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PARECER TÉCNICO Nº 2052/2009

Processo nº: 01200.003326/2008-61

Requerente: Monsanto do Brasil Ltda.

CNPJ: 64.858.525/0001-45

Endereço: Avenida das Nações Unidas, 12901, Torre Norte 7º Andar, São Paulo-SP

Assunto: Liberação Comercial de algodão geneticamente modificado

Extrato Prévio: 1.530/2008, publicado no D.O.U em 03/09/2008

Reunião: 127ª Reunião ordinária, ocorrida em 15/10/2009

Decisão: Deferido
A CTNBio, após apreciação do pedido de Parecer Técnico para liberação comercial de milho geneticamente modificado resistente a insetos da ordem Lepidoptera milho MON 89034, bem como de todas as progênies provenientes do evento de transformação MON 89034 e seus derivados de cruzamento de linhagens e populações não-transgênicas de milho com linhagens portadoras do evento MON 89034, concluiu pelo seu DEFERIMENTO nos termos deste parecer técnico conclusivo.

A Monsanto do Brasil Ltda. solicitou à CTNBio Parecer Técnico relativo à biossegurança do milho (Zea mays) resistente a insetos, designado Milho MON 89034, para efeito de sua liberação ao livre registro, uso no ambiente, consumo humano ou animal, comércio ou uso industrial e qualquer outro uso e atividade relacionada a esse OGM, ou linhagens ou cultivares derivadas deste, assim como os subprodutos obtidos, respeitadas as demais legislações e exigências aplicáveis a qualquer utilização das espécies cultivadas do gênero Zea vigentes no país. O milho MON 89034 foi produzido através da transformação do híbrido LH172, mediado por Agrobacterium sp. com o plasmídeo PV-ZMIR245 contendo os genes cry1A.105 e cry2Ab2. Os produtos da expressão dos genes inseridos são as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2, os quais são bastante conhecidos e caracterizados como proteínas inseticidas derivadas da bactéria de solo Bacillus thuringiensis. A caracterização do DNA inserido no milho MON 89034 foi conduzida através de análises laboratoriais cujos resultados mostraram que o milho MON 89034 contém uma única cópia funcional dos genes cry1A.105 e cry2Ab2 inserida no seu genoma. Atualmente, o mecanismo geral da atividade inseticida das proteínas Cry é bem entendido e essas proteínas compreendem vários domínios funcionais que possuem regiões altamente conservadas. Diversos experimentos de campo para avaliação de características agronômicas e fenotípicas do milho MON 89034 - em comparação ao milho controle convencional de mesmo fenótipo - foram conduzidos durante a safra 2007/2008 em quatro locais representativos da  cultura do milho no Brasil: Cachoeira Dourada, MG, Sorriso, MT, Rolândia, PR e Não-Me-Toque, RS. As características agronômicas e fenotípicas do milho MON 89034 foram avaliadas em relação ao impacto ecológico e ao seu potencial como planta invasora. Essas avaliações incluíram diversos parâmetros, dentre eles: as características de crescimento e o desenvolvimento da planta, a germinação de sementes, as características do pólen e as observações para cada interação planta-inseto, planta-doença e planta-estresse abiótico. Os resultados indicaram que o milho MON 89034 não possui características que poderiam conferir risco como planta invasora, ou aumentar o risco ecológico comparado ao milho convencional. Os dados sobre interações ecológicas indicaram que o milho MON 89034 não confere nenhuma suscetibilidade maior ou tolerância a doenças específicas, insetos (exceto os insetos-alvo) ou estresses abióticos. Esses dados corroboram a ideia de que o milho MON 89034 não apresenta risco de se tornar uma planta invasora ou de gerar significativo impacto ecológico quando comparado ao milho convencional. Os efeitos adversos na cadeia alimentar humana e animal pela ingestão do milho MON 89034 e seus derivados não são esperados com base na avaliação da segurança alimentar do milho MON 89034 e das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 nele expressas. Reações alérgicas a proteínas Cry não foram confirmadas em aplicações de produtos microbianos derivados de B. thuringiensis durante mais de quatro décadas de uso. A segurança na dieta das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 presentes em alimentos e rações derivadas do milho MON 89034 foi avaliada quanto aos riscos para humanos e animais demonstrando que ambas as proteínas não apresentam toxicidade aguda e não causam nenhum efeito adverso, mesmo nas doses mais altas. As proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 são rapidamente digeridas em fluidos gástricos simulados onde, entre 95% a 99% das proteínas foram digeridas em fluidos gástricos simulados em um tempo inferior a 30 segundos. Sendo assim, essas proteínas, as quais são rapidamente digeridas nos sistemas gastrintestinais de mamíferos, apresentam probabilidade desprezível de causar alergias quando consumidas. As proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 não compartilham de nenhuma similaridade de seqüência de aminoácidos com alérgenos conhecidos ou proteínas tóxicas que possam causar efeitos adversos em mamíferos. Os produtos alimentares e rações contendo o milho MON 89034, ou fabricados com o milho MON 89034, são tão seguros para o consumo humano e animal quanto os alimentos fabricados com o milho convencional. Os potenciais efeitos adversos do milho MON 89034 à saúde animal foi avaliado a partir de estudos com mamíferos e aves, corroborando os resultados sobre a segurança alimentar do milho MON 89034 e das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 nele expressas. O fluxo gênico horizontal entre milho MON 89034 e outras espécies, mesmo aquelas muito relacionadas, tem probabilidade praticamente nula de ocorrer, pois espécies silvestres relacionadas com o milho não ocorrem naturalmente no Brasil. A coexistência entre cultivares de milhos convencionais (melhoradas ou crioulas) e cultivares transgênicas de milhos é possível do ponto de vista agronômico, devendo-se, para isso, observar o disposto na Resolução Normativa n° 4 da CTNBio. Assim, conclui-se, após análise dos dados fornecidos pela requerente, bem como a análise de literatura científica independente, que as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2  são inócuas e que o milho MON 89034 não é potencialmente causador de significativa degradação do meio ambiente; ou de riscos à saúde humana e animal. Por essas razões, não há restrições ao uso deste milho ou seus derivados.

PARECER TÉCNICO

I. Identificação do OGM

Designação do OGM: Milho MON 89034

Requerente: Monsanto do Brasil Ltda.

Espécie: Zea mays L.

Característica Inserida: Resistência a insetos

Método de introdução da característica: O milho MON 89034, classificado como Classe de Risco I, foi produzido através da metodologia de transformação mediada por Agrobacterium sp. com o plasmídeo PV-ZMIR245. 

Uso proposto: Livre registro, uso, ensaios, testes, semeadura, transporte, armazenamento, comercialização, consumo, importação, liberação e descarte.

II. Informações Gerais
O milho (Zea Mays L.) pertence à tribo Maydae, a qual pertence à subfamília Panicoideae da família Gramineae. A tribo Maydae inclui os gêneros Zea e Tripsacum no Hemisfério Ocidental e Coix, Polytoca, Chionachne, Schlerachne e Trilobachne na Ásia. O gênero Zea inclui duas seções: Luxuriantes e Zea. O milho (Zea mays L.) é uma espécie separada dentro do subgênero Zea, juntamente com três subespécies. O outro gênero incluído na tribo Maydae é Tripsacum. O Tripsacum inclui 16 espécies com um número básico de 18 cromossomos (n = 18), e as diferentes espécies de Tripsacum incluem múltiplos de 18 cromossomos dentro do intervalo de 2n = 36 a 2n = 108. 

O milho possui um histórico de mais de oito mil anos nas Américas e é cultivado desde o período pré-colombiano. É uma das plantas superiores mais bem caracterizadas cientificamente, sendo hoje a espécie cultivada que atingiu o mais elevado grau de domesticação e só sobrevive na natureza quando cultivado pelo homem (1). Atualmente, já foram identificadas cerca de 300 variedades de milho e, dentro de cada variedade, milhares de cultivares. 

O milho é considerado uma das mais importantes fontes de alimento no mundo e é usado como insumo para a produção de uma variedade de produtos alimentícios, rações e produtos industriais. O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, com uma produção de aproximadamente 35 milhões de toneladas no ano de 2005, atrás somente dos Estados Unidos da América (282 milhões de toneladas) e da China (139 milhões de toneladas) (2). O milho é a segunda cultura mais plantada no Brasil, sendo cultivado basicamente em duas safras, ocupando praticamente todo o território nacional. Em termos de produção, o milho ocupa o segundo nível na lista das maiores culturas nacionais, enquanto a soja, o primeiro (3). 

A ocorrência de insetos nos trópicos é maior do que em regiões temperadas onde os danos causados são mais acentuados. Dentre as pragas mais importantes do milho, destaca-se a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda. Cruz e colaboradores (4) estimaram que no Brasil as perdas em função das infestações por S. frugiperda estavam em torno de 400 milhões de dólares por ano. A partir de 1999, constatou-se um aumento da ocorrência de S. frugiperda e, conseqüentemente, houve incremento nos prejuízos. Outras espécies da ordem Lepidoptera também são pragas importantes da cultura do milho, como a lagarta-da-espiga (Helicoverpa zea) e a lagarta-do-colmo (Diatrea saccharalis). Estima-se que essas três espécies possam causar danos de até 34% na produção de grãos de milho. 

A principal medida de controle de insetos na cultura do milho no Brasil tem sido o uso de inseticidas. Em algumas áreas do Centro-Oeste brasileiro, por exemplo, são necessárias dezenas de pulverizações com inseticidas em um único ciclo da cultura. Outra medida de controle de pragas seria o uso de cultivares resistentes. A obtenção de cultivares de milho, resistentes a insetos por meio de melhoramento genético clássico, não tem obtido o sucesso almejado. Considerando S. frugiperda, várias tentativas têm sido realizadas com sucesso limitado (5).

O milho MON 89034 produz as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 derivadas do Bacillus thuringiensis, as quais são ativas contra lepidópteros-praga importantes nessa cultura. Comparado ao milho contendo o evento isolado MON 810, o milho MON 89034 controla um espectro maior de pragas. O milho MON 89034 fornece controle eficaz contra a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) durante toda a safra. Além disso, o milho MON 89034 fornece proteção significativamente maior contra danos causados pela lagarta-da-espiga (Helicoverpa zea) quando comparado ao milho geneticamente modificado expressando apenas uma proteína, e um elevado controle de espécies de Ostrinia, como a broca européia do milho e a broca asiática do milho, e de Diatraea, como a broca-do-colmo. No Brasil, as principais pragas do milho que serão alvo do milho contendo o evento MON 89034 são a lagarta-do-cartucho, a lagarta-da-espiga e a broca-do-colmo.   

O Brasil é considerado o terceiro maior consumidor de defensivos agrícolas do mundo onde, atualmente, existem cerca de 142 agrotóxicos registrados para o milho e, desse total, 107 são destinados somente para lagartas. Existem vários casos de resistência pelo uso constante e indiscriminado de inseticidas na cultura do milho no Brasil. Além disso, um dos fatores que mais afeta a saúde dos agricultores no Brasil é o uso de defensivos agrícolas, responsáveis pela intoxicação de um milhão de pessoas anualmente (6).

III. Descrição do OGM e Proteínas Expressas
O milho MON 89034 foi produzido através da metodologia de transformação genética mediada por Agrobacterium tumefaciens utilizando o plasmídeo binário PV-ZMIR245. Esse plasmídeo consiste de duas regiões T-DNA separadas, cada qual envolvida pelas bordas direita e esquerda do plasmídeo Ti (7). Um TDNA (T-DNA I) contém os genes cry1A.105 e cry2Ab2, enquanto o outro T-DNA (T-DNA II) contém o gene nptII, que confere resistência ao antibiótico canamicina e foi utilizado no processo inicial de seleção de células transformadas. A expressão dos genes cry1A.105 e cry2Ab2 é regulada pelos promotores e35S e FMV, respectivamente.

A sequência codificadora do gene cry1A.105 produz a proteína Cry1A.105 que apresenta ação inseticida sobre lepidópteros-praga da cultura do milho. A proteína Cry1A.105 é uma proteína Cry1A derivada de Bacillus thuringiensis, modificada cuja sequência de aminoácidos que equivale às proteínas Cry1Ab, Cry1Ac e Cry1F em 90,0%, 93,6% e 76,7%, respectivamente. A seqüência codificadora do gene cry2Ab2 produz a proteína Cry2Ab2 que é membro da classe de proteínas Cry2Ab com a qual tem em comum mais de 95% da seqüência de aminoácidos (8, 9). Essa é uma variante da proteína selvagem Cry2Ab2 isolada de B. thuringiensis subsp. kurstaki. 

O organismo doador dos genes Cry1A.105 e Cry2Ab2 é o B. thuringiensis, que é uma bactéria Gram-positiva formadora de esporos naturalmente encontrada no solo. B. thuringiensis produzem proteínas em forma de cristais ou corpos de inclusão que são seletivamente tóxicos para certas ordens e espécies de insetos pragas. Essa tecnologia vem sendo utilizada desde 1958 para a produção de formulações microbianas com atividade inseticida (10). Esse histórico de uso seguro mostra que não há perigo advindo do uso de misturas de B. thuringiensis e da presença de proteínas Cry em alimentos e rações, o que foi corroborado pela ausência de efeitos adversos em mamíferos nos estudos toxicológicos realizados com esses produtos. Essa conclusão é sustentada pela revisão sobre o histórico de uso seguro do B. thuringiensis na agricultura (11). Não são conhecidos efeitos adversos que tenham ocorrido em seres humanos nesse longo período de uso das formulações microbianas de B. thuringiensis (10). Betz e colaboradores (12) demostraram a segurança de várias proteína Cry - expressas em plantas geneticamente modificadas - para o homem, os animais e o meio ambiente. 

O gene nptII codifica a enzima neomicina fosfotransferase II (NPTII) que inativa alguns antibióticos aminoglicosídicos como canamicina, neomicina e paromicina. A seqüência codificadora para o gene nptII é derivada do transposon procariótico Tn5 (13). A enzima NPTII utiliza adenosina-trifosfato (ATP) para fosforilar e inativar antibióticos aminoglicosídicos, o que evita que eles causem injúria nas células que expressam NPTII quando elas são cultivadas no meio de cultura que contém esses agentes seletivos. O único objetivo da inserção do gene nptII no milho MON 89034 foi, portanto, a seleção de células transformadas contendo os genes cry1A.105 e cry2Ab2. 

Técnica de melhoramento genético clássico foi utilizada para isolar plantas que continham apenas os genes de interesse cry1A.105 e cry2Ab2, mas que seriam desprovidas do gene nptII (T-DNA II), produzindo, portanto, plantas livres do marcador de seleção e apenas com a característica de resistência a alguns lepidópteros-praga (14).

A caracterização do DNA inserido no milho MON 89034 foi realizada através de análises de Southern blot, reação em cadeia de polimerase - PCR e sequenciamento de DNA. Os resultados mostraram que o milho MON 89034 contém uma única cópia funcional dos genes cry1A.105 e cry2Ab2 e que o inserto completo inclui: (1) a seqüência codificadora do gene cry1A.105 cuja transcrição é controlada pelo promotor e35S modificado, a seqüência líder Cab 5’ não-traduzida da proteína que se liga à clorofila a/b de trigo, o íntron do gene da actina de arroz (Ract1) e a seqüência de finalização da transcrição e poliadenilação derivada da região 3’ não-traduzida da região codificadora da proteína Hsp17.3 de trigo (Hsp17); e (2) a seqüência codificadora do gene cry2Ab2 cuja transcrição é controlada pelo promotor 35S do vírus do mosaico de figwort (FMV), o primeiro íntron do gene da proteína Hsp70 (Hsp70), a região de DNA que contém a seqüência do peptídeo de trânsito para o cloroplasto da subunidade menor da ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase de milho e o primeiro íntron (SSU-CTP) e a seqüência de finalização da transcrição e poliadenilação derivada da seqüência de finalização 3’ da nopalina sintase (NOS 3’) de A. tumefaciens. Esse T-DNA (T-DNA I) foi inserido no genoma do milho e resultou na síntese das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 pela expressão dos genes cry1A.105 e cry2Ab2. O peptídeo de trânsito para o cloroplasto (CTP) está presente para direcionar a proteína Cry2Ab2 para os plastídeos de milho. 

As análises de PCR, sequenciamento do DNA introduzido e do DNA genômico adjacente ao inserto no milho MON 89034 confirmaram a organização dos elementos genéticos dentro do genoma. Os resultados do sequenciamento dos fragmentos de DNA amplificados confirmaram que a seqüência do DNA inserido no milho MON 89034 corresponde às seqüências presentes no plasmídeo PV-ZMIR245. Entretanto, o promotor e35S, que regula a expressão do gene cry1A.105, foi modificado pela substituição da seqüência da borda direita presente no plasmídeo PV-ZMIR245 pela seqüência da borda esquerda no milho MON 89034. 

A proteína Cry1A.105 consiste de 1.177 aminoácidos com um peso molecular (MW) de 133 kDa, é uma proteína é quimérica formada pelo domínios I e II das proteínas Cry1Ab ou Cry1Ac1, uma porção substancial do domínio III da proteína Cry1F e o domínio C-terminal da proteína Cry1Ac. 

A proteína Cry1A.105 foi desenhada usando a estratégia de troca de domínios para alcançar altos níveis de homologia de vários domínios da proteína Cry1A.105 com os respectivos domínios das proteínas Cry1Ab, Cry1Ac e Cry1F. Os domínios I e II da proteína Cry1A.105 são 100% idênticos aos domínios I e II das proteínas Cry1Ab e Cry1Ac em seqüência de aminoácidos. O domínio III da proteína Cry1A.105 é 99% idêntico ao domínio III da proteína Cry1F em seqüência de aminoácidos. A porção C-terminal tem 100% de homologia com a porção C-terminal da proteína Cry1Ac. Na média, a identidade de seqüências da proteína Cry1A.105 com a Cry1Ac, a Cry1Ab e a Cry1F é de 93,6%, 90,0% e 76,7 % respectivamente. 

De acordo com o filograma aceito para proteínas Cry de B. thuringiensis (8, 9), a proteína Cry1A.105 pode ser agrupada com as proteínas Cry1Ac e Cry1Ab devido ao alto grau de homologia (15). O intercâmbio de domínios é um mecanismo bem conhecido que ocorre naturalmente e que aumenta a diversidade de proteínas Cry (16, 17, 18). Esse intercâmbio associado com ferramentas modernas da biologia molecular tem sido usado para trocar os domínios funcionais das proteínas Cry1 e desenvolver biopesticidas microbianos comerciais com maior especificidade aos lepidópteros-praga. 

Pesticidas microbianos com a proteína quimérica Cry1Ac/Cry1F têm sido usados para o controle de lepidópteros-praga desde 1997 (19, 20) e o algodão que expressa a proteína quimérica que contém os domínios de Cry1F, Cry1C e Cry1Ab também vem sendo comercializado (21). 

O mecanismo geral da atividade inseticida das proteínas Cry é bem entendido (22, 23, 24). Essas proteínas compreendem vários domínios funcionais que possuem regiões altamente conservadas entre as diferentes classes. Por exemplo, a seqüência de aminoácidos das proteínas Cry1A é altamente conservada nos domínios I, II e III. Esses domínios funcionais determinam a atividade e a especificidade das proteínas Cry. O domínio I está envolvido na inserção na membrana e na formação de poros. O domínio II está envolvido no reconhecimento e na ligação ao receptor específico. O domínio III mantém a integridade estrutural da molécula protéica (25) e também contribui para a especificidade (16, 26). 

O domínio C-terminal está relacionado à formação do cristal, o que não contribui diretamente para a atividade da proteína (16). O domínio C-terminal é cortado uma vez dentro do intestino médio do inseto ou por certas proteases in vitro. Somente insetos com receptores específicos são afetados e não se observa toxicidade sobre espécies que não possuem esses receptores (8, 9). 

Assim como outras proteínas Cry1A, a Cry1A.105 é ativa contra importantes lepidópteros-praga. O espectro de atividade inclui as brocas de milho dos gêneros Ostrinia (como a broca européia do 1 Cry1Ab e Cry1Ac compartilham 100% de seqüência de aminoácidos nos domínios I e II milho e a broca asiática do milho) e Diatraea (brocas-do-colmo de milho), a lagarta-docartucho (Spodoptera spp.), a lagarta-da-espiga (Helicoverpa spp.) e a lagarta-rosca (Agrotis ipsilon).

A proteína Cry1A.105 foi purificada a partir dos grãos do milho MON 89034 e uma linhagem recombinante de E. coli através de fermentação. Um painel de testes analíticos foi usado para identificar, caracterizar e comparar a proteína Cry1A.105 produzida na planta de milho MON 89034 e a produzida em E. coli.

Analise da proteína Cry1A.105 isolada do milho MON 89034, purificada e caracterizada, demonstrou sua equivalência entre a proteína produzida em planta e a produzida em E. coli. Os resultados de eletroforese em SDS-PAGE demonstraram que a proteína Cry1A.105 produzida no milho MON 89034 em comparação com a produzida em E. coli, indicou que ambas têm peso molecular equivalentes. Teste usando Western blot mostrou que a mobilidade eletroforética e a imunorreatividade da proteína Cry1A.105 produzida no milho MON 89034 são equivalentes às da proteína produzida em E. coli. 

O mapeamento do peptídeo tríptico por MALDI-TOF MS rendeu massas de peptídeos consistentes com os peptídeos trípticos esperados gerados in silico com base nos locais previstos de quebra pela tripsina nas seqüências de Cry1A.105. Adicionalmente, as duas proteínas foram equivalentes em termos de atividade funcional e ausência de glicosilação. 

A proteína Cry2Ab2 produzida no milho MON 89034 é derivada do Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki e sua seqüência de aminoácidos difere da proteína selvagem por um único aminoácido. A proteína Cry2Ab2 tem 88% de identidade de seqüência de aminoácidos com a proteína Cry2Aa, que está presente em produtos microbianos comerciais usados para o controle de pragas. As proteínas Cry2Ab2 produzidas no milho MON 89034 e no algodão geneticamente modificado contendo o evento MON 15985 (27) compartilham de seqüência de aminoácidos idêntica. 

A proteína Cry2Ab2 produzida no milho MON 89034 é uma variação da proteína Cry2Ab2 selvagem do B. thuringiensis. E o seu acúmulo no milho MON 89034 é direcionado para o cloroplasto através do uso de um peptídeo de trânsito para o cloroplasto (CTP) no cassete de expressão. Os CTPs facilitam o transporte intracelular de proteínas do citoplasma para os plastídeos (28) e são tipicamente eliminados da proteína madura uma vez nos cloroplastos, onde são rapidamente degradados. Para permitir que a Cry2Ab2 seja acumulada nos plastídeos do milho MON 89034, a seqüência de DNA que codifica a região CTP da subunidade menor da ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase de milho foi fundida com a seqüência codificadora do gene cry2Ab2.

A proteína Cry2Ab2 isolada do milho MON 89034 foi purificada, caracterizada, sendo que os resultados mostraram a equivalência entre a proteína produzida em planta e a produzida em E. coli. O SDS-PAGE demonstrou que a proteína Cry2Ab2 produzida no milho MON 89034 co-migrou no gel com a produzida em E. coli, indicando que as proteínas das duas fontes têm pesos moleculares equivalentes. Através de Western blot mostrou-se que a mobilidade eletroforética e a imunorreatividade da proteína Cry2Ab2 produzida no milho MON 89034 são equivalentes às da proteína produzida em E. coli. 

O N-terminal da proteína Cry2Ab2 do milho MON 89034 foi bloqueado, mas a análise por mapeamento por MALDI-TOF MS revelou massas de peptídeos consistentes com os peptídeos trípticos esperados com base nos locais previstos de quebra pela tripsina nas seqüências de Cry2Ab2, confirmando a identidade da proteína. Em adição, as duas proteínas foram equivalentes em termos de atividade funcional e ausência de glicosilação. O conjunto de dados forneceu uma caracterização detalhada da proteína Cry2Ab2 isolada do milho MON 89034 e estabeleceu sua equivalência com a proteína produzida em E. coli e utilizada nos estudos de biossegurança.

IV. Aspectos relacionados à Saúde Humana e dos Animais
Estudo de 90 dias com ratos foi realizado para avaliar os potenciais efeitos adversos do milho MON 89034 à saúde animal (29). Nesse estudo, grãos do milho MON 89034 foram fornecidos como alimento para ratos durante 90 dias. Os resultados mostraram que não houve morte ou observações clínicas relacionadas com os tratamentos, assim como alterações nos parâmetros avaliados: pesos corporais; consumo de alimento; hematologia; química do soro; e análise de urina. Além disso, não ocorreram alterações nos pesos de órgãos que fossem atribuídos à administração do milho MON 89034 em dieta, tampouco alteração macro ou microscópica que estivesse associada ao tratamento.

Finalmente, esses resultados permitem concluir que o estudo com ratos alimentados com grãos do milho MON 89034 durante 90 dias consecutivos não causou efeitos adversos para o crescimento e a saúde dos ratos. Esse resultado corrobora as demais conclusões sobre a segurança alimentar do milho MON 89034 e das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 nele expressas.
Adicionalmente, estudo de 42 dias foi conduzido para comparar o valor nutricional dos grãos do milho MON 89034 com o milho controle convencional H1325023, e também com quatro referências comerciais quando fornecidos como alimento para frangos de corte de rápido crescimento. Com base nos resultados desse estudo, a conclusão foi que a dieta contendo o milho MON 89034 foi tão saudável quanto a dieta controle e aquela contendo as referências comerciais, considerando-se a habilidade de promover o rápido crescimento das aves (30). 

Ao final dos experimentos foi possível concluir que as medidas do peso de carcaça congelada, camada adiposa, peito, sobrecoxas, coxas e asas foram similares para as aves alimentadas em todos os tratamentos. Da mesma forma, diferenças não foram observadas para percentagem de umidade, proteínas e gorduras em carne de peito e coxas das aves. Comparações das aves alimentadas com a dieta contendo o milho MON 89034 com as aves alimentadas com o milho controle, e as referências não mostraram diferenças nos parâmetros de desempenho, carcaça ou qualidade de carne. Assim, não foram encontradas diferenças de relevância biológica nos parâmetros medidos para as aves alimentadas com o milho MON 89034 ou com o milho controle. 

Um fator que contribui para o maior potencial de sensibilização alérgica oral a proteínas é a sua estabilidade à digestão gastrintestinal. Alérgenos protéicos tendem a ser estáveis às condições pépticas e ácidas do sistema digestivo se alcançam e passam através da mucosa intestinal para induzir uma resposta alérgica (31, 32, 33, 34). 

As proteínas que são rapidamente digeridas estão altamente correlacionadas com um decréscimo significativo do potencial para causar sensibilização ou reação alérgica quando consumidas por humanos. Um aspecto dessa avaliação inclui a análise da estabilidade da proteína no ensaio em fluido gástrico simulado (SGF Simulated Gastric Fluid) contendo pepsina. A relação entre a digestibilidade em SGF e o potencial para ser um alérgeno foi previamente relatada para um grupo de proteínas alergênicas e não-alergênicas (31). 

O ensaio de digestão em pepsina foi realizado para avaliar a suscetibilidade das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 à digestão in vitro em fluido contendo pepsina (35). Adicionalmente ao ensaio em SGF, o ensaio em fluido intestinal simulado (SIF Simulated Iintestinal Fluid) foi também realizado in vitro para avaliar a digestibilidade de componentes alimentares (36, 37). A suscetibilidade in vitro das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 à pancreatina foi avaliada para digestibilidade em SIF de acordo com métodos descritos na literatura (38). A digestibilidade da proteína Cry1A.105 em SGF foi avaliada por SDS-PAGE e Western blot. A digestão da proteína Cry1A.105 foi avaliada por análise visual em gel e poliacrilamida corado ou por análise visual de filmes de RaioX revelados.

Os resultados desse estudo demonstraram que a proteína Cry1A.105 foi rapidamente digerida após incubação em SGF. A proteína Cry1A.105 foi digerida abaixo do LOD em 30 segundos.

A digestibilidade da proteína Cry2Ab2 em SGF foi avaliada por SDS-PAGE e Western blot. A extensão da digestão da proteína Cry2Ab2 foi avaliada por análise visual em gel de poliacrilamida corado ou por análise visual de filmes de Raios-X revelados. Um gel ou membrana separado foi preparado ao mesmo tempo para determinar o limite de detecção (LOD) de cada ensaio. 

A digestibilidade da proteína Cry2Ab2 em SGF foi avaliada em gel de poliacrilamida SDS e mostrou que essa proteína foi rapidamente digerida. Esses resultados foram consistentes com as observações para outras proteínas Cry que tiveram sua segurança demonstrada. O fato de a proteína Cry1A.105 ser prontamente digerida em fluido gástrico simulado torna improvável a sua atividade como um alérgeno alimentar. Da mesma forma, a proteína Cry2Ab2 é prontamente digerida em fluido gástrico simulado sendo também improvável que ela atue como um alérgeno alimentar.

Efeitos adversos não foram observados quando camundongos receberam um total de 2.072 mg/kg de peso corporal da proteína Cry1A.105 ou 2.198 mg/kg de peso corporal da proteína Cry2Ab2 em um dia. Portanto, o potencial de riscos à saúde pela ingestão aguda na dieta dessas proteínas através do consumo de milho MON 89034 foi avaliado pelo cálculo das margens de exposição com base nos níveis de efeitos não observados (NOELs) do estudo de toxicidade oral aguda com camundongos e nas estimativas do 95o percentil da exposição aguda na dieta. 

A ingestão das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 na dieta de aves, porcos jovens e porcos na engorda foi estimada usando o consumo diário de grãos de milho e os níveis mais altos das proteínas Cry1A.105 (7,0 µg/g peso na base seca) e Cry2Ab2 (2,1 µg/g peso na base seca). Uma margem de exposição (MOE), definida como a razão do NOEL com a ingestão diária na dieta, foi calculada para as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 para aves, porcos jovens, porcos na engorda e vacas leiteiras. Para aves e bovinos, as MOEs ficaram no intervalo entre 1.930-13.500 e 2.160-47.600 para as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2, respectivamente. Esses valores altos de MOEs indicam que há um risco desprezível para a saúde de aves e bovinos pela exposição a rações contendo o milho MON 89034 na dieta.

As proteínas exógenas produzidas nas culturas geneticamente modificadas não são estrutural ou funcionalmente relacionadas com proteínas tóxicas ou farmacologicamente ativas que possam causar efeito adverso sobre animais prenhes e sua progênie. Além disso, a possibilidade de que essas proteínas expressas em culturas geneticamente modificadas resistam à digestão no trato gastrintestinal é mínima, como mostram estudos in vitro realizados como parte da avaliação de segurança alimentar desses produtos (no caso das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 do milho MON 89034). Portanto, a possibilidade de que essas proteínas exógenas sejam absorvidas de maneira intacta em quantidades suficientes e então entrem na circulação fetal é desprezível. 

Normalmente, enzimas não demonstram produzir efeitos tóxicos ou ser teratogênicas para o sistema reprodutivo quando fornecidas em alimentos a roedores (39, 40, 41, 42). Estudos de segurança realizados com inúmeras enzimas alimentares produzidas por fermentação não demonstraram evidências de que estas proteínas pudessem desencadear processos mutagênicos ou carcinogênicos em animais de laboratório (43). Alguns estudos demonstraram que enzimas alimentares não têm efeitos mutagênicos nem teratogênicos em animais e bactérias (44, 45, 46, 47, 48, 49). 

Portanto, o milho MON 89034 foi avaliado quanto à sua segurança alimentar através de protocolos disponíveis e validados internacionalmente, sendo que estes, assim como os guias de avaliação de culturas geneticamente modificadas produzidos e/ou atualizados por organizações de renome internacional continuarão a ser utilizados quando necessário para assegurar que os alimentos derivados da biotecnologia possam ser consumidos com segurança (50). 
V. Aspectos Ambientais
O milho é uma planta monóica, alógama e anual cuja polinização é anemocórica e as distâncias que o pólen pode viajar dependem do padrão do vento, umidade e temperatura. O pólen de milho se dispersa livremente nas áreas situadas nas imediações da cultura, podendo atingir os estilo-estigmas do mesmo genótipo ou de genótipos diferentes e, em condições adequadas, inicia a sua germinação que originará o tubo polínico promovendo a fecundação do óvulo dentro de um período médio de 24 horas. 

Estudos sobre dispersão de pólen têm sido conduzidos onde demostraram que o pólen pode deslocar-se a longas distâncias, não obstante a maioria é depositada próxima o plantio com taxa de translocação muito baixa e cerca de mais de 95% do pólen pode alcançar distâncias dentro de 60 metros de sua fonte. Luna e colaboradores (51) avaliaram a distância de isolamento e o controle de pólen onde demonstraram que a polinização cruzada ocorre em uma distância máxima de 200 metros, contudo nenhuma polinização cruzada, em condição de não-despendoamento, foi observada em distâncias iguais ou superiores a 300 metros em relação às fontes de pólen. Os resultados indicam que a viabilidade do pólen é mantida por 2 horas e que a polinização cruzada não foi observada em distâncias de 300 metros da fonte de pólen. 

Comparando-se as concentrações a 1 metro da cultura fonte sob ventos baixos a moderados estimou-se que, aproximadamente, 2% de pólen são anotados a 60 metros, 1,1% a 200 m e 0,75-0,5% a 500 metros de distância. Em distância de 10 metros do campo, em média, o número de grãos de pólen por unidade de área é dez vezes inferior ao observado a 1 metro da borda. Portanto, se as distâncias estabelecidas de separação desenvolvidas para produção de sementes de milho são observadas, espera-se que a transferência de pólen às variedades adjacentes seja minimizada, sendo improvável a presença de materiais genéticos com tolerância ao glifosato. 

O teosinte (Zea mays subsp. mexicana) e o milho são espécies polinizadas pelo vento, autocompatíveis, altamente variáveis e inférteis (52, 53). Ambos são geneticamente compatíveis e, em áreas do México e da Guatemala, se cruzam livremente quando próximos ou em outras condições favoráveis. Embora o milho se cruze facilmente com o teosinte, esta espécie não está presente no Brasil. A distribuição natural do teosinte é limitada às zonas de secas sazonais e zonas subtropicais com chuvas de verão no México e Guatemala, e ao Platô Central do México (53, 54).
Com a introdução dos genes cry1A.105 e cry2Ab2 não é esperado que as características conferidas proporcionem qualquer vantagem competitiva, ou uma maior agressividade ao milho MON 89034 que resultaria em uma espécie invasiva. As características de resistência a alguns lepidópteros-praga não tornam o milho MON 89034 uma planta daninha ou invasiva de habitats naturais, uma vez que as características reprodutivas e de desenvolvimento do milho não foram alteradas. Nesse sentido, a única vantagem do milho MON 89034 é a resistência aos danos causados por algumas espécies de insetos da ordem Lepidoptera. 

A característica de resistência aos insetos até poderia conceder uma vantagem adaptativa no meio ambiente. Entretanto, isso somente ocorreria em sistemas nos quais os insetos fossem os agentes limitantes para a propagação da planta, ou seja, se houvesse uma forte pressão de seleção por parte das pragas (55, 56, 57). Este não é esse o caso do milho MON 89034, no qual os genes cry1A.105 e cry2Ab2 conferem proteção somente contra algumas espécies de lepidópteros-praga. Muitas outras espécies de insetos podem causar impacto na sobrevivência da planta em ambientes naturais e as proteínas Cry produzidas no milho MON 89034 não conferem à planta nenhuma vantagem sobre essas pragas não-alvo (56).
As proteínas inseticidas Cry são extremamente seletivas para insetos da Ordem Lepidóptera (58, 59, 60, 61, 62), não apresentando efeitos deletérios sobre insetos considerados benéficos e não-alvo, entre os quais se incluem predadores, parasitóides, polinizadores e outros (63, 64, 65, 66). 

A abundância de insetos-alvo e não-alvo foi avaliada em um levantamento da entomofauna na safra 2007/2008 em quatro Estações Experimentais da Monsanto do Brasil Ltda. (Cachoeira Dourada, MG; Sorriso, MT; Não-Me-Toque, RS; Rolândia, PR) localizadas em áreas representativas para a cultura do milho (67).Os resultados demonstram que as espécies ou famílias de insetos coletados e identificados em 235 comparações não apresentaram uma tendência de comportamento, sem observação de aumento ou diminuição da visitação de insetos entre parcelas com o milho MON 89034, com o milho controle ou com as referências comerciais. 

Os insetos encontrados representam espécies e/ou famílias normalmente encontradas na cultura do milho nas diferentes áreas onde o experimento foi conduzido. A visitação similar observada nas parcelas de milho MON 89034, milho controle e referências comerciais indicam que a introdução da característica de resistência a lepidópteros-praga não interfere na visitação da cultura do milho no Brasil pelos insetos avaliados.
Os impactos que as proteínas Cry, em geral, poderiam causar sobre insetos e organismos de solo não-alvo têm sido amplamente estudados como parte da avaliação de segurança ambiental de culturas com diferentes eventos contendo proteína Cry. Estudos demonstraram que os organismos não-alvo terrestres e de solo testados não foram afetados pela proteína Cry1Ab, ainda que o nível da proteína estivesse superior aos níveis máximos que poderiam ser verificados em caso de exposição natural (61, 68, 69). Adicionalmente, comparação entre as proteínas Cry produzidas por B. thuringiensis e a proteína Cry1Ab produzida pelo milho MON810 demonstrou que elas podem persistir em solos tropicais por mais tempo devido à sua ligação às partículas de argila, entretanto, os efeitos sobre a microbiota do solo não foram observados (70). 

Trabalhos publicados na literatura científica concluíram que a presença das proteínas Cry, não afetam de forma significativa a microbiota e os animais que vivem no solo (71, 72). Adicionalmente, proteínas Cry de três subespécies de B. thuringiensis não demonstraram atividade microbiocida ou microbiostática contra uma variedade de bactérias, fungos e algas (73). 

Baseado na experiência com o milho domesticado, o potencial para que o milho seja uma espécie invasiva de habitats naturais, ou persista no ambiente agrícola sem a intervenção humana é desprezível. A planta de milho é conhecida como um competidor fraco, a qual fora das áreas de cultivo não tem impacto significativo no meio ambiente. Para a avaliação das características fenotípicas, agronômicas e das interações ecológicas do milho MON 89034, os dados foram coletados considerando-se cinco categorias: 1) germinação, dormência e emergência; 2) fase vegetativa; 3) fase reprodutiva (incluindo características do pólen); 4) retenção de sementes na planta; e 5) interações da planta com insetos, doenças e estresses abióticos. 

As avaliações fenotípicas, agronômicas e das interações ecológicas foram baseadas na combinação de experimentos de laboratório e estudos de campo conduzidos por especialistas na produção e a avaliação de milho. Adicionalmente, várias referências comerciais foram também usadas para fornecer um intervalo de valores que são comuns aos híbridos comerciais de milho para cada característica fenotípica, agronômica e de interação ecológica avaliada. 

Ao final dos experimentos, concluiu-se que o milho MON 89034 é equivalente ao milho convencional quanto à sua capacidade de dispersão das estruturas de propagação e reprodução além das áreas de cultivo e os mecanismos de sua dispersão no ar, inclusive a viabilidade do pólen do milho MON 89034 é equivalente à do milho convencional.
VI. Restrições ao uso do OGM e seus derivados
Estudos apresentados pela requerente demonstraram que não houve diferença significativa entre os híbridos de milho derivados de linhagens não modificadas e o milho MON 89034 com relação a características agronômicas, modo de reprodução, disseminação ou capacidade de sobrevivência. Todas as evidências apresentadas no processo e em referências bibliográficas confirmam o nível de risco da variedade transgênica como equivalente às variedades não-transgênicas frente à microbiota do solo, bem como a outros vegetais e à saúde humana e animal. Assim, o cultivo e o consumo do milho MON 89034 não são potencialmente causadores de significativa degradação do meio ambiente ou de riscos à saúde humana e animal. Por essas razões, não há restrições ao uso deste milho ou seus derivados, exceto nos locais contemplados pela Lei 11.460, de 21 de março de 2007.

O fluxo gênico vertical para variedades locais (chamados milhos crioulos) de polinização aberta é possível e apresenta o mesmo risco causado pelos genótipos comerciais disponíveis no mercado (80% do milho convencional plantado no Brasil provêm de sementes comerciais que passaram por um processo de melhoramento genético). A coexistência entre cultivares de milhos convencionais (melhoradas ou crioulas) e cultivares transgênicas de milhos é possível do ponto de vista agronômico (41,42) e deve seguir o disposto na Resolução Normativa nº 4 da CTNBio.

Após dez anos de uso em diversos países, não foi detectado problema algum para a saúde humana e animal ou para o meio ambiente que possa ser atribuído a milhos transgênicos. É necessário enfatizar que a falta de efeitos negativos resultantes do cultivo de plantas transgênicas de milho não quer dizer que eles não possam vir a acontecer. Risco zero e segurança absoluta não existem no mundo biológico, muito embora já exista um acúmulo de informações científicas confiáveis e um histórico seguro de uso de dez anos que nos permite afirmar que o milho MON 89034 é tão seguro quanto as versões convencionais. Assim, a requerente deverá conduzir monitoramento pós-liberação comercial nos termos da Resolução Normativa nº 3 da CTNBio.

VII. Considerações sobre particularidades das diferentes regiões do País (subsídios aos órgãos de fiscalização)

Conforme estabelecido no art. 1º da Lei 11.460, de 21 de março de 2007, “ficam vedados a pesquisa e o cultivo de organismos geneticamente modificados nas terras indígenas e áreas de unidades de conservação”.
VII. Conclusão

Considerando que a variedade de milho (Zea mays) MON 89034 pertence a espécie bem caracterizada e com sólido histórico de segurança para consumo humano e que os genes cry1A.105 e cry2Ab2 introduzido nessa variedade codifica proteínas ubíquas na natureza, presente em plantas, fungos e microrganismos que fazem parte da dieta alimentar de seres humanos e animais;

Considerando que a inserção desse genótipo ocorreu através de melhoramento genético clássico e que resultou na inserção de uma cópia estável e funcional dos genes cry1A.105 e cry2Ab2 a qual proporcionou resistência a insetos;

Considerando que dados de composição centesimal não apontaram diferenças significativas entre as variedades geneticamente modificadas e as convencionais, sugerindo a equivalência nutricional entre elas; 

Considerando que a CTNBio aprovou vários milhos contendo eventos com a proteína Cry e que até o 

Considerando ainda que:
1. estudos demostraram que, assim como com outras proteínas Cry, as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 não têm potencial para produzir efeitos adversos nos níveis de exposição no campo sobre espécies terrestres representativas de invertebrados benéficos, dentre eles as abelhas (larvas e adultos).
2. a expressão das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 não alteraram a morfologia ou a viabilidade do pólen do milho MON 89034 comparado com o milho convencional.
3. as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 não compartilham similaridades com as seqüências de aminoácidos de alérgenos conhecidos, gliadinas, gluteninas ou proteínas tóxicas que tenham efeitos adversos em mamíferos.
4. estudos realizados em laboratório com espécies indicadoras mostraram que as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 não causam efeitos adversos sobre os organismos não-alvo testados.
5. a análise molecular comparativa do milho MON 89034 confirmou que houve a inserção de uma única cópia funcional dos cassetes de expressão dos genes cry1A.105 e cry2Ab2 em um único locus no genoma do milho.

6. estudos bioquímicos comparativos indicaram que as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 apresentam diferença importante no seu modo de ação, especificamente na forma como elas se ligam aos receptores do intestino médio dos insetos lepidópteros e que, portanto, a probabilidade de resistência cruzada entre essas duas proteínas é baixa.

7. essas duas proteínas pertencem à família de proteínas Cry derivadas de B. thuringiensis, organismo que vem sendo usado comercialmente há mais de 40 anos na produção de formulações microbianas para controle de insetos.

8. o histórico de uso seguro e os dados de múltiplos estudos suportam as conclusões sobre a segurança do milho MON 89034 e das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2.

9. as avaliações agronômicas e de eficácia do milho MON 89034 indicaram que o evento não levou à expressão de quaisquer outras características que não aquela esperada. 
10. as avaliações fenotípicas, agronômicas e de interações ecológicas indicam que o milho MON 89034 é comparável ao milho convencional e não possui maior risco de se tornar uma planta invasora.
Diante do exposto e considerando os critérios internacionalmente aceitos no processo de análise de risco de matérias-primas geneticamente modificadas, é possível concluir que o milho MON 89034 é tão seguro quanto seu equivalente convencional.

A CTNBio considera que essa atividade não é potencialmente causadora de significativa degradação do meio ambiente ou de agravos à saúde humana e animal. As restrições ao uso do OGM em análise e seus derivados estão condicionadas ao disposto na Lei 11.460, de 21 de março de 2007, na Resolução Normativa nº 03 e na Resolução Normativa nº 04 da CTNBio. 

A análise da CTNBio considerou os pareceres emitidos pelos membros da Comissão; por consultores ad hoc; documentos aportados na Secretaria Executiva da CTNBio pela requerente; resultados de liberações planejadas no meio ambiente; palestras, textos e discussões da audiência pública, realizada em 20/03/2007. Foram também considerados e consultados estudos e publicações científicas independentes da requerente, realizados por terceiros.

Conforme o Anexo I da Resolução Normativa nº 5, de 12 de março de 2008, a requerente terá o prazo de 30 (trinta dias) a partir da publicação deste Parecer Técnico, para adequar sua proposta de plano de monitoramento pós-liberação comercial.
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Voto divergente:

Os membros da CTNBio Dr. Rodrigo Roubach, Dr. Jose Maria Ferraz e Dr. Leonardo Melgarejo (Subcomissão Setorial Permanente: Saúde Humana e Animal, Ambiental) votaram contrariamente à liberação comercial do milho MON 810 x NK603.

Os membro da CTNBio Dr. Pedro Binsfeld, Dra. Solange Teles da Silva, Dra. Graziela Almeida da Silva se abstiveram.
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