, énfasis mío).

Cuadro B1 - Estudios confirmatorios necesarios para completar la base de datos del producto

	Nombre común y proteína Cry
	Código químico OPP
	Tipo de estudio

	Bt 11, maíz Bt Cry1Ab
	006444
	Homología de la secuencia de aminoácidos

	MON 810, maíz Bt Cry1Ab
	006430
	Homología de la secuencia de aminoácidos/ Estabilidad frente al calor o al procesamiento

	Algodón Bt Cry1Ac
	006445
	Homología de la secuencia de aminoácidos

	Papa Cry3A
	006432
	Homología adicional de la secuencia de aminoácidos/ [Estabilidad frente al calor]*


* Aunque la estabilidad frente al calor no figura en el cuadro B1 como faltante para la papa Cry3A, la EPA declara en la página precedente que "No había estudios de estabilidad frente al calor disponibles para Cry3A" (p IIB2). 

El enfoque y el lenguaje de la EPA, aquí, son incomprensibles. Los datos que arriba aparecen como faltantes son explícitamente declarados como "exigidos" para una demostración razonable de seguridad. Por lo tanto, uno esperaría naturalmente que los resultados de dichos ensayos hayan sido presentados y evaluados cuidadosamente antes del registro original de estos cultivos. Es claro que esto no sucedió. Peor todavía, esta misma información no ha sido presentada en los cinco años desde que se emitieron los registros originales. Ahora, la EPA se inclina a re-registrar estos cultivos- quizá sin límite de tiempo- sin haber primero recogido o evaluado la información más básica que explícitamente "exige" en relación con potenciales repercusiones sobre la salud- mucho menos considerado la información "más actual" ni "toda la información disponible sobre productos Bt"- el supuesto propósito de esta reevaluación (EPA BRAD 2001, p I1).

El ilógico encabezado del cuadro -"Estudios confirmatorios que se necesitan para completar la base de datos del producto"- nos da una pista sobre el modo de pensar de la Agencia. La primera pregunta debe ser la siguiente: ¿Cómo pueden los estudios que la Agencia "exige" para determinar por primera vez si un producto es o no seguro ser "confirmatorios" en cualquier sentido? ¿Qué es lo que se está "confirmando" aquí? ¿Es quizá el juicio previo, o prejuicio, de la Agencia a favor de estos cultivos en ausencia de información crucial? En el capítulo conclusivo, estudiaré más el aparente sesgo de la EPA con respecto a los cultivos Bt.

Aquí, examinaré primero los cultivos Bt que esperan re-registro, para determinar cuán bien sus respectivas proteínas Bt concuerdan con los tres primeros criterios de la EPA (aquellos pertinentes a la potencial alergenicidad), utilizando los estudios presentados por los registrantes así como otra información científica y recomendaciones de científicos y cuerpos de peritaje científico. Luego abordaré otros aspectos problemáticos de la caracterización del producto y de la evaluación sanitaria de la EPA, en especial respecto de la alergenicidad.

4. Homología de los aminoácidos con alergenos conocidos

Generalmente se considera que una proteína novel de ingeniería genética que es similar en estructura (homóloga) a un alergeno conocido tiene mayores probabilidades de ser alergena en sí misma. Esto ha llevado a la práctica de comparar la secuencia (deducida) de aminoácidos de las proteínas noveles con la de los alergenos conocidos, procedimiento que ha sido incorporado en prácticamente todos los protocolos para el ensayo de alergenicidad de las proteínas de ingeniería genética (por ejemplo, Metcalfe et al 1996, ILSI 1996, Wal 1998, SAP Mammalian Toxicity 2000, FAO/OMS 2001). La Academia Nacional de Ciencias (2000) también recomienda el uso de esta herramienta predictiva (capítulo 3.4.1).

Metcalfe et al (1996, p S167) recomendaron que todos los productos de genes de ingeniería genética noveles sean sujetos a este procedimiento, y sometidos a ensayos de estabilidad a la digestión y también al procesamiento (véanse los capítulos 5 y 6 más adelante). En su esquema, cualquier secuencia de ocho aminoácidos contiguos en la proteína de prueba que concuerde con una secuencia correspondiente de un alergeno conocido es causa de preocupación. Este enfoque ha sido muy usado puesto que ha sido adoptado en las directrices propuestas por el International Life Sciences Institute en 1996 (el llamado árbol de decisiones ILSI). El apéndice I contiene varios enfoques representativos de árbol de decisiones para los ensayos de proteínas de ingeniería genética.

Desde ese momento, conocimientos acumulados han sugerido varios refinamientos y alteraciones al enfoque de árbol de decisiones del ILSI:

· Permitir la sustitución de aminoácidos químicamente similares en la secuencia de ocho aminoácidos (SAP Mammalian Toxicity 2000, p 21; Taylor 2001, p 768);

· Como criterio adicional, 35 % homología total de aminoácidos a un alergeno conocido (FAO/OMS 2001, p 10);

· Identidad de seis o cuatro aminoácidos contiguos en lugar de ocho (Wal 1998, p 418; Consumer and Biotechnology Foundation 1999, capítulo 5.1; SAP Mammalian Toxicity 2000, pp 22-3; FAO/OMS 2001, p 10; Becker 2001, p 4);

· Análisis de alineaciones locales (regiones con alto grado de similitud) más que la proteína entera cuando se comparan proteínas no relacionadas evolutivamente (Gendel 1998);

· Desarrollo de bases de datos y métodos para los ensayos de epítopos conformacionales o discontinuos (definidos por la estructura tridimensional más que por la simple secuencia de aminoácidos) (SAP Mammalian Toxicity 2000, pp 23-4; EC Scientific Steeering Committee 2000, p 9). Aunque probablemente no tan significativos como los epítopos continuos para las alergias a los alimentos, se han descubierto epítopos conformacionales en varios alergenos alimentarios (Taylor 2001, p 768), por ejemplo el alergeno del maní Ara h 1 (Shin et al 1998), y por lo tanto no deben ser ignorados.

La utilidad del parámetro de homología de los aminoácidos se ve limitada por varios factores, siendo el más importante que las secuencias de aminoácidos de la mayoría de los alergenos siguen siendo desconocidas. Hoy, se conocen las secuencias de aminoácidos en toda su extensión de solamente 198 alergenos principales, entre ellos apenas 30 alergenos alimentarios (SAP Mammalian Toxicity 2000, p 21). Por lo tanto, aunque una concordancia cause preocupación y sea argumento para más ensayos, el hecho de no encontrar concordancia con un alergeno conocido está lejos de significar que una proteína de prueba no tiene potencial alergénico (Becker 2001, p 4).

A pesar de estas limitaciones, la EPA ha seguido correctamente las recomendaciones de cuerpos de peritos y ha adoptado las comparaciones de homología de aminoácidos y alergenos y toxinas conocidos como uno de los cuatro criterios en su evaluación de las proteínas Bt en relación con la salud humana (EPA BRAD, pp IIB1-2). Desafortunadamente, sin embargo, la Agencia no especifica ningún protocolo particular para dichos ensayos. Presumiblemente confía en el ampliamente adoptado árbol de decisiones del ILSI. Pero, como se señala anteriormente, se han sugerido muchos refinamientos y alteraciones para mejorar este enfoque particular. La Agencia parece no haber evaluado estas recomendaciones, pues las mismas no se discuten en su Evaluación para la Salud Humana.

El hecho es indiferente, sin embargo, puesto que la EPA no ha recogido ningún dato sobre las posibles similitudes de secuencia entre las proteínas Bt de los cuatro cultivos de la lista anterior y alergenos o toxinas conocidos, además quizá de información limitada sobre las papas Bt (ibídem, p IIB3). La única explicación de la Agencia sobre este desliz es que los registrantes eligieron no presentar los estudios pertinentes.

"Las comparaciones de homología de aminoácidos para Cry1Ab, Cry1Ac y Cry3A contra la base de datos de alergenos y proteínas tóxicas conocidos no fueron presentadas" (EPA BRAD Human Health, p IIB2).

No queda claro por qué la EPA no exigió la presentación de dichos estudios antes de siquiera considerar, en primer lugar, la aprobación de estos cultivos Bt. Es todavía menos aceptable que no esté exigiendo esta información ahora, para el proceso de reevaluación. En estos casos, la Agencia no solo no ha logrado considerar "la información más actual... salud", mucho menos "toda la información científica disponible sobre productos Bt", no ha recogido ni evaluado ningún tipo de información.

El fracaso de la EPA en exigir dichos estudios es todavía más desconcertante a la luz del tratamiento distinto acordado al maíz Cry1F, para el que la Agencia aparentemente recibió y evaluó un estudio que examinaba la potencial homología de los aminoácidos y alergenos y toxinas conocidos (EPA BRAD Maíz Cry1F, pp 10-15). Aunque este estudio no encontró concordancias, se basó en la búsqueda de secuencias homólogas de ocho aminoácidos de extensión. No hay evidencia de que la EPA haya siquiera considerado las objeciones y refinamientos sugeridos a esta técnica, que se citan más arriba. Por lo tanto, en el caso del maíz Cry1F, la Agencia no ha logrado cumplir con su objetivo de considerar las recomendaciones de sus peritos asesores.

5. Estabilidad frente al calor

Muchos consideran que la estabilidad de una proteína frente al calor es una característica propiedad de los alergenos alimentarios. "La fracción alergena del alimento comprende generalmente glicoproteínas estables al calor, hidrosolubles..." (Sampson 1999). Taylor & Hefle (2001, p 768) también asumen que los alergenos alimentarios son estables frente al calor. La EPA está de acuerdo, y cita la estabilidad frente al calor como característica de las proteínas alergénicas (EPA Cry1Ab [MON 810] Fact Sheet 2000).

La Agencia ha adoptado formalmente la estabilidad frente al calor como segundo criterio de potencial alergenicidad (EPA BRAD 2001, p IIB2), pero aparentemente no ha proporcionado directrices sobre cómo deben ensayarse las proteínas Bt en cuanto a esta propiedad, mucho menos un protocolo de ensayo detallado. Al igual que con la homología entre aminoácidos y alergenos y toxinas conocidos, la Agencia también ha fallado en la exigencia de información de parte de los registrantes. De las cinco proteínas Bt que se consideran, aparentemente una sola (Cry1F) fue objeto de un ensayo de estabilidad al calor (EPA BRAD Maíz Cry1F, p 9). Para otras dos, Cry1Ab en el maíz de Novartis y la híbrida Cry1Ac/Ab en el algodón de Monsanto, "se demostró que son inactivas en el maíz procesado o en cottonseed meal". Esto aparentemente significa que la Agencia acepta estudios de procesamiento como sustituto del ensayo de estabilidad frente al calor. La EPA no ha recibido ensayos de estabilidad frente al calor para Cry3A (papas) ni para la Cry1Ab de Monsanto (maíz MON 810) (ibíd, pp IIB2, 3).

Puesto que los métodos de procesamiento pueden variar mucho, la EPA no debería aceptar estudios de procesamiento en lugar de ensayos controlados de estabilidad frente al calor llevados a cabo de acuerdo con un protocolo de ensayo riguroso y respetable. El dr Ricki Helm enfatizó recientemente la necesidad de normalización en este campo:

"La definición de estabilidad frente al calor debería ser normalizada utilizando los criterios siguientes.

1. El tratamiento por calor de la proteína novel, nativa y recombinante, debería ser durante cinco minutos a 90°C.

2. La evaluación de la estabilidad mediante una combinación de tamizado molecular usando HPLC y análisis SDS-PAGE normalizado (geles tanto nativos como desnaturalizantes)" (Helm también delinea un protocolo SDS-PAGE) (Helm 2001, pp 9-10).
Contrariamente a la recomendación de Helm, los estudios de procesamiento antes mencionados aparentemente emplearon "inactividad" como único criterio para evaluar la degradación -presumiblemente como se midieron en bioensayos en especies de insectos blancos-. Este es también el único método utilizado para evaluar la "degradación" en el estudio de estabilidad frente al calor de la proteína Cry1F. El problema de usar la actividad insecticida como único parámetro de la estabilidad frente al calor es que se asume implícitamente que el modo de acción insecticida es pertinente a la potencial alergenicidad, y que esa pérdida de actividad insecticida de algún modo se correlaciona con la pérdida de potencial alergénico. Esta presunción no parece estar garantizada, puesto que es el tamaño de los fragmentos de la rotura, no la (pérdida de) actividad insecticida, lo que resulta de interés para el potencial alergénico. La pérdida de actividad insecticida podría involucrar nada más que la desnaturalización (parcial), con poca o ninguna rotura de la estructura primaria de los aminoácidos de la proteína. Esto explica probablemente por qué Helm recomienda técnicas (HPLC, SDS-PAGE) para medir directamente el tamaño de los fragmentos (de haberlos) resultantes del proceso de calentamiento, y no menciona para nada los bioensayos.

Por lo tanto, el descubrimiento de que: "La proteína Cry1F era lábil al calor [después de treinta minutos] a y sobre 75°C" medida mediante "inhibición del crecimiento de larvas neonatas de budworm del tabaco" tras la "aplicación de Cry1F tratada sobre la superficie de la dieta de un insecto" (EPA BRAD maíz Cry1F, pp 9, 10) suministra poca o ninguna información sobre el grado de fragmentación (de haberlo) que es de interés para el potencial alergénico de Cry1F.

Aunque los registrantes o bien no presentaron ningún estudio de estabilidad frente al calor, o bien utilizaron métodos de evaluación impropios, existe un estudio disponible que mide la fragmentación de Cry1Ab, la proteína expresada en el maíz Bt 11 de Novartis y en el maíz MON 810, al calentarse. Este estudio fue en realidad llevado a cabo con el objetivo principal de medir la estabilidad frente al calor de la proteína Cry9C del StarLink, pero empleó Cry1Ab con fines de comparación. Fue presentado a la EPA por AgrEvo en 1998.

El dr Hubert Noteborn, autor de este estudio y experto en el campo de proteínas Cry, concluyó que:

"Estudiando la proteína Cry1Ab5 se observó una termoestabilidad relativamente significativa, comparable a la de la proteína Cry9C Lys mutante (figura 6)" (Noteborn 1998, p 22, énfasis mío).

Con relación a Cry9C, Noteborn estableció que:

"La proteína se mantuvo estable durante 120 minutos, independientemente de si Cry9C fue probada como proteína purificada o como componente de TM [matri de tomate]..." (ibídem, p 22).

En este estudio, Noteborn evaluó la degradación por calor mediante SDS-PAGE teñido con plata, en línea con la recomendación de Helm citada anteriormente. Expuso muestras de 50 μl de Cry9C, Cry1Ab5 y otras proteínas de referencia diluidas en una concentración de 0,7-0,8 mg/ml en agua, buffer o matrices de tomate (pH = 7,5) a una temperatura de 90°C de 5 a 210 minutos, y luego hizo correr esas muestras en un gel SDS-PAGE para medir el grado de degradación. Desafortunadamente, el dr Noteborn no elabora sobre la estabilidad frente al calor de Cry1Ab5 más que la cita mencionada, quizá porque el estudio se centraba sobre Cry9C, y la reproducción del gel (figura 6 de Noteborn) que tengo a disposición es de baja calidad y no permite un análisis más detallado.

La estabilidad frente al calor de Cry9C fue una de las características que causaron preocupación acerca del potencial alergénico del maíz StarLink. La estabilidad frente al calor "comparable" de Cry1Ab5 debería causar similares preocupaciones respecto de MON 810 y Bt 11, dos de los productos Bt que están para re-registrarse. El estudio de estabilidad frente al calor realizado con Cry1F debería repetirse utilizando SDS-PAGE o HPLC más que un bioensayo de insectos para medir la degradación. Deberían exigirse ensayos similares para las papas Cry3A y el híbrido Cry1Ab/Ac del algodón BollGard. Puesto que la última proteína es tan similar a la termoresistente Cry1Ab, puede esperarse que esta sea también termoestable.

6. Estabilidad digestiva

6.1 Digestibilidad como característica de la alergenicidad

La resistencia a la digestión se considera generalmente como característica clave de muchas alergias alimentarias importantes. Conceptualmente, esto se basa en el hecho de que "las proteínas o fragmentos de proteínas no digestibles mayores tienen una capacidad mucho más prolongada de alcanzar el sistema inmunitario cuanto más tiempo estén en evidencia en el trozo intestinal" (SAP Bt Plant-Pesticides, p 26). Experimentalmente, Astwood et al (1996) demostraron la validez de este concepto para algunos principales alergenos alimentarios relativos a las proteínas no alimentarias comunes utilizando ensayos de digestibilidad in vitro en jugos gástricos simulados (SGF). 

Sin embargo, también se reconoce que algunos alergenos alimentarios, como aquellos implicados en el "síndrome de alergia oral", se rompen rápidamente en el sistema digestivo humano. Como lo ha notado J.M. Wal, "no es siempre necesario tener la proteína intacta para provocar una alergia a los alimentos" (Wal 1998, p 421). Walt también cita investigaciones que demuestran que moléculas desnaturalizadas o cortos fragmentos de péptidos pueden ser tan alergenos como la molécula intacta, y que la digestión de beta-lactoglobulina (un alergeno de la leche) en realidad aumenta su alergenicidad "desenmascarando nuevos epítopos que estaban escondidos en la configuración espacial nativa de la molécula" (ibíd, p 421). La EPA nota que una limitación de este ensayo es que "usualmente solo rastrea la rotura de las proteínas a fragmentos todavía reconocidos por los reactivos inmunológicos empleados" (EPA BRAD 2000, IIB2). Por lo tanto, mientras que la estabilidad digestiva iza una bandera roja que hace esencial la realización de más ensayos, la falta de dicha estabilidad no puede impedir la posibilidad de que la proteína se alergénica, y no debe utilizarse como pretexto para dejar de realizar otros ensayos.

6.2 Cómo medir la estabilidad digestiva

Se han sugerido tanto sistemas in vivo como in vitro, aunque los simples ensayos in vitro se practican mucho más. Un reciente panel asesor científico (SAP) recomienda la utilización de ambos métodos como parte del enfoque del árbol de decisión: "... la estabilidad en el tramo gastrointestinal de los productos con genes plaguicidas Bt introducidos debería ensayarse mediante simulación in vitro de la digestión gástrica e intestinal e in vivo" (SAP Bt Plant-Pesticides 2000, p 75). De acuerdo con este enfoque, una proteína Bt que se demuestre es estable in vitro se sometería luego a ensayos in vivo. La estabilidad digestiva in vivo dispararía más ensayos para determinar la biodisponibilidad de la proteína Bt y si se trasfiere o no a los fluidos corporales. Aunque esto proporciona directrices útiles, le falta la especificidad necesaria para llevar realmente a cabo los ensayos. La pregunta crucial de qué constituye precisamente la estabilidad sigue sin ser respondida.

También se han propuesto sistemas de ensayos que intentan replicar las condiciones fisiológicas con mayor aproximación que los ensayos in vitro en jugos gástricos simulados. De hecho, varios expertos prominentes han sugerido un modelo desarrollado por Minekus et al (1995), que "estimula en alto grado la fisiología del estómago y el intestino delgado de animales monogástricos y del hombre" (Helm 2001, p 6; este sistema también fue recomendado por el dr Hubert Noteborn en SAP StarLink II Transcript 2000, p 399-400). Este modelo toma en cuenta factores como temperatura, pH, saliva, secreciones gástricas e intestinales (electrolitos, enzimas, co-factores, bilis y jugo pancreático), así como mezclas gástricas e intestinales. "El modelo fue desarrollado como alternativa a los experimentos en humanos y animales y resultó exitoso en comparación con experimentos in vivo para la digestión de proteínas realizados con voluntarios humanos y cerdos y terneros fistulados" (Helm 2001, p 6).

6.3 Falta de normalización para el ensayo de estabilidad digestiva in vitro

Sea cual sea el modelo que se utilice, una definición operacional de la estabilidad digestiva exige un protocolo de ensayo normalizado. Las condiciones experimentales muy variadas hacen que sea difícil comparar los resultados de ensayos digestivos sobre proteínas Bt. Según Taylor y Lehrer (1996): "Aunque la evaluación de la resistencia a la hidrólisis de las proteínas podría darnos información valiosa sobre la potencial alergenicidad de proteínas específicas, no se ha establecido un protocolo riguroso para tales experimentos... El desarrollo de información adicional sobre la estabilidad comparativa a la digestión, proteólisis e hidrólisis de los alergenos alimentarios versus otras proteínas alimentarias sería muy deseable, a fin de determinar la capacidad de esta herramienta para la evaluación de la potencial alergenicidad de proteínas específicas". 

Una mayor validación de este parámetro resulta deseable; entretanto, el hecho de que en el presente se están plantando decenas de millones de acres de cultivos de ingeniería genética- y en el caso del maíz Bt, consumidos por millones de personas- argumenta a favor de la inmediata y rigurosa aplicación de los mejores conocimientos científicos hoy disponibles con respecto a este y otros parámetros de alergenicidad.

6.4 Hacia un protocolo normalizado

Puesto que la EPA utiliza la estabilidad digestiva como criterio de la potencial alergenicidad de las proteínas Bt, la Agencia debería prontamente establecer y aplicar protocolos y criterios de evaluación normalizados que los registrantes cumplan en los ensayos presentados a la Agencia. Afortunadamente, recientemente ha habido un movimiento hacia la adopción de tal protocolo de ensayos normalizado.

El dr Ricki Helm hace las siguientes recomendaciones para la normalización de parámetros (Helm 2001, pp 10-11):

1.
Pureza y actividad de la enzima empleada;

2.
Relación de la enzima con la proteína del ensayo;

3.
Utilización de controles de proteínas digeribles y no digeribles (albúmina del suero bovino y alergeno del maní, respectivamente);

4.
Evaluación de ambas proteínas, la producida por la planta y el sustituto bacterial, aisladas y en la matriz alimentaria;

5.
Rango de valores de pH para dar cuenta de valores más altos luego de una comida (1.0, 1.5, 2.0, 4.0 y 6.0);

6.
Tiempos de toma de muestras de la digestión (0, 15 y 30 segundos; 1, 2, 4, 8, 15 y 60 minutos);

7.
Criterios de digestibilidad para la aceptación;

8.
Temperatura de los jugos gástricos simulados (37°C);

9.
Métodos analíticos normalizados para medir el grado de degradación (cromatografía de columnas [por ejemplo HPLC], SDS-PAGE, análisis inmunoblot).

Aun más valioso, un informe reciente de un panel de expertos alergistas internacionales incluye un protocolo detallado para los ensayos de estabilidad digestiva (FAO/OMS 2001, pp 12-13; véase el apéndice 2).

6.5 Estabilidad digestiva del maíz MON 810 de Monsanto

La EPA concluyó que la proteína Cry1Ab expresada en el maíz MON 810 de Monsanto (derivada de la cepa HD-1 de Bacillus thuringiensis kurstaki) no es estable frente a la digestión, basándose en un solo estudio llevado a cabo por el registrante (Monsanto Corn 1994). Este estudio tiene serias deficiencias en muchos respectos, y está lejos de satisfacer los criterios recomendados anteriormente y por otros expertos.

1. Ensayo sobre proteína fragmentada, no en toda su extensión: Monsanto no realizó su ensayo de estabilidad digestiva sobre el fragmento de proteína expresado en su maíz transgénico (aparentemente una proteína de 92 kD; véase el capítulo 9.2); en su lugar, la empresa utilizó el núcleo resistente a la tripsina de este fragmento de Cry1Ab (una proteína de 63 kD).

2. Proteína central derivada de un sustituto bacterial, no de la planta: La proteína central resistente a la tripsina no deriva de la planta, sino más bien de E. coli trasformado con el gen de la protoxina Cry1Ab en toda su extensión (no el fragmento de gen que codifica el fragmento de 92 kD). La protoxina así generada fue subsiguientemente tratada con tripsina para obtener el núcleo resistente a la tripsina. Para los ensayos de seguridad la Academia Nacional de Ciencias (2000, p 63), el SAP Bt Plant-Pesticides (2000, p 73) y otros expertos recomiendan el uso de la proteína producida por la planta que la gente consume verdaderamente más que un surrogate producido por bacterias, porque las proteínas bacteriales y las producidas por las plantas pueden tener diferencias significativas. Alternativamente, debería hacerse ensayos para las proteínas recombinantes (por ejemplo, producidas por E. coli) y para las de las plantas transgénicas (Helm 2001, p 12; SAP Bt Plant-Pesticides, p 75). La pertinencia de este tema fue recientemente subrayada por el SAP StarLink III, que criticó rotundamente los ensayos anticuerpos basados en Cry9C derivada de E. coli debido a pruebas de que difiere de la proteína producida por la planta (SAP StarLink III, p 32).

3. No hay ensayos en la matriz: Puesto que la proteína producida por la planta no se sometió a ningún tipo de ensayo, no fue probada en su matriz de tejido de maíz natural. Si embargo existe un consenso creciente sobre la necesidad de realizar ensayos tanto con la proteína aislada como con la proteína en su estado natural como parte del cultivo pertinente (SAP StarLink III, p 32).

4. No hay controles: Monsanto no incluyó ningún control de proteínas digeribles o no digeribles conocidas en su evaluación, haciendo todavía más difícil la interpretación.

5. pH acídico: La proteína fue ensayada en jugos gástricos simulados (SGF) a solamente un pH (= 1.2) cerca del final acídico del rango encontrado en el sistema digestivo humano. Sin embargo muchos expertos recomiendan ahora que las proteínas noveles de ingeniería genética se sometan a ensayo en SGF a un pH de 2.0 (FAO/OMS, p 13; véase apéndice 2) o a un rango de valores de pH (Helm, véase lista de criterios más arriba). Hablando de los ensayos de estabilidad digestiva en general, el dr Hubert Noteborn afirma: "Establecer continuamente el pH en un valor de 1.2 no reproduce con precisión la cinética de los hechos fisiológicos del estómago humano". Noteborn prosigue describiendo un modelo in vitro validado de la digestión humana cuyos valores de pH oscilan entre cerca de 1.5 (ayuno) a un máximo de entre 5 y 6 enseguida (20 minutos) de una comida (SAP StarlLink II Transcript 2000, p 399). La EPA negó la aprobación de la proteína Cry9C del StarLink para uso alimentario humano basándose en parte en los resultados de un ensayo de digestibilidad realizado a un pH = 2.0 (Noteborn 1998). SAP StarLink II se negó incluso a recomendar la aprobación de residuos de Cry9C de apenas 20 ppb [partes por mil millones] en los alimentos basándose en este ensayo y en otras evidencias de potencial alergenicidad.

6. Proteína de ensayo muy baja: relación de pepsina: Monsanto realizó sus ensayos sobre una cantidad de proteína extremadamente pequeña, apenas 2 μg/ml de SGF conteniendo 0,32 % de pepsina. Esto se traduce en una relación extremadamente baja de Cry1Ab: pepsina de apenas 1 : 1600 por peso, o una relación molar de aproximadamente 1 : 3200. Otros protocolos de ensayo para la estabilidad digestiva prescriben concentraciones de proteínas de ensayo entre 50 y 1.250 veces mayores que la empleada por Monsanto. 

6.6 Comparación con otros ensayos de estabilidad digestiva realizados en Cry1Ab

Afortunadamente, la estabilidad digestiva de Cry1Ab ha sido sometida a ensayo en diferentes condiciones por diferentes investigadores. Las comparaciones de los resultados revelan grandes variaciones, sembrando dudas sobre la conclusión de Monsanto de que Cry1Ab no es estable a la digestión. Estas discrepancias pueden también proporcionar pistas sobre los factores de mayor importancia para la estabilidad digestiva (cuadro 1).

Los resultados que figuran en el cuadro 1 varían en forma dramática dependiendo de las respectivas condiciones de ensayo. Mientras que más del 90 % de la proteína del ensayo se degradó aparentemente luego de dos minutos en el estudio de Monsanto, llevó por lo menos dos horas- 60 veces más- lograr un nivel comparable de degradación en el sistema de ensayos de Noteborn (el estudio de Aventis tuvo resultados intermedios, con degradación completa dentro de los 15 minutos). Tanto los estudios de Aventis y de Noteborn tenían como objetivo primario determinar la estabilidad digestiva de Cry9C, la proteína Bt expresada en el maíz StarLink, que no fue aprobado para el consumo humano debido en parte a su pronunciada estabilidad frente a la digestión. En cada estudio se incluyó a Cry1Ab(5) para fines de comparación. Según Noteborn:

"En comparación con Cry9C, las proteínas Cry Cry1Ab5 y CryIIIb también mostraron resistencia a la digestión in vitro, mientras que la enzima PAT se digirió prontamente, mostrando una digestión completa al primer punto de tiempo de dos minutos..." (Noteborn 1998, p 21).

Cuadro 1: Comparación de los ensayos de estabilidad digestiva sobre la proteína Cry1Ab

	Estudio
	Proteína Bt del ensayo
	Concentración final de proteína ensayada en SGF*
	pH 
	% de degradación 
	Cantidad de Western blot o SDS-PAGE cargada por pista 

	Monsanto Corn (1994)
	Núcleo de Cry1Ab (63 kD) resistente a la tripsina de la proteína en toda su extensión expresada en E. coli 
	2 μg/ml
	1.2
	20 seg: 50 %

2 min: > 90 %
	10 ng

(Western blot)

	Aventis CropScience (2000a)
	Cry1Ab expresada en E. coli recombinante
	100 μg/ml
	1.5
	Degradación completa:

con pepsina: < 15 min

sin pepsina: 1 h
	Sin determinar

	Noteborn (1998)
	Cry1Ab5
	165 μg/ml
	2.0
	2 min: 59 %

15 min: 79 %

30 min: 79 %

60 min: 89 %

2 horas: 91 %
	22,3 & 5,3 ug

(2 tandas)

(SDS-PAGE)


* Los SGF se prepararon de acuerdo con el protocolo de US Pharmacopoeia en los tres estudios: Disolver 2,0 g de NaCl y 3,2 g de pepsina en 7,0 ml de ácido hidroclórico y añadir agua suficiente para lograr 1000 ml. Por lo tanto, la concentración de pepsina en los SGF es de 0,32 % en todos los casos. Se utilizaron diferentes normalidades de HCl para lograr diferentes valores de pH.

Cry1Ab5 mostró una resistencia a la digestión considerablemente mayor que CryIIIb. Mientras que el 41 % de Cry1Ab permaneció intacto en el punto de dos minutos, solo el 13 % de CryIIIb permaneció sin degradarse. CryIIIb se degradó completamente luego de 5 minutos, mientras que se encontró un 9 % de Cry1Ab5 intacta incluso luego de dos horas de incubación en SGF (ibídem, cuadro 1, p 31). Aventis llega a una conclusión similar:

"La proteína Cry1Ab fue digerida en una relación similar, aunque levemente más rápida, que la proteína Cry9C derivada de E. coli en jugos gástricos simulados" (Aventis CropScience 2000, p 17).

Varios factores podrían dar cuenta de las discrepancias entre estos tres estudios. Me centraré principalmente en los resultados obtenidos por Monsanto y Noteborn.

En primer lugar, no he podido determinar la naturaleza precisa de la proteína Cry1Ab utilizada por Noteborn. Si se trataba de la protoxina completa, la digestión puede haberse hecho más lenta por las etapas de degradación adicionales de la rotura de esta proteína más grande (cerca de 130 kD) en relación con el fragmento de 63 kD del ensayo de Monsanto. Incluso si la Cry1Ab5 es el fragmento tóxico, una variación menor peculiar de esta Cry1Ab en particular (rango cuaternario "5") podría darle más estabilidad digestiva que la proteína de núcleo resistente a la tripsina del ensayo de Monsanto, aunque esto parece poco probable. A menudo se asignan diferentes rangos cuaternarios a idénticas proteínas, y a menudo indican meramente el estudio particular en que se aisló la proteína.

Un factor más probable tiene que ver con la relación de la proteína del ensayo y la enzima. Noteborn ensaya su Cry1Ab5 en una concentración más de 80 veces mayor que la utilizada por Monsanto (concentración final: 165 versus 2 μg/ml de SGF). Los 2 μg de la proteína del ensayo de Monsanto por ml de SGF dan por lejos la relación más baja de proteína de ensayo : pepsina que he visto en cualquier protocolo de ensayo (1 : 1600), ya sea empleada o recomendada. Está claro que la utilización de parte de Monsanto de una cantidad extremadamente baja de proteína en relación con la pepsina favorece la digestión más rápida posible. El estudio de FAO/OMS citado más arriba recomienda el uso de 2500 μg de proteína de ensayo por ml de SGF, una relación de proteína de ensayo : pepsina de 1 : 1,3 (por peso) o una relación molar de, grosso modo, 1 : 2,6 (véase el apéndice 2). Aventis utilizó 100 μg/ml, Noteborn, 165 μg/ml de SGF.

Otro factor que podría explicar la discrepancia de los resultados obtenidos por Monsanto y Noteborn es el pH. El estudio de Noteborn emplea un pH de 2.0, mientras que el de Monsanto se realizó a un pH = 1.2. No está claro qué es más importante, si el pH o la concentración de la proteína del ensayo (= relación entre proteína del ensayo y pepsina). Aventis, que utilizó un valor de pH (1.5) y una concentración de proteína de ensayo (100 μg/ml), ambos en medio de los utilizados por Monsanto y Noteborn, también obtuvo resultados intermedios (degradación dentro de los 15 minutos).

Puesto que un pH de 2.0 representa mejor el rango fisiológico de pH en una variedad de condiciones, y que 165 μg/ml de SGF concuerda mejor con la concentración de proteína de ensayo utilizada en la mayoría de los protocolos de ensayo de estabilidad digestiva, debe darse mayor peso a los resultados de Noteborn. Por lo tanto, debe concluirse que Cry1Ab es por lo menos algo resistente a la digestión, contrariamente a los resultados de Monsanto.

En cualquier caso, parece claro que la EPA debería realizar una serie de ensayos de estabilidad digestiva- con varias concentraciones de la proteína de ensayo y un rango de valores de pH- sobre la proteína Bt producida en el maíz MON 810. Las consideraciones mencionadas más arriba también deben tenerse en cuenta para el diseño del experimento: utilización de la proteína de 92 kD antes bien que (o además de) el núcleo tríptico truncado de 63 kD; proteína producida por la planta antes bien que (o además de) la proteína recombinante; la proteína de 92 kD producida por la planta tanto en su estado aislado y en su matriz vegetal; utilización de controles, etc.

6.7 Digestibilidad de la proteína del maíz Bt 11

Aparentemente, no hubo ensayos de estabilidad digestiva para la proteína Bt 11 de Novartis. El estudio de Monsanto tratado anteriormente se cita como prueba suficiente de que la proteína Bt expresada por el maíz Bt 11, producto de un hecho de trasformación distinto, se comportaría en precisamente la misma forma que la proteína de Monsanto en jugos gástricos simulados (EPA BRAD, p IIB5). La proteína Bt de este cultivo debería también someterse a ensayos convenientes de potencial estabilidad frente a la digestión.

6.8 Digestibilidad de la proteína del algodón BollGard

Las consideraciones explicadas anteriormente para el ensayo de estabilidad digestiva del núcleo tríptico de la proteína HD-1 de Monsanto se aplican también a los ensayos de Monsanto sobre la proteína de su algodón BollGard (que es en realidad una proteína híbrida compuesta por Cry1Ab y Cry1Ac; véase el capítulo 9.1). El examen del protocolo de ensayo revela las mismas condiciones de ensayo tan favorables a la rápida digestión del núcleo tríptico de la proteína Cry1Ab: 2μg/ml de SGF y pH = 1.2. Y de hecho, la proteína de ensayo se degradó en 2-7 minutos en esas condiciones (EPA BRAD, p IIB12; Monsanto Corn 1994c, pp 14-15). Por lo tanto, la misma necesidad de ensayos de digestibilidad más estrictos es válida también para la proteína del algodón BollGard.

6.9 Digestibilidad de la proteína Cry1F

Lamentablemente, no tuve oportunidad de consultar el ensayo de estabilidad digestiva de Cry1F realizado por el registrante, sino que tengo que confiar en la reseña de la EPA (EPA BRAD Maíz Cry1F, p 10). Aunque la empresa registrante utilizó un poco más de proteína (relación molar de Cry1F : pepsina de 1 : 100 o, grosso modo, 1 : 50 por peso) que Monsanto, esto sigue representando de 2 a 3 veces menos proteína que la utilizada por Aventis y Noteborn en los ensayos de Cry1Ab(5) discutidos anteriormente. Extrañamente, la EPA no cita el pH al que se realizó este ensayo, un parámetro crucial. Si se realizó a un pH = 1.2, los resultados- degradación completa en 5 minutos- están abiertos a las mismas críticas expresadas arriba para el maíz MON 810 y el algodón BollGard.

7. Conclusión

El cuadro 2 resume la información disponible sobre los tres parámetros de alergenicidad de la EPA. Para el caso de Cry1Ab expresada por los maíces MON 810 y Bt 11, hay dos banderas rojas (calor y estabilidad digestiva) y ninguna información sobre la homología de los aminoácidos. En los casos de la proteína híbrida Cry1Ab/Ac del algodón BollGard y la proteína Cry3A de la papa NewLeaf, falta información confiable para los tres parámetros. La información es un poco mejor para el maíz Cry1F, pero el ensayo de estabilidad térmica es defectuoso al no medir el tamaño de los productos de la degradación. En ensayo de estabilidad digestiva debería haber utilizado una relación Cry1F = pepsina más alta y, si se realizó a un pH = 1.2, un pH más alto.

Sería una irresponsabilidad de parte de la Agencia el re-registrar cualquiera de los productos Bt sin primero obtener y evaluar estudios correctos sobre los tres parámetros antes citados. La conveniencia de la suspensión es particularmente fuerte para las tres variedades del maíz Bt. En primer lugar el hecho de que Cry1Ab, la proteína de MON 810 y Bt 11, exhibe estabilidades térmica y digestivas comparables a la de Cry9C, todavía sospechosa de ser un alergeno, es preocupante. En segundo lugar, las variedades transgénicas de maíz que utilizan Cry1Ab han aumentado en gran escala, cerca de 14 millones de acres. Si Cry9C fue capaz de contaminar hasta el 22 % de los lotes de grano examinados (Boston Globe 17/5/01), aunque nunca se cultivó el StarLink en más del 0,4 % de la superficie de maíz de Estados Unidos (350.000 acres), entonces las variedades con Cry1Ab, cultivadas en una superficie 40 % mayor, han sido y siguen siendo consumidas por virtualmente la población estadounidense entera. El hecho de que la EPA no requiriera la información "exigida" respecto de los parámetros básicos (aunque insuficientes) de la alergenicidad potencial cinco años después del primer registro del producto es inaceptable. El re-registro de estos cultivos antes de que se haya obtenido y evaluado correctamente esta información sería aun más escandaloso, una burla a la adhesión profesada por la EPA a la ciencia sensata en cuanto a su regulación de estos productos.

Sin embargo hay otras razones para dudar de la adecuación de la evaluación sanitaria de la Agencia. Estos aspectos se relacionan con la confianza de la EPA en el uso seguro de plaguicidas microbiales Bt, la caracterización deficiente del producto, el "traslado" de información entre líneas de maíz distintas y los ensayos inadecuados realizados para determinar si las proteínas sustitutas producidas por las bacterias son equivalentes a sus contrapartes producidas por las plantas para fines de ensayos de seguridad.

Cuadro 2: Resumen de la información disponible para la evaluación sanitaria humana

	Empresa

Cultivo

Proteína Bt
	Estabilidad digestiva
	Estabilidad térmica
	Homología de la secuencia de aminoácidos

	Monsanto

Maíz Yieldgard

Cry1Ab
	BANDERA ROJA

Estabilidad digestiva similar a la de Cry9C del StarLink (1)
	BANDERA ROJA

Estabilidad térmica comparable a la de Cry9C del StarLink (2)
	NINGUNA

(3)

	Syngenta

Maíz Bt 11

Cry1Ab
	BANDERA ROJA

Estabilidad digestiva similar a la de Cry9C del StarLink (1)
	BANDERA ROJA

Estabilidad térmica comparable a la de Cry9C del StarLink (2)


	NINGUNA

(3)

	Monsanto

Algodón BollGard

Cry1Ab/Ac
	INADECUADA

Un estudio defectuoso muestra degradación en 2-7 minutos (4)
	INADECUADA Solo demuestra ser inactiva en un estudio de procesamiento (5)
	NINGUNA

(3)

	Mycogen & Pioneer

Maíz Herculex

Cry1F
	BANDERA ROJA

Condiciones de ensayo no especificadas por la EPA (6)
	INADECUADA

Solo demuestra ser inactiva en un "bioensayo" luego de 30 min a 75°C y 90°C (5)
	OK

Aunque sería deseable un ensayo más estricto (7)

	Monsanto

Papa NewLeaf

Cry3A
	BANDERA ROJA

Condiciones de ensayo no especificadas por la EPA (5)
	NINGUNA

(3)
	INADECUADA

Se necesita información adicional (8)


Notas: 

1) "digerida en una relación similar, aunque levemente más rápida, que la proteína Cry9C... en SGF [jugos gástricos simulados]" (Aventis CropScience 2000, "Proteína Cry9C: La digestibilidad de la proteína Cry9C por jugos gástricos e intestinales simulados", estudio presntado a la EPA, p 17). Véase el capítulo 6.6
2) "... una termoestabilidad relativamente significativa, comparable a la de la proteína Cry9C Lys mutante" (Noteborn 1998, "Evaluación de la estabilidad a la digestión y biodisponibilidad de la proteína Cry9C Lys mutante de Bacillus thuringiensis serovar tolworthi", estudio presentado a la EPA, p 22). Véase el capítulo 5. 

3) "Las comparaciones de homología de aminoácidos para Cry1Ab, Cry1Ac y Cry3A contra la base de datos de alergenos y proteínas tóxicas conocidos no fueron presentadas" (EPA BRAD 2001, p IIB2). Véase el capítulo 4.
4) Monsanto realizó este ensayo en condiciones que demostraron ser extremadamente favorables a la rápida digestión de la proteína híbrida Cry1Ab/Ac: pH = 1.2, 2 μg de proteína de ensayo por ml de SGF. Los expertos ahora recomiendan los ensayos con mayores concentraciones de proteína de ensayo a un pH más suave (por lo menos pH = 2). Véase el capítulo 6.8.
5) "Inactivo" significa aquí "incapaz de matar insectos" en bioensayos, lo que da muy poca o ninguna información sobre la degradación de las proteínas en aminoácidos y péptidos pequeños, que es lo que debería haberse medido (por ejemplo mediante HPLC o SDS-PAGE). Véase el capítulo 5.
6) La EPA no menciona el valor pH de los SGF. Si el ensayo se realizó a un pH = 1.2, debería repetirse a un pH = 2.0. Véase la nota (4) y el capítulo 6.9.

7) Varios expertos recomiendan un ensayo más estricto que el basado en ocho aminoácidos contiguos. Véase el capítulo 4. 

8) La EPA declara que la información presentada por Monsanto es insuficiente (EPA BRAD 2001, cuadro B1, p IIB3).

8. Antecedentes de uso seguro de plaguicidas microbiales Bt

Al revisar los potenciales peligros sanitarios de los cultivos Bt de ingeniería genética, la EPA parece dar gran peso a la "larga historia de uso seguro" de los plaguicidas microbiales Bt (EPA BRAD 2001, p 13), aunque en su evaluación no menciona esta experiencia con fumigaciones Bt como criterio formal. Esta confianza laxa en una comparación con los plaguicidas Bt pretende quizá compensar las muchas inadecuaciones de la evaluación formal de la Agencia, como se discute anteriormente.

Sin embargo hay unas cuantas diferencias entre los plaguicidas microbiales Bt y las proteínas Bt expresadas en las plantas, que llaman a la precaución en cuanto a la utilización de información generada con proteínas Bt nativas en apoyo de los registros de cultivos Bt. Algunas de estas diferencias son más relevantes para las repercusiones sobre insectos no-blanco y la resistencia al desarrollo. Me centraré aquí en aquellas diferencias significativas para la evaluación sanitaria humana.

Primeramente, las proteínas Bt expresadas en las tres variedades de maíz cuyo re-registro se consiera son versiones truncadas de las protoxinas Cry1Ab y Cry1F que se encuentran en el Bt nativo. La protoxina Cry1Ab de la cepa HD-1 de Bt pesa aproximadamente 131 kD, mientras que el maíz MON 810 de Monsanto expresa aparentemente un fragmento modificado de 92 kD de la proteína HD-1 en su extensión total (Monsanto Corn 1995c, p.15), y el Bt 11 de Novartis produce un fragmento de 69 kD de la misma (Northrup King Bt 11 1994, p 10). El maíz Cry1F de Mycogen/Pioneer también expresa una proteína truncada, de peso 64 kD (EPA BRAD Cry1F Corn 2001, pp 5, 7). La protoxina es una proteína cristalina insoluble que requiere solubilización en un pH alcalino apropiado en el gut del insecto antes de volverse activo. Los fragmentos tóxicos insertados por ingeniería en estas dos variedades de maíz Bt son aparentemente solubles y activas.

En segundo lugar, se realizaron cambios significativos en el uso de codones de los genes Bt nativos, para aumentar su expresión en las plantas (véase, por ejemplo, EPA BRAD 2001, p IIA5).

En tercer lugar, hay pruebas que demuestran que la porción tóxica de las proteínas Cry1A pueden tener una estructura tridimensional diferente dependiendo de si es parte de la protoxina o está en estado libre (Choma et al 1991), y que se libera ADN asociado estructuralmente con la protoxina durante el proceso de proteolisis que genera el fragmento tóxico de la protoxina (Clairmont et al 1998). Puesto que incluso cambios de conformación muy leves pueden repercutir significativamente la función y la actividad de una proteína, incluyendo su susceptibilidad a la proteolisis (Novartis Bt 11, p 18) y reactividad inmunológica (Monsanto Corn 1995a, p 91), esta evidencia sería un argumento contra la excesiva confianza en la información generada en ensayos con proteínas Cry en toda su extensión (sean Bt nativas o producidas por E. coli) en la evaluación de las versiones truncadas vegetales que se encuentran en cultivos Bt como MON 810, Bt 11 y maíz Cry1F. Tal diferencia conformacional puede explicar el descubrimiento de Monsanto de que su proteína BollGard en su extensión total (un híbrido de Cry1Ab y Cry1Ac, véase el capítulo 9.1) tiene una afinidad anticuerpos menor que el fragmento central de la misma proteína generada por tratamiento con tripsina (Monsanto Cotton 1994a, p 55; Monsanto Cotton 1994b, p 13). Este descubrimiento podría explicar también la siguiente observación críptica hecha por la EPA en respuesta a la solicitud de Monsanto para utilizar núcleos resistentes a la tripsina en lugar de proteínas en toda su extensión en sus evaluaciones de seguridad:

"El hecho de que las variaciones en los resultados ELISA se atribuyan a diferentes versiones de la endotoxina expresada implica que los anticuerpos utilizados para ELISA reconocen a un epítopo potencialmente bloqueado" (Monsanto Corn 1995a, p 91).

Esto sugiere que los epítopos que no están disponibles para los anticuerpos en la estructura de la proteína en toda su extensión (algodón BollGard) o fragmento mayore (fragmento de 92 kD del MON 810) se vuelven expuestos y disponibles en cuanto la proteolisis ha convertido la molécula mayor a un fragmento tóxico resistente a la tripsina.

Finalmente, en la medida en que las protoxinas Bt son similares a sus toxinas truncadas, debe señalarse un estudio de Bernstein et al (1999) que demuestra que los extractos purificados de proteína Cry de plaguicidas microbiales que contienen Cry1Ab y Cry1Ac provocaban respuestas anticuerpos IgE en los trabajadores rurales expuestos a los mismos por inhalación, vía dérmica y posiblemente oral. Como resultado de este estudio, que fue parcialmente patrocinado por la EPA, la Agencia tiene ahora acceso a "...reagentes Bt dérmicos y serológicos confiables..." en caso de que algún día tuviera que utilizarlos (Bernstein 1999, p 581). 

9. El "traslado" de la información en la evaluación de la equivalencia

La cuestión de si es apropiado confiar tanto en información sobre los plaguicidas microbiales Bt, como hace la EPA, en la evaluación de las proteínas producidas por los cultivos Bt se ve complicada por el uso de una tercera clase de proteínas Bt en estas evaluaciones- a saber, proteínas expresadas en bacterias que han sido trasformadas con las secuencias de genes Bt correspondientes. Esta última cuestión de "equivalencia de la sustancia de prueba" se tratará en forma más detallada más adelante (véase el capítulo 10). Trataré aquí el complicado camino seguido por las empresas registrantes en su intento de demostrar la seguridad de sus proteínas producidas por las plantas con referencia a sus contrapartes Bt nativas.

9.1 Algodón BollGard

La proteína Bt en su extensión total expresada en el algodón BollGard es en realidad una molécula híbrida que se compone de los aminoácidos 1 - 466 de Cry1Ab (de Btk HD-1) y los aminoácidos 467 - 1178 de Cry1Ac (Btk HD-73) (Monsanto Cotton 1994a, p 15) (en realidad, es importante tener en cuenta que la estructura primaria de la proteína no ha sido confirmada mediante secuenciación, sino que meramente se deduce de la secuencia del nucleótido). Esta proteína híbrida del algodón BollGard difiere en 7 aminoácidos de la Cry1Ac nativa (ibídem, p 15). Aunque Monsanto insiste en designarla (equivocadamente) como "Cry1Ac", me referiré a ella de forma más precisa como "híbrida Cry1Ab/Ac". Esta utilización de una molécula híbrida, combinada con la sustitución de una proteína surrogate de E. coli para la versión producida por la planta y otros factores hacen que la empresa registrante necesite construir cuatro "puentes" que van de la proteína realmente producida por el algodón BollGard a la proteína nativa Cry1Ac que se encuentra en la cepa HD-73 del Bt. Estas etapas de "puente" [a las que he llamado "traslado"] se explican aquí someramente, comenzando con la proteína del algodón BollGard (línea 531), continuando con la proteína realmente utilizada para generar la información del ensayo de Monsanto, y llegando finalmente a la proteína microbial nativa. 

1) De la línea 531 a la línea 931: la empresa genera mucha de su información a partir de la línea IRC 931 en lugar de la línea 531 que fue subsiguientemente comercializada como algodón BollGard. Se eligió para este propósito a la línea 931 en vez de la 531 porque produce un nivel mayor de la proteína híbrida Cry1Ab/Ac en cuestión. De hecho, la proteína derivada de la línea 531 ni siquiera era visible en un Western blot (Monsanto Cotton 1994a, p 55). Mientras que ambas líneas tienen aparentemente la misma secuencia de codificación de nucleótidos, difieren en "la localización aleatoria del hecho de inserción del gen" (Monsanto Cotton 1994b, p 13). Si la línea 531 de la proteína Cry1Ab no fue siquiera detectada, es difícil ver cómo puede Monsanto haber evaluado cualquier diferencia potencial (más allá, quizá, del nivel de expresión) entre las proteínas Cry1Ab derivadas de 531 y de 931 debida a efectos posicionales.

2) De la línea 931 al sustituto bacterial: a pesar de su nivel de expresión mayor, Monsanto decidió que la línea 931 no producía suficiente proteína para fines de ensayos de seguridad. Por lo tanto, la empresa realizó una evaluación para determinar si la proteína Bt híbrida de la línea 931 era o no equivalente a un sustituto expresado por E. coli con la misma secuencia de genes (Monsanto Cotton 1994b) (Este estudio de "equivalencia de la sustancia de ensayo" se analiza más adelante).

3) Del sustituto bacterial al núcleo tríptico: el grueso del ensayo de seguridad de Monsanto no se realiza siquiera con el surrogate híbrido Cry1Ab/Ac en toda su extensión y expresado por E. coli, sino con el fragmento de "núcleo tríptico" generado del mismo por tratamiento con tripsina. Esta etapa incluye la partición de la proteína de 134 kD en su extensión total para producir el núcleo de 66 kD resistente a la tripsina.

4) Del núcleo tríptico al Bt nativo: el puente final construido por la empresa registrante fue del núcleo tríptico del híbrido surrogate Cry1Ab/Ac producido por E. coli a las proteínas Cry1Ab y Cry1Ac producidas naturalmente en una cepa (no necesariamente la HD-73) de Bt kurstaki (Monsanto Cotton 1994a, p 16). Como se señala anteriormente, la Cry1Ac nativa difiere de la híbrida en siete aminoácidos, seis de ellos en la región codificadora del fragmento tóxico. No hay explicaciones relativas a por qué Monsanto construyó esta proteína híbrida para insertarla en su algodón BollGard. 

9.2 Maíz MON 810

Hay un traslado de información similar en el caso del maíz MON 810 de Monsanto (EPA BRAD, p IIA7). En este caso, la información original fue generada con la línea de maíz resistente al ECB 754-10-1, que se utilizó porque produce niveles relativamente altos de la proteína Btk HD-1. Esta información se aplicó a otra línea de maíz que producía niveles más bajos de la proteína en cuestión, MON 801, que fue subsiguientemente comercializada (Monsanto Corn 1995a, p 10). Finalmente, esta información se utilizó para apoyar el registro de MON 810 (Monsanto Corn 1995b), la línea que actualmente está para re-registrarse (MON 801 ha sido interrumpido).

Mientras que la línea 754-10-1 y MON 810 expresaban en toda su extensión la proteína Cry1Ab codificada por un gen derivado de la cepa Bt HD-1, el MON 810 fue empalmado con una secuencia parcial del gen cry1Ab que aparentemente codifica una proteína 92 kD (Monsanto Corn 1995c, p 15). Esta extraña longitud no concuerda con la protoxina Cry1Ab en toda su extensión (131 kD) ni con el fragmento tóxico. La explicación es que mientras Monsanto intentó empalmar la codificación del gen para la protoxina completa, su información sugiere que solamente los primeros 2.448 pares de base de la longitud total del gen, 3.468 pares de base, fueron integrados al genoma del maíz.

"Durante el proceso de aceleración de partículas, el ADN plásmido puede romperse, resultando en la integración de genes parciales en el ADN genómico" (Monsanto Corn 1995c, p 14).

"No se observó la proteína en toda su longitud 131 kD B.t.k. HD-1 en la línea MON 810, como se esperaba, ya que el gen en toda su longitud no fue incorporado al genoma del maíz" (ibíd, p 15).

Por lo tanto, MON 810, el maíz Bt que se está considerando para su re-registro, es el producto de un hecho de trasformación que salió mal.

Sin embargo Monsanto no llevó a cabo su prueba de equivalencia de sustancias, ni tampoco sus pruebas de evaluación sanitarias posteriores, para este fragmento 92 kD. De hecho, el fragmento 92 kD del gen cry1Ab parcialmente integrado ni siquiera se detectó en los análisis por Western blot, "debido, probablemente, a la baja expresión o la rápida degradación al producto resistente a la tripsina durante el procedimiento de extracción" (ibid, p 15).

En su lugar, Monsanto empleó el fragmento de núcleo tríptico de la proteína de 92 kD, que tiene un peso molecular de aproximadamente 63 kD. De hecho, el enfoque del registrante al traslado de información entre estas tres líneas de maíz distintas, cada una producto de un hecho de trasformación diferente, es ignorar la proteína realmente producida por cada una y centrarse en su lugar en el fragmento de 63 kD que resulta cuando la proteína expresada por cada una de las tres líneas es tratada con tripsina.

La etapa final del traslado consistió en expresar la protoxina Cry1Ab en toda su longitud (no el fragmento de 92 kD aparentemente producido por MON 810) en E. coli, y del mismo modo tratarlo con tripsina para obtener el fragmento de núcleo tríptico producido por E. coli.

9.3 Otros cultivos Bt

Gran parte de la información de caracterización del producto para el maíz Cry1F también resulta derivar de líneas de maíz alternas (por ejemplo, 1360 & 1362) más que de la línea finalmente comercializada (1507) (EPA BRAD 2001 maíz Cry1F 2001, pp 5, 6). No he tenido oportunidad de examinar este asunto en mayor detalle para el maíz Cry1F ni las papas Cry3A.

9.4 Conclusión

La permisibilidad de utilizar líneas de maíz alternas, producto de diferentes hechos de trasformación, como fuente de proteínas Bt para fines de prueba no está clara. Las fuentes que he consultado no tratan este tema, quizá porque dan por hecho que los registrantes someterán a prueba las proteínas de la línea de maíz cuya aprobación se pretende. Este es el camino directo tomado por Syngenta en la prueba llevada a cabo con su línea Bt 11 de maíz (aunque Syngenta también empleó proteínas expresadas por E. coli en gran parte de sus pruebas de seguridad, la empresa por lo menos utilizó la secuencia de genes de la línea de maíz para la cual pretendía aprobación para trasformar la bacteria sustituta; el tema de la prueba de equivalencia de sustancias en sentido estricto se trata más adelante).

De igual modo, no he encontrado justificación racional para permitir que las pruebas se realicen en un derivativo de la proteína Bt que realmente se expresa (sea en la planta o en E. coli). Una vez más, esto es probablemente porque se asume que las pruebas se realizarán en la proteína como se expresa, y no en un tripsinizado o derivativo modificado de otro modo de esa proteína.

Dadas las estrictas condiciones para la equivalencia que muchas autoridades en este campo consideran deben cumplirse antes de que los sustitutos bacteriales puedan utilizarse justificadamente para pruebas de seguridad en lugar de proteínas producidas por la planta, uno podría pensar que el tipo de "traslado" elaborado de información entre distintas líneas de maíz y distintas proteínas en el que Monsanto se ha metido no serían bien miradas, por decir lo menos grave.

10. "Prueba de equivalencia de sustancias"

Más adelante demostraré que incluso los dudosos datos generados por Monsanto utilizando líneas de cultivo alternas y derivativas de proteínas no cumplen con las normas para las pruebas de equivalencia de sustancias actualmente recomendadas por las autoridades de este campo. Según el SAP Mammalian Toxicity 2000 (p 14) y el SAP Bt Plant-Pesticides 2000 (pp 73, 74), el uso de una proteína sustituta producida bacterialmente para fines de prueba debería permitirse solamente si cumple con las siguientes condiciones de equivalencia con su contraparte producida por plantas: 

1. conducta idéntica de la longitud total, así como de las formas tripsinadas en la electroforesis 2D-gel;

2. idéntica inmunoreactividad (unión) a los anticuerpos poli o monoclonales;

3. idénticos patrones de modificación post-traslacional (es decir, glicosilación);

4. similitud de secuencia de la secuencia de aminoácidos en toda su extensión (altamente indeseable es el análisis de secuencia de aminoácidos 10-15 N o C-terminal y hasta tres secuencias cortas de proteína interna);

5. toxicidad similar a las especies blanco de insectos herbívoros (es decir, larvas).

10.1 Algodón BollGard

11. Monsanto llevó a cabo un SDS-PAGE unidimensional en las formas extensión total y tripsinada de la proteína híbrida Cry1Ab/Ac (Monsanto Cotton 1994b, p 14), no una electroforesis gel bidimensional como se había recomendado. Basándose en esto y en el Western blot, los autores declaran que grandes bandas tanto para las formas extensión total y tripsinada de las proteínas bacteriales y de las plantas comigran, pero es imposible confirmarlo debido a la mala calidad de mi copia del gel. Una proteína de 210 kD anómala se encontró en varias pistas del Western blot (ibid, pp 16, 17).

11. Véase el punto 1) arriba.

11. Los autores declaran que no se encontró mancha de carbohidratos en la posición Rf de la proteína nativa ni del núcleo estable de tripsina. No está claro si se encontró manchas en otro lugar (mala calidad de la copia). Si fuera así, tal manchado de otras bandas podría significar que hay fragmentos de proteína glicosilados, lo que quiere decir que no se cumplió con este requisito y posibles problemas de alergenicidad.

11. Los autores secuencian solamente los 15 aminoácidos en el N-terminal de la proteína de la planta tripsinada y de E. coli, junto con los 15 Aas de la "señal menor" que se dice representan el N-terminus nativo (no tripsinado) de la proteína E. coli, un método al que el SAP se refiere como "altamente indeseable". No se analizaron secuencias internas de proteína. Solamente 8 de los 15 Aas de la proteína derivada del algodón, 7 de la proteína expresada por E. coli, y 8 de las "señales menores" no tripsinadas fueron identificadas como conformes a las secuencias esperadas.
11. Bioensayos en insectos confirman una actividad similar de las bacterias derivadas de plantas y E. coli. 

Por lo tanto, incluso con la cuestionable utilización del núcleo tríptico de la proteína, la empresa registrante cumplió como mucho con tres de las cinco condiciones mencionadas arriba que se requieren por la determinación de la equivalencia de la sustancia de ensayo (2, posiblemente 3, y 5). En particular, los autores no consiguieron absolutamente demostrar la equivalencia de la secuencia de incluso los fragmentos cortos N-terminales que se estaban comparando, y aproximadamente la mitad de los 15 aminoácidos permanecen sin ser identificados.

10.2 Maíz MON 810

La mayor parte del estudio de Monsanto para determinar si la proteína surrogate producida por la bacteria era lo suficientemente similar como para sustituir a la proteína producida en la planta fue realizada con la línea original 754-10-1 que se discute más arriba, que había sido trasformada para producir la proteína Cry1Ab en su extensión total derivada de la cepa HD-1 de Bt kurstaki, en lugar de con la proteína de 92 kD aparentemente producida en la línea MON 810 que quiere re-registrarse. La proteína surrogate fue, de igual modo, la protoxina Cry1Ab en toda su extensión de 131 kD expresada en E. coli trasformado. Ambas protoxinas, la producida por el maíz y la derivada de E. coli, fueron luego tratadas con tripsina para producir los fragmentos nucleares de 63 kD resistentes a la tripsina utilizados en los ensayos de equivalencia (Monsanto Corn 1995a, p 12).

Aplicando los mismos criterios de SAP Mammalian Toxicity discutidos arriba se obtienen los siguientes resultados:

1) Una vez más, Monsanto empleó SDS-PAGE unidimensional en lugar de la electroforesis de gel 2-D recomendada por el SAP. Las bandas principales que aparecen en las pistas de la planta y bacterial comigraron, y se determinó que pesaban 59.8 kD, cerca del 5 % menos que los 63 kD que se esperaban en teoría (ibídem, p 8). Quizá sea más preocupante la inequívoca presencia de dos fuertes bandas menores en la pista del sustituto bacterial, que resultan ser proteínas de 40 y 32 kD. La proteína de 40 kD resulta ser en particular casi tan fuerte como la banda principal. Estas bandas están completamente ausentes en la pista de la proteína producida por la planta. Mientras que para este gel se cargaron 2 μg de proteína producida por la bacteria, la cantidad de proteína producida por la planta que se cargó está "sin determinar" (ibídem, cuadro 3, p 27; véase el apéndice 3).

2) El Western blot revela bandas mayores comigrando de cerca de 56 kD para las producidas producidas por la planta y por E. coli. La pista de la proteína E. coli, cargada con 20 ng, muestra dos bandas menores, la más fuerte de alrededor de 34 kD y una considerablemente más débil de unos 38 kD. La correspondiente pista de proteína producida por la planta, cuya carga no fue determinada, revela una sola banda menor de cerca de 41 kD (ibídem, cuadro 3, p 29; véase el apéndice 4).

3) No se encontraron evidencias de glicosilación para la proteína tanto producida por la planta como bacterial (ibídem, p 19).

4) Igual que con el estudio de equivalencia para el algodón tratado más arriba, Monsanto emplea aquí también el método "altamente indeseable" de secuenciar solamente los 15 aminoácidos del N-terminal, sin ningún tipo de secuenciación interna. 12 de los 15 aminoácidos de la proteína de E. coli fueron conformes a la secuencia esperada; los aminoácidos en las posiciones 13-15 no pudieron ser identificados. 13 de los 15 aminoácidos de la proteína producida por el maíz concordaron positivamente con la secuencia esperada, con dos identificaciones tentativas en las posiciones 1 y 13 (ibídem, pp 17 & 18 y cuadros 1 & 2, p 26).

5) La bioactividad de las dos proteínas de núcleo resistente a la tripsina se ensayó con el earworm del algodón (CEW) y el budworm del tabaco (TBW). Los valores de EC50 (la cantidad de proteína requerida para inhibir el crecimiento en un 50 %) son razonablemente cercanos en cada caso, aunque el sustituto producido por la bacteria demostró ser un poco más tóxico que la proteína producida por la planta para el CEW, y un poco menos tóxico que la proteína de la planta psra el TBW. Por lo tanto, la relación de valores de EC50 (CEW/TBW) para el sustituto bacterial fue 3,49, mientras que el mismo parámetro fue de solo 2,07 para el núcleo tríptico de la proteína expresada por la planta (ibídem, cuadro 1, p 25). 

Por lo tanto, incluso cuando el análisis se restringe a los fragmentos de núcleo tríptico de las proteínas Cry1Ab sustituto bacterial y producida por la planta, MON 810 cumple como mucho con dos (3 y 5) de los cinco criterios establecidos por SAP Mammalian Toxicity para justificar el uso de sustitutos bacteriales en lugar de la proteína expresada en la planta.

11. La EPA en cuanto al uso de proteínas de núcleo tríptico 
para fines de ensayo

Monsanto pidió permiso a la EPA para utilizar proteínas de fragmento de núcleo tríptico en los ensayos de su maíz y su algodón Bt descritos arriba. La respuesta de la EPA merece cierta consideración.

"En general la seguridad humana de una proteína en toda su extensión no puede extrapolarse de la falta de toxicidad de un fragmento más pequeño. Es válido, sin embargo, presumir que, para las proteínas en general, si se sabe que la proteína madre no es tóxica para los humanos y si es un constituyente común de la dieta, la exposición oral a los fragmentos de la proteína madre no sería tóxica.

Por los motivos presentados por Monsanto, el fragmento tríptico es apropiado como material de ensayo para la toxicidad en mamíferos; y basándose en otra información disponible para Monsanto, la proteína en su extensión total e B.t.k. HD-1 o HD-73 tampoco es tóxica" (Monsanto Corn 1995a, énfasis mío).
La Agencia nota correctamente que no se puede concluir que una proteína en toda su extensión es segura basándose en un ensayo realizado con un fragmento de esa proteína. Esto parecería invalidar el grueso de los resultados de los ensayos de Monsanto sobre sus productos de maíz y algodón, que se realizaron con el núcleo de la proteína resistente a la tripsina. En la oración siguiente, sin embargo, la EPA parece abrir la puerta a la extrapolación en la dirección opuesta: de la presumida seguridad de las proteínas plaguicidas microbiales en toda su extensión ("proteína madre") a las versiones truncadas que se encuentran en los maíces MON 810 y Bt 11.

Ya he mencionado varias razones para no extrapolar la seguridad de las proteínas truncadas que se encuentran en la mayoría de los cultivos Bt a partir de los antecedentes de uso seguro de proteínas microbiales Bt nativas. Entre ellas se incluye las p9otenciales diferencias de solubilidad de las proteínas Bt en toda su extensión versus las truncadas, las alteraciones en el uso de codones para mejorar la expresión en la planta, evidencia de diferencias conformacionales entre las proteínas Bt en toda su extensión y sus fragmentos, y diferencias de reactividad inmunológica entre las versiones en toda su extensión y las truncadas. En el caso de la proteína híbrida Cry1Ab/Ac expresada en el algodón BollGard, sabemos que su secuencia de aminoácidos deducida difiere en siete aminoácidos de la Cry1Ac nativa producida por una cepa, no necesariamente HD-73, de Bt kurstaki (recuérdese que la secuencia de aminoácidos en sí no concuerda positivamente con la proteína teórica deducida de su secuencia de nucleótidos, más allá de 7 u 8 aminoácidos en el N-terminal).

El estudio de Bernstein discutido más arriba suministra pruebas adicionales de la impermisibilidad de esta extrapolación, al igual que una serie de estudios de Vazquez y sus colegas en los que se demuestra que la protoxina y la toxina Cry1Ac son potentes inmunógenos que provocan respuestas inmunitarias tanto mucosales como sistémicas (Vazquez et al 2000a & 1999a), y que la protoxina Cry1Ac es un potente adyuvante sistémico y mucosal (Vazquez et al 1999b) y se liga a las proteínas de superficie en el intestino delgado del ratón (Vazquez et al 2000b).

Además, la EPA no presenta información, que yo sepa, para demostrar que las proteínas Bt nativas son de hecho "un constituyente común de la dieta", como la Agencia aparentemente asume. Por supuesto, los microbios Bt del suelo que expresan las proteínas Cry1Ab y Cry1Ac están presentes en el medio ambiente, y puede asumirse que están presentes- en ciertos niveles y frecuencias indeterminados- en los cultivos. Pero sin información para demostrar la prevalencia de dichas proteínas en los cultivos alimentarios, parecería injustificado considerarlos "un constituyente común de la dieta". Otra fuente de exposición son los plaguicidas microbiales aplicados en forma de fumigación Bt. Sin embargo, al aplicarlos externamente, las proteínas Cry de los fumigantes Bt se degradan rápidamente a la luz ultravioleta. No resulta claro si alguna o ambas de estas contribuciones a la exposición humana a la proteína Cry justifican la presunción de que las Cry1Ab y Cry1Ac nativas se encuentran comúnmente en la dieta humana. En cualquier caso, es seguro asumir que las proteínas Cry expresadas en variedades de maíz plantadas en 14 millones de acres resultarán en niveles mucho más altos de exposición que las fumigaciones Bt rápidamente degradables aplicadas como mucho esporádicamente a las plantas cultivadas.

Hasta que la EPA no trate los puntos discutidos arriba, parecería irresponsable confiar en información sobre los antecedentes de uso seguro de las protoxinas en toda su extensión expresadas en los plaguicidas microbiales para justificar cualquier conclusión en relación con la seguridad de las versiones truncadas o modificadas de otro modo de estas proteínas expresadas en las plantas de los cultivos. Por otra parte, la misma EPA desestima las conclusiones relativas a la "seguridad humana de una proteína en toda su extensión" a partir de la "falta de toxicidad de un fragmento menor". 

Para terminar, la Agencia designó explícitamente su respuesta a Monsanto en cuanto a la utilización de fragmentos de núcleo tríptico en la evaluación sanitaria de los cultivos Bt como "guía provisional" (Monsanto Corn 1995a, p 87). Ahora, más de media década después, la Agencia debería realizar una reestimación exhaustiva de esta guía provisional a la luz de la información más actual como parte del proceso de reevaluación, y posponer cualquier decisión relativa al re-registro de cualquier cultivo Bt hasta que esto se haya hecho.

12 Reflexiones finales
Basándose en las muchas y manifiestas deficiencias de la caracterización del producto y la evaluación sanitaria humana de la EPA que se tratan anteriormente, parece que la Agencia considera demasiado a menudo sus responsabilidades de evaluación como una recolección mecánica de información para "confirmar" una conclusión conocida de antemano (por ejemplo, "completar la base de datos de un producto") más que como proceso vital para garantizar la protección de la salud pública y el medio ambiente. El lenguaje de la Agencia revela numerosos ejemplos adicionales de esta actitud falsa y corrosiva. Con respecto al ensayo de digestibilidad in vitro, la Agencia escribe: "La intención de este ensayo es demostrar que la proteína Bt se degrada en pequeños péptidos o aminoácidos en soluciones que reproducen los jugos gástricos" (EPA BRAD Human Health, p IIB1). Sin embargo, si es que este ensayo debería significar algo, su intención no puede ser "demostrar" una conclusión pre establecida (aquí, la degradación en unidades pequeñas). Antes bien, el propósito debería haber sido "determinar si la proteína se degrada o no...". Como hemos visto, Monsanto parece haber diseñado deliberadamente su ensayo de digestibilidad sobre el núcleo tríptico del sustituto producido por la bacteria de la protoxina expresada en su línea 754-10-1 de maíz (como sustituto de la proteína Bt producida en la línea que se quiere re-registrar, MON 810) para llegar a la conclusión que quería. Esto no es ciencia sensata, y la Agencia no debería adoptar las prácticas ni la actitud de la empresa registrante, que obviamente tiene intereses comerciales en el resultado de dicho ensayo.

Otro ejemplo. Con respecto a la determinación de la suficiente similitud entre las proteínas Bt derivadas de bacterias y las proteínas producidas por la planta a efectos de justificar la sustitución de las primeras por las últimas en el ensayo, la EPA escribe: "La correcta caracterización de la equivalencia entre estas proteínas microbiales y lsa proteínas expresadas por la planta proporciona una alternativa a la purificación del material de ensayo como la proteína producida por la planta a partir de grandes volúmenes de tejido" (EPA BRAD Product Characterization, IIA4). Una vez más, el lenguaje empleado ("correcta caracterización de la equivalencia") prejuzga implícitamente el resultado de un ensayo que obviamente no logró demostrar la conclusión que se presumía (aquí, la "equivalencia" de la proteína producida por la planta y el sustituto bacterial). Una vez más, la Agencia adopta la actitud de la industria biotécnica, que se refiere comúnmente a estos estudios con lenguaje tal como "determinación de la equivalencia de la sustancia de ensayo" incluso cuando, como en el caso de Cry9C, el estudio de hecho no logra demostrar la equivalencia. El hecho de que Aventis no haya logrado demostrar dicha "equivalencia" fue un factor clave para que SAP StarLink III recomendara no acceder a la solicitud de la empresa de establecer una tolerancia para Cry9C; esto demuestra que no se trata para nada de un caso de hilado demasiado fino.

Un prominente experto alergista nos dice que:

"La incidencia de la alergia alimentaria está aumentando y la severidad de los síntomas observados comúnmente está empeorando... Durante mucho tiempo la alergia alimentaria ha sido considerada como un capricho. Sin embargo, hoy es un aspecto real y particularmente serio de la toxicología alimentaria.

El número de alergenos alimentarios incriminados también está aumentando. Alimentos noveles y tradicionales empiezan a ser alergenos potenciales. Esta es una gran preocupación tanto para la industria alimentaria como para aquellos comités regulatorios a cargo de la salud pública. Existe por lo tanto la necesidad de evaluar y gestionar el riesgo alergénico de los alimentos (nuevos)" (Wal 1998, p 413).

La EPA debería considerar seriamente la posibilidad de que los cultivos Bt hayan contribuido a la creciente incidencia de la alergia alimentaria. En términos de regulación, esto implica una rigurosa aplicación de la mejor ciencia disponible más que la aceptación fláccida de cualesquiera estudios brumosos que las empresas registrantes interesadas financieramente elijan presentar. Con respecto a este proceso de reevaluación, la agencia no debería siquiera considerar el re-registro hasta que no haya obtenido la información que le falta, generado nueva información cuando sea necesario de acuerdo con los rigurosos ensayos recomendada por los mismos peritos asesores de la Agencia, y evaluado cuidadosamente la misma. Menos que eso significaría poner los intereses de las empresas registrantes por encima de la preocupación primordial por la salud humana.
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