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 PARECER TÉCNICO Nº 1596/2008

Processo nº: 01200.002293/2004-16

Requerente: Monsanto do Brasil Ltda.

CNPJ: 64.858.525/0001-45
Endereço: Av. Nações Unidas, 12901 Torre Norte – 7º e 8º andares CEP: 04578-000 – São Paulo – SP.

Assunto: Liberação Comercial de Milho Geneticamente Modificado

Extrato Prévio: nº134/2004, publicado em 09/06/2004

Reunião: 116ª Reunião Ordinária da CTNBio, realizada em 18 de setembro de 2008
Decisão: DEFERIDO

A CTNBio, após apreciação do pedido de Parecer Técnico para liberação comercial de milho geneticamente modificado tolerante ao glifosato, Milho Roundup Ready 2 Evento NK603, bem como de todas as progênies provenientes do evento de transformação NK603 e suas derivadas de cruzamento de linhagens e populações não transgênicas de milho com linhagens portadoras do evento NK603, concluiu pelo seu DEFERIMENTO nos termos deste parecer técnico.

A Monsanto do Brasil Ltda. solicitou à CTNBio Parecer Técnico para o livre registro, uso, ensaios, testes, semeadura, transporte, armazenamento, comercialização, consumo, importação, liberação e descarte de milho (Zea mays, L.) tolerante ao glifosato Milho Roundup Ready 2 Evento NK603. O milho NK603 expressa a proteína CP4 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (CP4 EPSPS) tolerante ao glifosato. O controle de plantas daninhas que é realizado pelo glifosato ocorre pela inibição da enzima EPSPS produzida naturalmente pela planta. Essa enzima catalisa uma etapa crítica na via metabólica do ácido shiquímico para a biossíntese de aminoácidos aromáticos em plantas e microorganismos. As proteínas CP4 EPSPS possuem baixa afinidade pelo glifosato, se comparada com a proteína EPSPS selvagem. Assim, quando o milho NK603 que expressa a proteína CP4 EPSPS é tratado com glifosato, as plantas continuam se desenvolvendo normalmente. A ação contínua da enzima CP4 EPSPS tolerante ao glifosato catalisa a síntese dos aminoácidos aromáticos necessários ao desenvolvimento normal das plantas. A via biossintética de aminoácidos aromáticos não é encontrada em animais, o que explica a atividade seletiva do glifosato em plantas e contribui para uma baixa toxicidade para mamíferos. Dois cassetes para a expressão do gene cp4 epsps foram introduzidos no genoma do milho através de um único inserto, produzindo o milho NK603. O gene cp4 epsps é derivado de uma bactéria comum de solo, Agrobacterium sp. cepa CP4, que codifica a expressão da proteína EPSPS naturalmente tolerante ao glifosato. O organismo doador do gene, A. tumefaciens cepa CP4 é uma bactéria comumente encontrada no solo e causa galhas em plantas susceptíveis, não havendo evidência científica que indique que possa causar efeitos adversos em humanos ou em animais. Testes de toxicidade foram realizados com a enzima EPSP-sintase isolada de vegetais transformados. A ingestão por gavage gástrica de doses da molécula protéica superiores em até 1000 vezes às encontradas em sementes modificadas não causaram qualquer alteração fisiológica nos animais testados. Resultados da proteólise in vitro também comprovaram a rápida digestão e a inocuidade da proteína engenheirada, afastando eventuais suspeitas de alergenicidade. A proteína CP4 EPSPS não é tóxica, conforme demonstrado por um estudo de toxicidade oral aguda, no qual a CP4 EPSPS foi administrada em camundongos, na forma de dose única elevada. A proteína CP4 EPSPS foi produzida e purificada a partir da Escherichia coli, foi caracterizada e demonstrou ser equivalente à CP4 EPSPS produzida no milho. A proteína purificada foi administrada oralmente a camundongos para avaliação de sua toxicidade aguda. A administração aguda foi considerada apropriada para a avaliação da segurança da CP4 EPSPS, uma vez que as proteínas tóxicas atuam por meio de mecanismos agudos. O nível sem efeito observado (NOEL) para a toxicidade oral em camundongos foi de 572 mg/kg, a dose mais elevada testada. Este resultado representou uma margem de segurança de aproximadamente 260.000 vezes, com base no consumo médio diário de milho nos Estados Unidos e na expressão média de proteína no grão de milho geneticamente modificado tolerante ao glifosato (assumindo que não há perda de CP4 EPSPS durante o processamento). Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas no peso corporal, no peso corporal cumulativo ou no consumo de alimentos entre os grupos controle (com o veículo ou soro de albumina bovina) e grupos tratados com a proteína CP4 EPSPS purificada. As proteínas EPSPS são ubíquas na natureza e estão naturalmente presentes em alimentos derivados de fontes vegetais e microbianas e não apresentam homologia significativa de aminoácidos com proteínas conhecidas como tóxicas ou alergênicas a mamíferos. A proteína CP4 EPSPS demonstrou ser rapidamente digerida nos fluidos gástrico e intestinal in vitro. Além disso, proteínas EPSPS que possuem um histórico de uso seguro, já estão amplamente presentes na dieta. o milho é uma planta incapaz de sobreviver em condições naturais, quando não assistida tecnicamente. Não há, portanto, qualquer possibilidade de que o milho se transforme numa planta invasora ou daninha.  Mesmo na eventualidade de haver um escape gênico, a probabilidade de fixação do alelo contendo a seqüência gênica que confere tolerância ao glifosato na população é muito reduzida na ausência de pressão de seleção.  O milho NK603 demonstrou ser equivalente ao milho convencional, com exceção da característica de tolerância ao glifosato. Suas interações básicas com outros organismos no ambiente não são consideradas diferentes das interações do milho convencional. Embora haja o potencial de exposição de plantas daninhas, pragas e patógenos da cultura do milho às proteínas CP4 EPSPS e CP4 EPSPS L214P que são expressas no milho NK603, não existem preocupações de que tal processo venha causar efeitos negativos sobre tais populações. Por meio de transferência trófica e de processo de decomposição, os organismos não-alvo das proteínas CP4 EPSPS e CP4EPSPS L214P, como predadores e presas das pragas do milho, poderão ser expostos a níveis muito baixos destas proteínas sem, no entanto, haver evidências de efeitos negativos sobre esses organismos.  A segurança ambiental da família de proteínas EPSPS é bem aceita, pois essas proteínas são ubíquas na natureza (bactérias, fungos, algas e plantas superiores), não possuem toxicidade conhecida, não têm associação com patogenicidade e não conferem vantagem seletiva às plantas que contêm essas proteínas.Por essas razões, não existem restrições ao uso deste milho ou de seus derivados seja para alimentação humana ou de animais. Adicionalmente, estas proteínas são provenientes da família de proteínas EPSPS que apresentam um longo histórico de consumo e exposição seguros, ocorrendo de maneira ubíqua em plantas e microorganismos. Estudos analíticos para comparação da composição dos grãos e da forragem do milho NK603 e com o milho convencional demonstram que o milho NK603 geneticamente modificado tolerante ao glifosato é substancialmente equivalente ao milho convencional. Com base nos estudos realizados, nos vários anos de comercialização do milho NK603 e de outras culturas tolerantes ao glifosato que expressam a proteína CP4 EPSPS, em conjunto com o histórico seguro do milho fonte de consumo para alimentação animal e humana, conclui-se que o milho NK603 tolerante ao glifosato ou milho Roundup Ready 2 é substancialmente equivalente e tão seguro quanto o milho convencional. A coexistência entre cultivares de milhos convencionais (melhoradas ou crioulas) e cultivares transgênicas de milhos é possível do ponto de vista agronômico e deve seguir o disposto na Resolução Normativa nº 4 da CTNBio. 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”. No âmbito das competências do art. 14 da Lei 11.105/05, a CTNBio considerou que o pedido atende às normas e à legislação pertinente que visam garantir a biossegurança do meio ambiente, agricultura, saúde humana e animal.
PARECER TÉCNICO DA CTNBio

I. Identificação do OGM

Designação do OGM: Milho Roundup Ready 2 – Evento NK603

Requerente: Monsanto do Brasil Ltda. 

Espécie: Zea mays - Milho

Característica Inserida: tolerância ao herbicida glifosato 

Método de introdução da característica: Método de biobalística (aceleração de partículas)

Uso proposto: produção de silagem e grãos para consumo humano e animal do OGM e seus derivados

II. Informações Gerais
Zea mays L., o milho, é uma espécie pertencente à tribo Maydae, que está incluída na sub-família Panicoidae, família Graminea (Poacea). Os gêneros pertencentes à tribo Maydae incluem o Zea e o Tripsacum no Hemisfério Ocidental. O milho é uma espécie separada dentro do sub-gênero Zea, com número cromossômico 2n = 20,21,22,24 (9). A espécie silvestre mais próxima do milho é o teosinte, encontrado no México e em alguns locais da América Central, onde pode cruzar com o milho cultivado em campos de produção. O milho cultivado pode ser também cruzado com o gênero mais distante Tripsacum. Esse cruzamento ocorre com grande dificuldade e resulta em progênie macho-estéril.

O milho tem um histórico de mais de oito mil anos nas Américas. De todas as plantas cultivadas, provavelmente é a que possui a maior variabilidade genética. Existem, hoje, identificadas cerca de 300 raças de milho e, dentro de cada raça, milhares de cultivares. O milho é, hoje, a espécie cultivada que atingiu o mais elevado grau de domesticação e só sobrevive na natureza quando cultivado pelo homem (4). Normalmente, a manutenção dessa variabilidade genética tem sido feita através de armazenamento individualizado, em bancos de germoplasma, em condições controladas de umidade e temperatura. No Brasil e no mundo existem vários bancos de germoplasma. A Embrapa possui dois bancos de germoplasma, um na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasília–DF, e outro na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas. O milho é cultivado comercialmente em mais de 100 países, com uma produção total estimada em 705 milhões de toneladas por ano.

O milho é uma das mais importantes fontes de alimento no mundo e é insumo para a produção de uma ampla gama de produtos. Na cadeia produtiva de suínos e aves consomem-se aproximadamente 70 a 80% do milho produzido no Brasil. 

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) (11). No Brasil, o milho é plantado basicamente em duas safras (plantio de verão e safrinha) e é cultivado em praticamente todo o território nacional, sendo que 92% da produção se concentra nas regiões Sul (47% da produção), Sudeste (21% da produção) e Centro Oeste (24% da produção) (8). 

O milho é uma das plantas mais eficientes na conversão de energia solar em alimentos e é utilizado como matéria-prima em muitos produtos. O incremento do consumo do milho foi da ordem de mais de 100 milhões de toneladas entre 1993 e 2001, representando um aumento médio de 11,1 milhões de toneladas por ano. Grande parte do aumento da produção do milho foi devido ao melhoramento genético que levou à produção de espigas com aproximadamente 1.000 grãos. O aumento na produção e consumo de milho no mundo está associado aos seus múltiplos usos, ao crescimento populacional, à mudança de hábito alimentar das populações e ao crescimento de setores da pecuária como a suinocultura e a avicultura.

O Brasil é o terceiro maior consumidor de defensivos agrícolas do mundo. Possuímos, hoje, 142 agrotóxicos registrados para o milho. Já existem vários casos de resistência pelo uso constante e indiscriminado de herbicidas na cultura do milho no Brasil. Segundo informa a CUT (24), que cita dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), um milhão de pessoas são intoxicadas anualmente por defensivos agrícolas no Brasil. O Ministério da Saúde revelou que, em 16 estados brasileiros, o que mais afeta a saúde dos agricultores é o uso de defensivos agrícolas.

A adoção do milho tolerante a herbicida, como o milho NK603, tem proporcionado oportunidade de manejo eficiente de plantas daninhas e rotação de princípios ativos herbicidas na cultura do milho (13). Um dos impactos é a redução do uso de herbicidas em pré-emergência da cultura. Os agricultores têm reduzido as taxas de herbicidas pré-emergentes aplicados no solo e, através do uso de herbicidas de amplo espectro, como o glifosato, têm controlado as plantas daninhas de maneira efetiva. A substituição de vários herbicidas por um herbicida de espectro mais amplo tem resultado em uma economia de aproximadamente 25 dólares/ha. Os estudos realizados nos Estados Unidos com o milho tolerante a herbicidas sugerem retornos econômicos positivos pelo uso apenas do glifosato ou do glifosato associado ao tratamento com herbicidas convencionais em pré-emergência (25). Os estudos com milho NK603 também demonstraram uma maior flexibilidade para o uso do glifosato em pós-emergência nas estratégias de manejo de plantas daninhas (16). Esses resultados estabelecem que o milho tolerante ao herbicida, inclusive o milho NK603, proporciona um aumento de produtividade enquanto diminui os custos com herbicidas (7).

            O milho NK603 tolerante ao herbicida glifosato, foi liberado pela primeira vez nos Estados Unidos para plantio e comercialização no ano de 2000 e, hoje ele já é cultivado, ou a sua comercialização é permitida em 12 países: Argentina, Austrália, Canadá, China, União Européia, Japão, Coréia, México, Filipinas, África do Sul, Taiwan e USA (1). O milho NK603 expressa proteínas CP4 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (CP4 EPSPS) tolerantes ao glifosato. A proteína CP4 EPSPS é uma das muitas proteínas EPSPS encontradas na natureza, as quais são produzidas por plantas, bactérias e fungos, mas não por animais, uma vez que estes não possuem a via metabólica para a sua síntese. Portanto, diferentes versões da proteína EPSPS estão normalmente presentes em todos os alimentos derivados de plantas e de microorganismos. O organismo doador do gene, Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 é uma bactéria comumente encontrada no solo, ela causa galhas em plantas suscetíveis e não há nenhuma evidência científica que indique que possa causar efeitos adversos em seres humanos ou em animais.

É importante ressaltar, que o histórico de cultivo, comercialização, uso e experiência com outras culturas geneticamente modificadas que expressam a proteína CP4 EPSPS, desde a primeira comercialização da soja RR em 1994, tem mostrado que essa proteína não apresentou risco significativo ao meio ambiente, nem a saúde humana e animal.

III. Descrição do OGM e Proteínas Expressas

              O gene cp4 epsps, que codifica uma forma tolerante ao glifosato da enzima 5-enolpyruvlyshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) foi isolado da bactéria Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 e inserido no genoma do milho através do método de biobalística (aceleração de partículas). O modo de ação do glifosato, causando a morte de plantas, acontece devido a sua capacidade de bloquear a atividade da enzima alvo (EPSPS) pertencente à via biossintética dos aminoácidos aromáticos tirosina, fenilalanina e triptofano. Assim, as células de plantas que expressam a proteína CP4 EPSPS continuam produzindo os aminoácidos aromáticos essenciais ao seu metabolismo mesmo na presença do glifosato. A proteína CP4 EPSPS é uma das muitas proteínas EPSPS encontradas na natureza, as quais são produzidas por plantas, bactérias e fungos, mas não por animais, uma vez que eles não possuem a via metabólica para a sua síntese. Portanto, diferentes versões da proteína EPSPS estão normalmente presentes em todos os alimentos derivados de plantas e de microorganismos. O organismo doador do gene, A. tumefaciens cepa CP4 é uma bactéria comumente encontrada no solo que causa galhas em plantas suscetíveis e não há nenhuma evidência científica que indique que possa causar efeitos adversos em seres humanos ou em animais.

           O milho NK603 foi produzido através da transformação genética da linhagem de milho LH82XB73, usando um fragmento linearizado de ADN de 6706 pares de bases (pb) que continha dois cassetes adjacentes do gene cp4 epsps para expressão da proteína CP4 EPSPS. Cada um dos cassetes, denominados cassete proximal (mais próximo da extremidade 5`) e distal (mais próximo da extremidade 3`), continha uma única cópia do gene cp4 epsps e suas seqüências reguladoras. Nos dois cassetes, as seqüências dos genes cp4 epsps foram ligadas a seqüências do polipeptídio de trânsito para o cloroplasto (CTP2) obtidas do gene epsps de Arabidopsis thaliana. A função dos polipeptídios de trânsito é transportar a proteína CP4 EPSPS para os cloroplastos onde funciona a via metabólica responsável pela síntese dos aminoácidos aromáticos. Os CTPs são removidos da proteína CP4 EPSPS após sua entrega no cloroplasto. No cassete proximal, o fragmento ctp2-epsps foi colocado sob o controle do promotor de arroz actin1 e seu íntron e no cassete distal foi colocado sob o controle do promotor CaMV 35S modificado (e35S). No cassete distal, entre o promotor e35S e a seqüência CTP2, foi também introduzido um intron de 0,8 kb de uma proteína de milho, envolvida em respostas a choques térmicos (hsp70) com o objetivo de aumentar os níveis de transcrição gênica. Nos dois cassetes as seqüências cp4 epsps foram ligadas à seqüência de 0,3 kb da nopalina sintase 3`(não traduzida) chamada NOS 3`, com a função de fornecer o sinal para poliadenilação do ARN mensageiro (mARN). O fragmento de ADN de 6706 pb usado na transformação genética foi isolado do plasmídeo PV-ZMGT32L como um fragmento único através de digestão com a enzima de restrição MluI e separação em gel de eletroforese. Portanto, não continha outros elementos plasmidiais como origem de replicação do plasmídio e a seqüência do gene npt II que codifica a enzima neomicina fosfotransferase tipo II. Essa enzima confere resistência a antibióticos aminoglicosídicos como canamicina e neomicina, a qual foi usada para a seleção de bactérias durante a construção e multiplicação do plasmídeo. As células transformadas foram selecionadas em cultura de tecidos na presença de glifosato.

           O fragmento de ADN incorporado foi caracterizado usando análises de Southern Blot, técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento do fragmento inserido e de suas regiões flanqueadoras no genoma do milho transformado. Os resultados das análises mostraram que o genoma do milho NK603 contém uma única inserção de ADN exógeno e que nenhum ADN da estrutura de replicação do plasmídeo foi detectado no genoma do milho NK603.  Dentro do inserto único foi constatada uma copia completa do fragmento de ADN de 6706 pb utilizado na transformação e mais um fragmento de 217 pb da região do promotor da actina o qual não contém os elementos necessários para atuar como promotor.  Os cassetes proximal e distal do gene cp4 epsps estão presentes no inserto único com seus componentes genéticos intactos.  No cassete distal, a seqüência de nucleotídeos do gene cp4 epsps difere da seqüência original utilizada no processo de transformação em dois nucleotídeos. Uma das trocas de nucleotídeos foi silenciosa e a outra resultou na substituição de um aminoácido na posição 214. O nucleotídeo alterado na posição 214 pb resultou na codificação de uma leucina no lugar de uma prolina. A nova seqüência passou então a ser designada como cp4 epsps L214p.  Análises de produtos de PCR do terminal 3´do ADN inserido revelou a co-integração de um fragmento adicional de ADN de 305 pb de ADN de cloroplasto. Resultados de análises de bioinformática mostraram que o ADN co-integrado corresponde a uma porção das seqüências de ADN que codificam a subunidade alfa de ARN polimerase e a proteína ribosomal S11. Acredita-se que a fonte deste ADN é o cloroplasto da célula transformada.

          As proteínas CP4 EPSPS e CP4 EPSPS L214P estão presentes em pequenas concentrações nos grãos e na forragem do milho NK603 uma vez que os promotores da actina do arroz e o e35S atuam de forma constitutiva. Estudos mostraram haver equivalência das mesmas com proteínas produzidas em Escherichia coli contendo plasmídeos de expressão heteróloga e que possuem homologia com as proteínas EPSPS produzidas naturalmente por plantas e microorganismos utilizados na alimentação humana e animal. A segurança nutricional e ambiental, tanto das proteínas EPSPS naturalmente presentes em plantas e microorganismos não transgênicos, quanto às proteínas CP4 EPSPS expressas nas culturas geneticamente modificadas tolerantes ao glifosato, pertencem a uma família de proteínas conhecidas por não apresentarem toxicidade, não estarem associadas a eventos de patogenicidade e não conferirem vantagem seletiva às plantas ou aos microrganismos que as contêm. Embora as seqüências primárias de aminoácidos nos diferentes membros da família das proteínas EPSPS apresentem uma divergência considerável, as proteínas expressas são altamente relacionadas em termos de estrutura e função. 

IV. Aspectos relacionados à Saúde Humana e Animal

          A avaliação de segurança de alimentos derivados de matérias-primas geneticamente modificadas é baseada na análise de risco, metodologia científica que compreende as etapas de avaliação, gerenciamento e comunicação de risco. Na etapa de avaliação de risco é buscada a caracterização qualitativa e quantitativa dos potenciais efeitos adversos, tendo como balizador o conceito da equivalência substancial, para identificação de eventuais diferenças entre o novo alimento e o seu correspondente convencional.

      Para avaliar a segurança de uma matéria-prima alimentar geneticamente modificada, ou sua equivalência ao alimento convencional é recomendável que quatro elementos principais sejam analisados mais notadamente: (1) a variedade parental, ou seja, a planta que deu origem à nova matéria-prima geneticamente modificada; (2) o processo de transformação, incluindo a caracterização da construção utilizada e do evento resultante; (3) o produto do gene inserido e potencial toxicidade e alergenicidade e, finalmente; (4) a composição da nova variedade resultante da transformação genética. O conjunto de dados dessas análises deve permitir a identificação e caracterização dos potenciais efeitos adversos associados com o consumo da nova matéria-prima, subsidiando as etapas de gerenciamento e comunicação de risco.

                  As modificações do milho NK603 foram realizadas através da introdução do gene cp4 epsps que confere tolerância à presença do herbicida glifosato na fase pós-emergência da planta. O gene engenheirado da enzima EPSP-sintase é a transformação mais estudada em vegetais, sobretudo em soja e milho, com vasta bibliografia técnico-científica abordando diversos aspectos decorrentes dessa transformação.

      O organismo doador do gene cp4 epsps foi a bactéria de solo Agrobacterium sp. cepa CP4. Esse organismo doador do gene inserido no milho NK603 não é usado na produção de alimento ou usado como alimento, seja in natura ou processado. Além disso, as espécies de Agrobacterium não são patogênicas aos seres humanos ou animais e não há relatos que o gene epsps seja um determinante da patogenicidade associada com Agrobacterium em plantas.

As proteínas EPSPS catalisam a conversão de ácido shiquímico em 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato, que é um intermediário na síntese de aminoácidos aromáticos e compostos fenólicos. Devido à sua função, as EPSPS são essenciais ao crescimento normal de plantas e microrganismos. Não existe toxicidade associada a essa família de proteínas que apresenta um longo histórico de segurança ambiental e alimentar. Além disso, as proteínas EPSPS não são conhecidas por persistirem no ambiente ou por afetarem o fenótipo do organismo hospedeiro com propriedades negativas, como patogenicidade ou potencial de desenvolvimento em plantas daninhas.

Diversos pesquisadores caracterizaram amplamente a proteína CP4 EPSPS e os resultados demonstraram que essa proteína possui propriedades enzimáticas equivalentes às proteínas EPSPS endógenas de plantas e microrganismos (14). Adicionalmente, estudos detalhados demonstraram que a CP4 EPSPS é suscetível à proteólise e digestão enzimática, como seria esperado para as proteínas EPSPS. Além disso, há dados disponíveis, gerados nos estudos de toxicidade oral aguda, digestibilidade in vitro e comparação de bioinformática da CP4 EPSPS que confirmam sua equivalência com as proteínas EPSPS.

          Testes de toxicidade foram realizados com a enzima EPSP-sintase isolada de vegetais transformados. Harrison e colaboradores (14) demonstraram através de ingestão por gavage gástrica que doses da molécula proteica superiores em até 1000 vezes às encontradas em sementes modificadas não causaram qualquer alteração fisiológica nos animais ensaiados. Resultados da proteólise in vitro também comprovaram a rápida digestão e a inocuidade da proteína engenheirada, afastando eventuais suspeitas de alergenicidade(14).

 Além do histórico de uso seguro da classe de proteínas EPSPS e do milho, foram realizados estudos que confirmam a segurança das proteínas CP4 EPSPS expressas em culturas como a soja, o algodão, o milho, a canola e a beterraba. Em um estudo de toxicidade oral aguda, a CP4 EPSPS foi administrada em camundongos, na forma de dose única elevada, para confirmação de sua segurança (14). Os resultados deste estudo demonstraram, conforme esperado, que a proteína CP4 EPSPS não é tóxica. 

A proteína CP4 EPSPS foi produzida e purificada a partir de E.coli, foi caracterizada e demonstrou ser equivalente à CP4 EPSPS produzida no milho. Essa proteína purificada foi administrada oralmente a camundongos para avaliação de sua toxicidade aguda. A administração aguda foi considerada apropriada para a avaliação da segurança da CP4 EPSPS, uma vez que as proteínas tóxicas atuam por meio de mecanismos agudos (23,18). O nível sem efeito observado (NOEL) para a toxicidade oral em camundongos foi de 572 mg/kg, a dose mais elevada testada (12). Este resultado representou uma margem de segurança de aproximadamente 260.000 vezes, com base no consumo médio diário de milho nos Estados Unidos e na expressão média de proteína no grão de milho geneticamente modificado tolerante ao glifosato (assumindo que não há perda de CP4 EPSPS durante o processamento). Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas no peso corporal, no peso corporal cumulativo ou no consumo de alimentos entre os grupos controle (com o veículo ou soro de albumina bovina) e grupos tratados com a proteína CP4 EPSPS purificada. Esse resultado era esperado, uma vez que a maioria das proteínas EPSPS não é tóxica. A proteína CP4 EPSPS demonstrou ser rapidamente digerida nos fluidos gástrico e intestinal in vitro. Além disso, proteínas EPSPS que possuem um histórico de uso seguro, já que estão amplamente presentes na dieta.

Vacas leiteiras foram alimentadas com forragem e grãos de milho geneticamente modificado tolerante ao glifosato, avaliando-se a produção e a composição de leite em relação àquelas que receberam a planta convencional (15). Os resultados do experimento indicam que não houve diferenças significativas provenientes das fontes de alimentação, tanto na composição quanto no rendimento do leite produzido pelos animais.

Ovelhas alimentadas com canola também tolerante ao glifosato foram objeto de avaliação de digestibilidade e tempo de permanência do ADN recombinante no trato gastro-intestinal. O gene cp4 epsps e seus fragmentos foram monitorados por PCR em tempo real e pela amplificação convencional nos fluidos intestinais incubados a 39°C em tempos que variaram de zero a 240 minutos. Os resultados mostraram que os genes presentes em rações permanecem íntegros por um período relativamente curto, diminuindo a probabilidade de sua absorção pelo animal, e indicam também que os microrganismos intestinais são os responsáveis pela rápida degradação do ADN a pH 7 (2).

      Um estudo de longa duração foi realizado em salmões com dietas elaboradas com soja e milho modificados com o gene cp4 epsps (22). Ao final dos ensaios, os autores comprovaram que não houve alterações significativas no desenvolvimento corporal e nos tecidos do cécum pilórico e do intestino médio dos peixes ao longo dos 8 meses experimentais.

As proteínas CP4 EPSPS são ubíquas na natureza e estão naturalmente presentes em alimentos derivados de fontes vegetais e microbianas. As proteínas não apresentam homologia significativa de aminoácidos com proteínas conhecidas como tóxicas ou alergênicas a mamíferos. Além disso, a proteína CP4 EPSPS demonstrou ser rapidamente digerida nos fluidos gástrico e intestinal in vitro. Além disso, proteínas EPSPS possuem um histórico de uso seguro, já estando amplamente presentes na dieta.

Testes de alergenicidade comparativa entre pacientes sensibilizados foram realizados com soja e milho convencionais, geneticamente modificados e com as respectivas proteínas heterólogas isoladas (5). Os produtos testados mostraram-se seguros quanto ao potencial alergênico, pois não houve variação nos níveis de reatividade frente aos grãos modificados e as proteínas isoladas não provocaram reação em indivíduos sensibilizados.

          O milho não está no grupo de oito alimentos (leite, trigo, ovos, peixes, crustáceos, amendoim, soja e nozes) que respondem por aproximadamente 90% das alergias em humanos. A alergia ao milho pode ocorrer pela ingestão dos grãos ou de seus derivados e através da inalação da sua farinha e de seu pólen. O milho tem um longo histórico de uso na alimentação humana e animal com raros casos de agravos a saúde. Segundo Metcalfe (2003), os casos de alergia relatados nesta espécie vegetal não são muito comuns, mas estudos recentes mostram que os métodos diagnósticos antigos podem ter subestimado estas ocorrências (21). 

Diversos trabalhos científicos muito consistentes comprovam que o valor nutricional do Milho NK603 ou Milho Roundup Ready é, na média, igual ao do milho convencional. Citamos “na média”, pois ambos os milhos apresentam variação (desvios em relação à média), sendo que também esta variação foi demonstrada ser semelhante. Em função de características específicas do processo de produção do milho NK603, é possível prever que, quando produzido em algumas condições agronômicas específicas (e.g. alta competição com plantas invasoras), o valor nutricional do grão derivado do OGM referido tem potencial de ser, na realidade, superior ao do grão tradicional. 

V. Aspectos Ambientais 

          O milho é uma planta monóica: um único indivíduo contém flores masculinas e femininas localizadas separadamente. As plantas de milho são plantas de fecundação cruzada e largamente polinizadas com ajuda do vento, insetos, gravidade e outros.  A introdução dos elementos gênicos anteriormente descritos não alterou as características reprodutivas da planta. Portanto, as chances de fecundação cruzada entre híbridos e linhagens de milho não geneticamente modificadas e entre plantas do evento NK603 e outras plantas de milho são as mesmas.  

         O milho é a espécie que atingiu o mais elevado grau de domesticação entre as plantas cultivadas, tendo perdido suas características de sobrevivência na natureza como, por exemplo, a eliminação da degrana. Assim, o milho é uma planta incapaz de sobreviver em condições naturais, quando não assistida tecnicamente. Não há, portanto, qualquer possibilidade de que o milho se transforme numa planta invasora ou daninha.

         O fluxo gênico no milho pode ocorrer por meio da transferência de pólen e da dispersão de sementes.  A dispersão de sementes é facilmente controlada, uma vez que a domesticação do milho eliminou os mecanismos de dispersão de sementes de seus ancestrais e o movimento de pólen é o único meio efetivo de escape de genes de plantas de milho.  

         Estudos sobre dispersão de pólen de milho têm sido conduzidos, sendo que alguns deles mostram que o pólen de milho pode deslocar a longas distâncias. Porém, a maioria do pólen liberado é depositada próximo à cultura, com taxa de translocação muito baixa fora da cultura fonte. O agente de polinização predominante no milho é o vento e a distância que o pólen viável pode percorrer depende dos padrões de vento, umidade e temperatura. Luna et al. (19) avaliaram a distância de isolamento e o controle de pólen, e demonstraram que a polinização cruzada ocorre em uma distância máxima de 200 m e nenhuma polinização cruzada aconteceu em distâncias iguais ou superiores a 300 metros em relação às fontes de pólen, em condição de não despendoamento. Os resultados indicam que a viabilidade do pólen é mantida por 2 h e que a polinização cruzada não foi observada em distâncias de 300 metros da fonte de pólen. 

         Sob ventos baixos a moderados, estimou-se que, comparando-se as concentrações a 1 m da cultura fonte, aproximadamente 2% de pólen são anotados a 60 m, 1,1% a 200 m e 0,75-0,5% a 500 m de distância. A 10 m de um campo, em média, o número de grãos de pólen por unidade de área é dez vezes menor que o observado a 1 m da borda. Portanto, se as distâncias estabelecidas de separação desenvolvidas para produção de semente de milho são observadas, espera-se que a transferência de pólen às variedades adjacentes seja minimizada, não devendo conter quaisquer materiais genéticos com tolerância ao herbicida. Mesmo na eventualidade de haver um escape gênico, a probabilidade de fixação do alelo contendo a seqüência gênica que confere tolerância ao glifosato na população é muito reduzida na ausência de pressão de seleção.

          O milho cultivado é conhecido por interagir com diversos organismos no meio ambiente, incluindo microrganismos, animais silvestres e invertebrados de solo e parte aérea. Além disso, o milho é conhecido por sua suscetibilidade a vários fungos, vírus, bactérias, nematóides, pragas causadas por insetos e ácaros, uso pesticidas ou outras práticas agrícolas, como rotação de culturas e utilização de genótipos resistentes ou tolerantes desenvolvidos pelo melhoramento clássico. As interações da cultura do milho com os vertebrados selvagens ocorrem em grande número e são bem conhecidas, pois o milho é uma excelente fonte de nutrição. Tais interações ocorrem com aves e mamíferos que residem ou encontram abrigo ou no ambiente agrícola ou próximo a ele, em suas fronteiras, arbustos ou tocas. O milho NK603 demonstrou ser equivalente ao milho convencional, com exceção da característica de tolerância ao glifosato. Suas interações básicas com outros organismos no ambiente não são consideradas diferentes das interações do milho convencional. Embora haja o potencial de exposição de plantas daninhas, pragas e patógenos da cultura do milho às proteínas CP4 EPSPS e CP4 EPSPS L214P que são expressas no milho NK603, não existem preocupações de que tal processo venha causar efeitos negativos sobre tais populações. Por meio de transferência trófica e de processo de decomposição, os organismos não-alvo das proteínas CP4 EPSPS e CP4EPSPS L214P, como predadores e presas das pragas do milho, poderão ser expostos a níveis muito baixos destas proteínas sem, no entanto, haver evidências de efeitos negativos sobre esses organismos.

            A segurança ambiental da família de proteínas EPSPS é bem aceita, pois essas proteínas são ubíquas na natureza (bactérias, fungos, algas e plantas superiores), não possuem toxicidade conhecida, não têm associação com patogenicidade e não conferem vantagem seletiva às plantas que contêm essas proteínas. Embora as proteínas EPSPS sejam encontradas em plantas e microorganismos, as seqüências primárias de aminoácidos apresentam divergência considerável. Análises dos alinhamentos utilizando peptídeos (ALLPEPTIDES) revelaram que os membros da família de proteínas EPSPS podem ter em comum menos de 25% de identidade em uma janela de aproximadamente 450 aminoácidos (que corresponde ao tamanho da CP4 EPSPS total). Apesar desse baixo nível de identidade de seqüências de aminoácidos, as proteínas da família EPSPS são altamente relacionadas em termos de estrutura e função (12).

             A enzima EPSPS não possui um organismo-alvo, uma vez que é uma enzima envolvida na via bioquímica do ácido shiquímico em plantas e microorganismos. Qualquer organismo não-alvo que interage com uma cultura vegetal apresenta uma interação íntima com inúmeras plantas e microrganismos e, portanto, é constantemente exposto às proteínas da família EPSPS. Com base no histórico de ocorrência dessa família de proteínas e exposição segura, não há evidências que qualquer proteína EPSPS apresentará atividade biológica sobre organismo não-alvo.

VI. Restrições ao uso do OGM e seus derivados

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”.
          Pareceres técnicos referentes à performance agronômica concluíram que há equivalência  entre plantas transgênicas e convencionais. Assim, as informações indicam que as plantas transgênicas não diferem fundamentalmente dos genótipos de milho não transformado, à exceção da tolerância ao glifosato. Adicionalmente, não há evidência de reações adversas ao uso do milho NK603 .  Por essa razão, não existem restrições ao uso deste milho ou de seus derivados seja para alimentação humana ou de animais.

          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 (6, 20).

          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 NK603 é tão seguro quanto às 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):

          No Brasil, não existem espécies aparentadas do milho em distribuição natural.

VIII. Conclusão

      Considerando que:

1. O milho é a espécie que atingiu o mais elevado grau de domesticação entre as plantas cultivadas, sendo incapaz de sobreviver na natureza sem intervenção humana.

2. Não há no Brasil espécies silvestres com que o milho possa se intercruzar, já que a espécie silvestre mais próxima ao milho é o teosinte, encontrado apenas no México e em alguns locais da América Central, onde pode cruzar com o milho cultivado em campos de produção. 

3. Existem sólidos conhecimentos sobre a segurança do uso de milho na cadeia alimentar humana e animal.

4. O evento de transformação em questão não modificou a composição nem o valor nutricional do milho.

5. Não existe evidência de que o transgene ou o evento de transformação cause efeitos adversos a saúde humana e animal.

6. O histórico do uso do Milho NK603 na União Européia (desde 1999), nos EUA (desde 2000) e no Canadá (desde 2001), além dos dados dos testes de campo realizados no Brasil (desde 2000) fornecem evidências de que os grãos e os produtos derivados do Milho NK603 Tolerante ao Glifosato são tão seguros quanto o milho convencional.

7. Há evidências cientificas sólidas de que o milho NK 603 não apresenta efeitos adversos à saúde humana e animal sendo que estas afirmações estão fundamentadas em dados da literatura cientifica internacional.

8. Em 2003, a Autoridade Européia de Segurança Alimentar (EFSA) avaliou a solicitação de liberação comercial do milho NK603 e emitiu uma opinião científica positiva em 4 de Dezembro de 2003 concluindo que “o milho NK603 é tão seguro como o milho convencional e, portanto, a comercialização de NK603 para processamento ou uso em alimentos e rações é improvável que tenha efeito adverso sobre a saúde humana ou animal ou, nesse contexto, sobre o meio ambiente.”

9. Em função dos dados detalhados apresentados pela empresa solicitante, dos resultados obtidos em ensaios de controle e segurança do organismo geneticamente modificado em questão, dos elementos creditados aos autores de trabalhos científicos citados e da inexistência de fatos contrários à segurança nutricional, toxicológica e alergênica, por mais que tenham sido investigados, somos favoráveis à liberação do milho NK603 para o consumo na cadeia alimentícia de humanos e animais.

10. O milho é uma planta incapaz de sobreviver em condições naturais, quando não assistida tecnicamente. Não há, portanto, qualquer possibilidade de que o milho se transforme numa planta invasora ou daninha.

11. A segurança ambiental da família de proteínas EPSPS é bem aceita, pois essas proteínas são ubíquas na natureza (bactérias, fungos, algas e plantas superiores), não possuem toxicidade conhecida, não têm associação com patogenicidade e não conferem vantagem seletiva às plantas que contêm essas proteínas.

12. Na eventualidade de haver um escape gênico, a probabilidade de fixação do alelo contendo a seqüência gênica que confere tolerância ao glifosato na população é muito reduzida na ausência de pressão de seleção.

13.  As interações básicas do milho NK603 com outros organismos no ambiente não são consideradas diferentes das interações do milho convencional.

14.  Organismos não-alvo das proteínas CP4 EPSPS e CP4EPSPS L214P, como predadores e presas das pragas do milho, poderão ser expostos a níveis muito baixos destas proteínas sem, no entanto, haver evidências de efeitos negativos sobre esses organismos.

15.  Não há evidências que qualquer proteína EPSPS apresentará atividade biológica sobre organismo não-alvo.

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 Roundup Ready, derivado da linhagem NK603, é tão seguro quanto seu equivalente convencional. Foram também considerados e consultados estudos e publicações científicas independentes da requerente, realizados por terceiros.

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 Resolução Normativa nº 03 e 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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Walter Colli

Presidente da CTNBio

                Voto divergente:

                O relator Dr. Paulo Brack (Subcomissão Setorial Permanente Ambiental) emitiu parecer           contrário a aprovação deste produto por considerar que in verbis:

1. Aspectos ligados à biodiversidade são fundamentais na análise e no debate quanto à possível liberação comercial de variedades transgênicas, pois a tecnologia de plantas geneticamente modificadas não deveria fazer parte do processo usual de maior  empobrecimento do estoque da riqueza da biodiversidade e da perda dos processos de resiliência e autoregulação ecológicas.

2. Pode ocorrer o aumento da resistência ao herbicida glifosato, como já acontece na soja, aumentando a invasão de plantas adventícias devido ao herbicida poder se tornar inócuo e não trazer vantagens econômicas.

3. Existem poucos estudos experimentais quanto aos efeitos ambientais desta tecnologia sobre o ambiente.

4. As análises dos custos e benefícios de OGMs deveriam estar associadas a uma avaliação mais ampla, ou sistêmica, das causas dos desajustes a que estes organismos vieram ser criados e colocados no mercado.

5. A ausência de trabalhos no Brasil com respeito ao possível efeito das plantas transgênicas sobre a alteração dinâmica de comunidades de microorganismos no solo.

6. Existem evidências que fragmentos relativamente longos de DNA de plantas GM sobrevivem por períodos extensos após a ingestão, podendo ser detectados nas fezes.

7. Existem ainda grandes lacunas de conhecimento quanto aos bio-riscos de uma planta de polinização aberta e que representa uma cultura importantíssima para o pequeno agricultor e para a alimentação humana e animal.

8. Faltam estudos que abordem a distância a que este pólen chega e a possibilidade de haver alcance do gineceu. Este aspecto até agora não foi levado em conta, inclusive não existem estudos quanto a possibilidade de presença de outros polinizadores, como as abelhas silvestres nos vários biomas brasileiros.

9. Apesar da planta apresentar a estratégia de anemofilia, pela produção abundante de pólen, nas flores estaminadas, o risco de fluxo gênico entre milho GM e não GM, por Apis mellifera L. pode existir.

10. No Brasil existe a possibilidade de contaminação, no que se refere ao milho GM, principalmente pela ausência de mecanismos eficientes de segregação das sementes.

11. Não existem programas para proteger o produtor de que produção de sementes ou grão de milho não sofram contaminação.

12. Uma semente de uma planta GM pode se propagar indefinidamente e, se tiver constatado problemas, não se sabe se será realizado seu recolhimento.

13. Faltam estudos detalhados da questão da estabilidade dos locais, os sítios de atual inserção, o número e a estabilidade dos insertos, os efeitos ao promotor transgênico, os padrões dos insertos e as mutações pós-modificações genéticas na proteína codificada e na seqüência de regulação dentro de condições que extrapolam os experimentos confinados a laboratórios.

14. Efeitos imprevisíveis na estabilidade genética do OGM, poderiam trazer alterações no valor nutricional, ou mesmo alergenicidade ou outro fator inconveniente sobre a saúde humana.

15. Não são verificados trabalhos conclusivos sobre aspectos toxicológicos e alergênicos por parte da empresa requerente do evento a ser analisado.

16. Aspectos ligados a diversidade do sistema deveriam fazer parte dos estudos, incluindo a possibilidade de que não exista erosão genética e perda ainda maior de biodiversidade.

17. Não houve avaliação de risco ambiental ou de estudos de impacto ambiental.

18. Inexistem estudos prévios destas plantas e suas possíveis conseqüências ambientais nos ecossistemas brasileiros.

19. Não se sabe sobre os potenciais riscos para outros organismos “não alvo” (abelhas, pássaros, microorganismos do solo em função da degradação de plantas modificadas etc.)

20. No Brasil, o Protocolo de Cartagena sobre Biossegurança é pouco respeitado, principalmente no que estabelece, no seu Anexo II.

21. A prática tradicional de troca de sementes entre agricultores não pode estar sob risco de contaminação, pois não se sabe a eficiência na segregação.
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