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Este parecer foi feito a partir da análise do processo 01200.007232/2006–07, de parte da Du Pont do Brasil – Divisão Pionner Sementes Ltda e Dow AgroSciences. Trata-se de pedido de liberação comercial do milho geneticamente modificado, evento TC 1507, contendo os transgenes cry1F e pat, que conferem, respectivamente, efeito inseticida sobre certos lepidópteros e tolerância ao herbicida glufosinato de amônio. Estes transgenes e outras seqüências foram Incorporados no milho Bt Cry1F 1507.


Adicionalmente, como determina a legislação vigente, foram consultadas várias bibliografias pertinentes a este pedido de liberação comercial. Por fim, as informações prestadas pela empresa proponente foram comparadas com as diretrizes e requisitos das normas vigentes, em particular da RN n. 5 da CTNBio.

A primeira questão


Em vários estudos desse pedido de liberação comercial, foram usadas toxinas Cry1F extraídas de Pseudomonas fluorescens no lugar de toxinas diretamente extraídas do milho Herculex. Assim, antes de tudo, é necessário analisar o estudo “Equivalency of microbial and maize expressed Cry1F protein: characterization of test substances for biochemical and toxicological studies. A análise deste estudo (contido no anexo 4 do dossiê) permite concluir que pelas razões expostas abaixo, este estudo não tem base cientifica suficiente para considerar que as toxinas extraídas de plantas são idênticas ou similares aquelas extraídas de Peseudomonas fluorescens.

As razões são as seguintes:

Em primeiro lugar, segundo a empresa proponente, a toxina produzida pela planta é truncada enquanto aquela produzida pela bactéria Pseudomonas fluorescens é completa.Na página 53, o dossier afirma”O transgene cry1F otimizado do PHP8999 codifica uma proteína Cry1F truncada que é idêntica ao núcleo ativo da proteína completa natural de Bacillus thuringiensis var. azawai como também a proteína completa Cry1F microbiana, MR872, expressa em Pseudomonas fluorescens. As três seqüências da proteína Cry1F são idênticas para os primeiros 605 aminoácidos, com exceção da substituição da leucina na posição 604 na proteína Cry1F da planta (substitução F604L na Figura 4).” Assim, conclui-se pelo próprio dossier que as toxinas não são as mesmas.

No estudo, foram encontradas proteínas, extraídas de plantas transgênicas, de dois tamanhos (68 e 65 kDa). Os autores justificaram que 68 kDa é o tamanho esperado, mas foi a de menor proporção. Aquela de tamanho não esperado (65kDa) foi predominante. Afirmaram os autores que isso era o tamanho esperado após a proteólise da parte N terminal da toxina, o que poderia potencialmente ter acontecido durante a fase de purificação (p. 12). Como os autores não são taxativos e os resultados não foram submetidos a revisão pelos pares, esta justificativa não pode ser aceita. Assim, permanece a dúvida sobre se a planta produz uma ou mais toxinas e seu peso molecular correto.

Com as toxinas extraídas de Pseudomonas fluorescens strain MR872, que os autores insistem em chamar de micróbio, ocorreu praticamente a mesma situação. A forma predominante tem peso molecular de 65 kDa. Contudo proteínas menos abundantes, mas que igualmente reagiram ao corante apresentaram PM de 100, 45, 20 e 15 kDa. No ensaio de Western Blot, a imuno reação identificou além da toxina de 65 kDa, outras duas, uma de 25 e uma de 20 kDa. Proteínas menores que esta não foram submetidas ao imuno ensaios.

A quantificação das proteínas extraídas de plantas ou Psedomonas foi feita utilizando ELISA e SDS PAGE, respectivamente (pág. 30). Portanto, metodologias distintas.

A avaliação do Bioensaio com Ostrinia foi após o 7° dias. No entanto, em certas partes do texto, é informado que a mortalidade foi avaliada a partir do 6° dia (pág. 130).  

Do ponto de vista estatístico os testes estão longe de cumprir procedimentos básicos. Os autores afirmaram categoricamente que nos testes bioquímicos, média e desvio padrão foram as estatísticas utilizadas. Os desenhos experimentais também não são apropriados para testar as hipóteses associadas aos objetivos dos ensaios. Exemplo disso é a informação da página 130, em que é afirmado, que os bioensaios foram realizados geralmente com 3 repetições de 48 larvas. No entanto, segundo o relatório do estudo, nem sempre havia larvas suficientes para colocar em cada pocinho (pág. 130). Portanto, o número de larvas participaram de cada ensaio foi diferente

Outra deficiência cientifica deste estudo é mencionada na página 132, onde é afirmado: “Devido a natureza experimental do experimento, alguns dados foram excluídos por várias razões. Vários dos bioensaios iniciais foram comprometidos pela alta taxa de mortalidade do controle e mortalidade que não aumentava regularmente com o aumento da dose. Quando isto ocorreu, os dados sobre tratamento/inseto daquele dia não foram incluídos no cálculo da DL50.”

Até mesmo nos bioensaios, a performance das toxinas extraídas de plantas ou de Pseudomonas foram diferentes. A DL50 da toxina de plantas foi de 2,21 enquanto a de micróbio foi de 2,49 ng de Cry1F (12,7% a mais) para a Spodoptera frugiperda. Da mesma forma, a DL50 para a Ostrinia nubilalis foi de 0,11 e 0,14 ppm de Cry1F (27,3% a mais), respectivamente. Para outras espécies (ex: Helicoverpa zea), os testes não foram adequadamente feitos, o que impossibilitou qualquer análise de similaridade dos resultados obtidos com proteínas extraídas de distintos organismos.

Embora não mencionado no sumário, é nítida a diferença no coeficiente angular da curva da DL50 para a toxina extraída de plantas ou da Pseudomonas (p.133). Assim, este coeficiente (slope) para os organismos Ostrinia nubilalis, Heliotis virescens, Spodoptera frugiperda, Helicoverpa zea e Agrotis ipisilon submetidos a toxina extraída de Peseudomonas fluorescens foram de 1,1, 1,3, 1,1, 0,9 e 1,4, respectivamente. Quando estas mesmas espécies foram submetidas a toxina extraída de plantas, os coeficientes angulares foram de 1,7, 1,5, 1,4, 0,5 e 2,6, respectivamente. Estas diferenças, que chegara praticamente a ser de duas vezes para as espécies Helicoverpa zea e Agrotis ipisilon não foram estatisticamente testadas. 

Mesmo sobre a glicosilação, os autores concluem que não há aparente modificação pós-translação na proteína Cry1F em extratos extraídos de milho (p. 29). Novamente a afirmação não é conclusiva, pois aparente, significa que a glicosilação não foi procurada a fundo.

O ensaio ainda apresentou outras dúvidas, como esta registrada de próprio punho, onde um dos pesquisadores, menciona que suspeita (pág. 116) que uma amostra tem a extremidade N bloqueada:
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Além disso, as cópias das fotografias dos géis são de qualidade tão baixa que é impossível analisá-las.

Desta forma, os resultados deste estudo não são cientificamente robustos para provar que as toxinas extraídas de plantas são idênticas aquelas extraídas de Pseudomonas fluorescens. Também, os resultados obtidos com análises bioquímicas ou biológicas não permitem inclusive advogar cientificamente equivalência ou similaridade entre si.

Embora que essa conclusão deveria obrigar a empresa a reconduzir os estudos de biossegurança com outro material genético, diretamente extraído do milho Herculex - assunto da presente avaliação de risco – o dossiê de pedido de liberação comercial apresenta varias outras questões relativas ao não cumprimento da RN 05, como serão posteriormente detalhadas.

Segunda questão

Na página 89, os proponentes afirmaram: “O evento TC1507 foi cultivado e monitorado cuidadosamente em relação a sua capacidade de proliferação como erva daninha e seu comportamento agronômico em mais de oitenta localidades ao redor do mundo, incluindo Brasil, em pedidos de liberação aprovados pela CTNBio da Dow AgroSciences (01200.000200/2002-68, 01200.004778/2004-36 e 01200.002223/2004-50) e Pioneer Sementes (01200.004346/98-61, 01200.002924/99-14, 01200.000729/2000-09, 01200.004358/2000-26, 01200.000675/2001-54, 01200.002142/2001-15, 01200.003613/2001-02, 01200.006845/2001-12, 01200.002948/2005-29, 01200.002954/2005-86, 01200.006687/2005-16)”. 


Esta afirmativa não deixa dúvida de que os proponentes se preocuparam com a perfomance agronômica. 

Considerando que somente um estudo, com artrópodes, que poderia ser enquadrado como avaliação de risco, foi feito, é imperativo que estudos devam ser feitos para atender o disposto nas normas vigentes, em particular a RN n. 5.

Não cumprimento da RN n° 5

Nesse sentido, o resto desse parecer concentra-se a destacar todos os pontos dos anexos II, III e IV da RN 05 que não foram diretamente cumpridos e, portanto informações complementares sobre as perguntas a seguir, são imprescindíveis para a análise e tomada de decisão por parte da CTNBio: 

Em relação ao Anexo II  

Ponto 3.


O dossiê de pedido de liberação comercial apresenta algumas contradições, que deixam duvidosas algumas conclusões ligadas à biossegurança no que diz respeito as seqüências genômicas cry1F e pat.


Na pagina 38 do dossiê, esta escrito que “A proteína inseticida objeto da presente solicitação é uma proteína Cry1F truncada derivada da cepa PS81I (NRRL B-18484) de Bacillus thuringiensis var. aizawai (Narva et al., 1998)”. Mais adiante, no texto pode-se ler também que “A proteína inseticida codificada por um transgene cry1F sintético é idêntica na seqüência de aminoácidos 1-605 do resíduo de 1174 aminoácidos da proteína Cry1F natural, a exceção de uma substituição única de resíduos de aminoácidos. Os códons para os 569 aminoácidos C-terminal da protoxina completa correspondem a aqueles eliminados pelas proteases alcalinas no intestino do inseto durante a formação da toxina Cry1F ativa (Bravo, 1997; Schnepf, 1998).”


De outro lado, no que diz respeito a proteína PAT, pode-se ler que “O gene pat é uma versão sintética da seqüência do gene pat natural da bactéria Streptomyces viridochromogenes (Eckes et al., 1989). A versão sintética foi produzida a fim de modificar a polarização do códon de guanina e citosina (G+C) a um nível mais representativo para o DNA vegetal (Van Wert, 1994)”.


Ora, na pagina 69, quando o texto trata da avaliação do risco de transferência, pode-se ler no dossiê que “Os genes que codificam as enzimas PAT e acetiltransferases similares se encontram presentes na natureza. De igual modo o gene cry1F na linhagem de milho Bt Cry1F 1507 foi isolado a partir de Bacillus thuringiensis var. aizawai que é uma bactéria ubíqua de solo que produz uma variedade de proteínas Cry, incluindo a proteína Cry1F. Sendo assim os organismos receptores não apresentariam um risco maior que os microrganismos presentes no ambiente a partir dos quais se originaram os genes e os quais seres humanos e animais já estão expostos através da ingestão inadvertida por longo tempo”.

Perguntas:

As seqüências genômicas exatas cry1F e pat presentes no genoma do milho Herculex estão ou não presentes na natureza? Caso positivo, desde quando tempo?

Qual é quantidade da toxina Cry1F produzida normalmente no solo? Em que condições Bacillus thuringiensis var aizawai produziria esta toxina?

Qual a quantidade da toxina Cry1F que será produzida por área cultivada com o milho Herculex, em agroecossistemas brasileiros?

Quais são as referencias bibliográficas que compravam que a ingestão das proteínas Cry1F e PAT sintetizadas no milho Herculex resultam na mesma resposta biológica que no caso de ingestão das proteínas Cry1F e PAT sintetizadas respectivamente em Bacillus thuringiensis var aizawai e em Streptomyces viridochromogenes?

Adicionalmente, os proponentes concluíram, na página 58, que “Os resultados da caracterização molecular detalhada do evento TC1507 sustentam a conclusão de que este evento contém uma cópia completa do inserto de DNA utilizado para transformar esta linhagem de milho (isto é, o fragmento ~6235 pb do inserto PHI8999A que contém tanto os genes cry1F como pat) e uma cópia adicional do gene cry1F.”

Contudo, nenhum estudo sobre a cópia intacta adicional do transgene Cry1F foi mencionado no dossiê.

Pergunta:

Informar sobre a expressão desta cópia adicional do transgene Cry1F, bem como suas implicações em termos de biossegurança.

As respostas a estas perguntas são cruciais para a avaliação de biossegurança, em particular, para organismos não alvos  e para a interpretação dos estudos de toxicidade realizados em ratos.
Ponto 4.


No vetor utilizado há presença do promotor CaMV 35S como promotor da seqüência genômica pat.


Consideramos que a resposta que diz respeito aos hospedeiros do promotor CaMV 35S é incompleta, e não revela dados importantes de biossegurança.


Esta escrito no dossiê (p.39 e p.68): “O CaMV é um caulimovírus de DNA de dupla hélice com uma gama de hospedeiros muito limitado restringindo-se principalmente à planta crucíferas.”


No entanto, desde há muitos anos é cientificamente comprovado que o promotor 35S CaMv se expressa em outras células que não sejam células de espécies crucíferas, inclusive em E. coli (Jacob et al., 2002), algas verdes, rãs e mamíferos (Ho et al., 2000b), inclusive em células humanas (Traavik et al., 2005; Steinbrecher, 2002).


Portanto, estando a CTNBio encarregada de realizar a análise cientifica do dossiê, é nítida a falta de robustez cientifica empregada pela empresa proponente nesta questão. 

Perguntas:

Se existem referências bibliográficas que contrariam aquelas mencionadas na critica desse ponto 4, porque a empresa não as incluiu no dossie? 
Quais ensaios as empresas proponentes realizaram sobre a expressão do promotor 35S? Mencionar as principais conclusões.

Ponto 10.


Testes de Western blot foram efetuados para identificar a expressão dos transgenes introduzidos no milho Herculex.


Foi observado no teste uma banda fraca que corresponde a hibridação dos anticorpos Cry1F com uma proteína no caso do milho testemunho. Nesse sentido, o dossiê afirma (p.73) que “Pode-se concluir que a banda fracamente reativa que se apresenta em condições de desnaturação no grão da testemunha se deve provavelmente a uma ligação fraca do anticorpo Cry1F com uma proteína endógena do milho”.


Se houve ligação, mesma fraca, entre uma proteína do milho e anticorpos Cry1F é que existe uma homologia pelo menos nos epítopos antigênicos dessas proteínas. Esse tipo de homologia poderia significar outras homologias entre a proteína Cry1F do milho Herculex e a proteína nativa do milho, como homologia de seqüências genômicas ou homologias estruturais e conformacionais. Nesse contexto, as mesmas vias metabólicas poderiam ser usadas, com então perturbação da via metabólica própria do milho.


Alternativamente, a sonda poderia estar contaminada.

Perguntas:

Qual é a seqüência genética dessa proteína endógena do milho que hibridizou com a referida sonda, e quais são as suas estruturas espaciais secundaria e terçaria?

Em qual(is) via(s) metabólica(s) essa proteína esta envolvida, no milho?


Alem disto, o produto de expressão do transgene Cry1F no milho Herculex não ficou claro, principalmente por causa da “impossibilidade” de sequenciamento da proteína completa, cuja parte N-terminal esta submetida às proteases do milho.

Segundo o dossier, “A análise por Southern Blot da seqüência demonstra que o material genético introduzido no milho 1507 consiste em uma cópia quase completa do fragmento linear usado na transformação (isto é, 6186 bp dos 6235 bp da inserção PHI8999A, contendo o cry1F e os genes do pat junto com as seqüências regulatória necessárias para sua expressão). Além disto, a inserção na planta contém os seguintes fragmentos não functionais:

· Um fragmento do gene de cry1F (região 4 na Tabela 3), com nenhuma seqüência do promotor ubiZM1(2), e um fragmento (15 bp) do gene cry1F (região 7c), ambos

· situados na extremidade 5’ da inserção quase completa;

· Dois fragmentos (201 bp e 138 bp comprimento, respectivamente) do gene pat

· (regiões 7a e 7b, respectivamente), sem seqüências regulatórias associadas, situadas

· na borda 5', um fragmento (188 bp) do gene pat, situado na borda 3' (região 13);

· Um fragmento (118 bp) da região do polylinker do promotor ubiZM1(2) situadas da borda 5’ (região 8);

· Um fragmento (550 bp) da seqüência do teminador ORF25PolyA na posição

invertida encontrada imediatamente na extremidade 3’ da inserção quase completa

(região 10).”


No entanto, esta descrição contraria o conteúdo da Tabela 3, emq ue o somatório de outros 17 fragmentos que não o plasmidio, totalizam 4517 pb. 

Na página 44, os proprios proponetes tem dúvidas quando afirmaram “A região da base 1682 no início de PHI8999A inserida na posição 2830 parece conter alguns fragmentos associados com o evento da transformação.” Parecem, não é uma expressão cientifica adequada para biossegurança. Portanto, os proponentes devem esclarecer as conseqüências da inserção deste vários fragmentos.

Ponto 13

Poucas informações foram incluídas referentes a possíveis efeitos pleiotrópicos. No caso do dossiê do Milho MON810 ocorreu o memso. Contudo estudos recentes tem demonstrado efeitos pleiotrópicos em nível molecular. A análise proteômica de duas gerações subseqüentes (denominadas de T05 e T06) do milho transgenico (evento MON 810) tendo como controle as suas respectivas linhas isogênicas (WT05 e WT06) resultou na identificação de  43 proteínas que tiveram sua regulação aumentada ou reduzida comparativamente as linhas isogênicas parentais, o que está especificamente relacionado com o transgene inserido no genoma do milho pelo bombardeamento de partículas.  Destas 43 proteínas, 14 tiveram sua expressão reduzida, 13 com expressão aumentada, 7 foram produtos novos e 9 deixaram de expressar seus produtos (Zolla et al.,  2008). Os autores ainda verificaram que uma das novas proteínas expressadas (SSP 6711) corresponde a 50 kDa gama zeina, uma proteína alergênica bem conhecida. Além disso, várias proteínas de sementes de armazenamento (como globulinas e outras similares às vicilinas expressas no embrião) exibiram formas truncadas, apresentando massas moleculares significativamente menores que as proteínas nativas.

Pergunta:

Quais as avaliações moleculares para detectar efeitos pleiotrópicos moleculares que foram feitos? Em caso afirmativo, informar os resultados.

Em caso negativos, realizar estes estudos e informar os resultados.
Ponto 14.


Consideramos que o ponto 14 não foi corretamente respondido, principalmente no que diz respeito a metodologia utilizada para determinar o grau de estabilidade genotípica do milho Herculex. Alem disto, cabe ressaltar que não há dados sobre estabilidade em genótipos que se pretende cultivar no Brasil.

Pergunta:

Quais as avaliações de estabilidade genotípica feitas no Brasil? 

Anexo III 
Ponto 4.


Dois estudos de toxicidade oral aguda foram feitos em ratos (Kuhn, 1998 e Brooks, 2000), alem de um estudo de alimentação de frangos (Zeph, 2000). No entanto, nenhum desses estudos foi publicado.


O dossiê ainda não fornece “os resultados da avaliação da nutrição em animais experimentais por duas gerações”, bem como não foi informado “a duração dos experimentos”, como exigido pela RN 05.

Perguntas:

Quais são os resultados primários desses 3 testes de toxicidade/alimentação?

Qual foi a duração dos experimentos efetuados?

Qual foi o tamanho amostral utilizado? Quantas repetições?

Qual foi a potencia dos testes estatísticos realizados?


Alem disto, esta escrito no dossiê, p.85, que “foram realizadas observações sobre sintomas de patologia clínica...e necropsias totais”.

Perguntas:

Quais sintomas de patologia clínica foram constatados e quais foram mais profundamente estudados?

Quais tecidos ou órgãos foram submetidos a necropsia?

Quais são os resultados detalhados das necropsias do trato digestivo, dos rins e do fígado?

Ponto 6.


Nenhuma informação no dossiê diz respeito aos “possíveis efeitos deletérios do OGM em animais prenhes e seu potencial teratogênico”, conforme exigência da RN 05.

Perguntas:

Quais são os possíveis efeitos deletérios do OGM em animais prenhes e seu potencial teratogênico nas progênies?

Quais foram os estudos feitos que permitem atender aos requisitos da RN 5 relacionados ao tema?

Ponto 7.


Não foi mencionado no dossiê nenhuma “conclusão de analises imunológicas” nos animais testados, conforme exigido pela RN 05.


No que diz respeito as “analises histológicas”, não foi mencionado no dossiê quais tecidos foram analisados.

Perguntas:

Quais analises imunológicas foram efetuadas nos animais testados? Qual metodologia foi utilizada?

Quais são os resultados dessas analises?

Ponto 8.


Não foi apresentado no dossiê dados que dizem respeito ao metabolismo do glufosinato de amônio na PGM, considerando que essa PGM foi modificada para acumular o herbicida sem morrer.

Perguntas:

O glufosinato de amônio apresenta o mesmo metabolismo de degradação no milho Herculex que no milho convencional? Apresentar resultados de estudos experimentais realizados em agroecossistemas brasileiros.
Quais os níveis de resíduos em plantas deste herbicida nas condições de cultivo de milho adotadas atualmente no país? 

Quais serão os riscos adicionais para a saúde animal e humana, levando-se em conta a presença simultânea nas folhas e nos grãos ou sementes da toxina Cry1F e do herbicida glufosinato de amônio?

Quais as diferenças de metabolismo do glufosinato de amônio nas plantas transgênicas comparativamente as convencionais? Isto tem  algum efeito tóxico aos humanos e ao meio ambiente a mais?

Ponto 10.


A analise de similaridade dos produtos de expressão do OGM com alérgenos conhecidos foi feita na base de busca de homologia de aminoácidos contíguos.

Assim, podemos ler no dossiê, p. 86, que “Uma homologia significativa é aquela que registra uma

identidade de seqüência de 8 ou mais aminoácidos contíguos”.


Entretanto, essa afirmação não esta sustentada por nenhuma referencia bibliográfica ou por estudos. Desde há 7 anos atrás, as organizações internacionais WHO/FAO recomendaram que a análise comparativa deve ser feita 6 aminoácidos (WHO/FAO, 2001). Esta recomendação é advinda de evidências científicas (Spök et al., 2005; Metcalfe et al., 1996; Taylor & Hefle, 2002).

Perguntas:

Porque a empresa proponente não seguiu as recomendações da WHO/FAO?
Realizar uma nova busca de homologia com 6 aminoácidos contíguos e apresentar os resultados?


Nesse mesmo ponto, que diz respeito aos riscos de alergenicidade, deve-se complementar também algumas informações importantes ligadas a biossegurança.


Assim, está escrito no dossiê que “Em mais de 30 anos de uso comercial, não foram apresentados informações concretas de alergenicidade do B. Thuringiensis, incluindo alergias ocupacionais relacionadas com a fabricação de produtos que contém B. thuringiensis (EPA, 1995a)”.


Esta afirmativa igualmente não tem base cientifica. Em primeiro lugar, provavelmente devido a antiguidade da referencia bibliográfica (já com 13 anos), essa afirmação não leva em consideração os estudos recentes que comprovaram respostas imunes à proteínas Cry, como o estudo de Kroghsbo et al. (2007) no caso de Cry1Ab e os estudos de Moreno-Fierros et al. (2002),  Vazquez et al. (1999) e de Vazquez-Padron et al. (2000) no caso de Cry1Ac. 

Além disso, as formulações comerciais são totalmente diferentes da única toxina produzida pelo milho Herculex. Também é diferente o uso, pois enquanto a toxina Cry1F é produzida durante todo o tempo por todas as células da planta do milho Herculex, as formulações comerciais contendo B. thuringiensis são aplicadas esporadimaente sobre plantas e se degradam rapidamente no meio ambiente.
Pergunta:

Quais fatores (biológicos, químicos ou físicos) poderiam amplificar uma resposta imune em reação alergênica no caso da proteína Cry1F?

Apresentar resultados de ensaios experimentais comparativos de toxicidade e alergenicidade da toxina Cry1F e de formulações comerciais de B. thuringiensis.

Enfim, há duas perguntas complementares, de grande importância para a biossegurança, merecem respostas antes da decisão da CTNBio:

Perguntas

Quais foram os materiais genéticos usados nos testes de toxicidade/alimentação?

Foram efetuados testes de toxicidade/alimentação com o uso simultâneo do herbicida recomendada pela empresa, nas doses recomendadas?


Embora todas as empresas proponentes de liberações comerciais de milhos transgênicos com transgenes contendo os genes Cry intactos ou não, tenham afirmado que estas toxinas têm uso seguro e não causam alergenicidade, existem evidências que contrariam esta premissa, além daquelas acima mencionadas.


Cientistas independentes estudaram os agricultores nos cultivos de cebola, em Ohio, Estados Unidos que se expuseram aos produtos comerciais a base de Bacillus thuringiensis. Neste estudo, Bernstein et al. (1999, 2003) encontraram “reatividade [IgE anticorpos] as pro-delta-endotoxinas Btk em 2 dos 123 trabalhadores estudados pela rota respiratória”. Desta forma, os autores concluíram que o nível do potencial  risco ocupacional de trabalhadores, bem como de consumidores deveria ser avaliado.


Em outro estudo, Finamore  et al.  (2008), quando comparado com o controle, o milho MON810 induziu alterações na percentagem de células T e B e em CD4+, CD8+, γδT, e RT em sub-populações de  ratos desmamados ou idosos alimentados por 30 ou 90 dias, respectivamente, no intestino e áreas periféricas. Um aumento do serum IL-6, IL-13, IL-12p70, e MIP-1 [cytokines estão envolvidas na resposta alergênica e inflamatória] após alimentação com MON810 foi igualmente encontrado. Estes resultados sugerem a importância da avaliação do consumo e da idade dos consumidores de alimentos 

Pergunta:

Quais os estudos feitos pelos proponentes com os trabalhadores de campo que manuseiam ou se expuseram ao milho Herculex? Em caso afirmativo, anexar estes estudos.

Anexo IV

Ponto 4.


Não foram indicados os “agentes polinizadores potenciais” ou os agentes disseminadores de sementes do milho, nem a “distribuição geográfica no Brasil” de cada um deles, contrariamente ao que a RN 05 exige.

Perguntas:

Quais são as espécies (mamíferos, aves e insetos, outras) que serão potencialmente responsáveis pela disseminação de pólen, partes vegetativas e sementes de milho Herculex no Brasil? Qual seriam as distâncias e quantidade que cada espécie poderá disseminar?

Qual é a distribuição geográfica de cada uma delas no Brasil?

Ponto 6.


No que diz respeito “a freqüência com que ocorre o cruzamento do organismo parental do OGM”, o dossiê apoia-se sobre um referencia bibliográfica de Raynor et al. (1972), considerando uma dispersão de pólen de menos de 1% a 60 metros da fonte (p.35).


Ora, um conjunto de estudos mais recentes sobre a polinização cruzada do milho indicam uma distância mínima de 200 metros de separação dos plantios para que se tenha um índice de contaminação inferior a 1,5 % (Klein et al., 2001; Simpson, in Eastham & Sweet, 2002; Jones & Brook, 1950; Stevens et al., 2004; Luna et al., 2001; Ma et al., 2004; Messean et al., 2006).

Adicionalmente, no PARECER TÉCNICO nº  1.100/2007, de 16 de agosto de 2007, base da liberação comerciai do milho MON 810, a CTNBio assim afirmou: “Comparando-se as concentrações a 1 m da cultura fonte sob ventos baixos a moderados estimou-se que, 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 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 resistência a insetos.”  
Ou seja, a empresa proponente não discute de forma apropriada uma das questões  mais relevantes relacionadas a necessidade da proteção do patrimônio genético, neste caso representado pelas variedades crioulas de milho que poderiam ser contaminadas transgenes produtores de toxinas.” 


Alem disto, o dossiê não menciona “os efeitos resultantes” negativos de uma contaminação de milho de variedades de polinização aberta, crioulo ou local, contrariamente ao que esta exigido pela RN 05.

Perguntas:

Existe estudos de fluxo gênico entre o milho Herculex e variedades de milho de polinização aberta, crioulas e locais em condições ambientais brasileiras? Em caso positivo, fornecer a metodologia e os resultados.

Quais serão os efeitos negativos sobre o valor adaptativo das variedades de polinização aberta, crioulas e locais se hibridizadas com o milho Herculex? Quais seriam estes efeitos diante de hibridizações sucessivas do milho Herculex com os híbridos entre Herculex e variedades de polinização aberta, crioulas e locais? (sugestão: ver Ellstrand, 2003).
Ponto 8.


Alguns organismos não-alvos foram avaliados no dossiê (p.106-148), como Colinus virginianus (aves), Doru luteipes, Orius sp., Geocoris sp., Nabis sp., entre outros.


No caso de Colinus virginianus, essa espécie não está presente no Brasil. A escolha dessa espécie não foi justificada, contrariamente ao que exige a RN 05. Considerando que foi a única espécie de aves testada, podemos concluir que o dossiê não levou em consideração os riscos para a avifauna do Brasil, uma das mais diversa do mundo.


Tampouco houve relato de estudos com espécies incluídas na lista das espécies ameaçadas de extinção do IBAMA.

Perguntas:

Qual é a justificativa para a escolha de Colinus virginianus como espécie de aves indicadores?

Existe testes de toxicidade do milho Herculex com espécies de aves presentes em ambiente agrícolas brasileiro? Em caso positivo, fornecer os resultados.

Realizar e apresentar estudos de riscos às espécies incluídas na lista das espécies ameaçadas de extinção, que potencialmente poderiam ser adversamente  afetadas pelo cultivo deste milho transgênico em larga escala.

No que diz respeito aos artrópodes avaliados, deve-se ressaltar positivamente que várias espécies foram avaliadas e em condições locais. Entretanto, três aspectos metodológicos devem ser destacados em relação às conclusões de ausência de risco para a fauna não-alva.


Primeiramente, nota-se que não foi usado o herbicida a base de glufosinato de amônio (com a marca comercial e as doses recomendadas) nos testes de impactos ambientais efetuados. Além disso, a aplicação de GA nas lavouras terá como efeito modificar profundamente as comunidades de plantas adventícias, o que resultará em modificações profundas da fauna associada. Assim, o GA pode ter um efeito danoso direto sobre alguns organismos não alvos.

A Empresa cita o levantamento da fauna, em particular de artrópodes, que visitaram plantas transgênicas e não transgênicas (estas com ou sem a aplicação de agrotóxicos). Mas o ensaio não foi feito para detectar os possíveis efeitos específicos de cada tratamento, uma vez que os insetos estavam livres para chegar e sair de qualquer planta. Tampouco os mesmos foram obrigados a se alimentar certas plantas. A situação experimental era tal que os OGM são uma parte muito pequena do ecossistema passível de forrageamento pelos insetos. Portanto, não foram avaliados os efeitos específicos do milho Herculex sobre essas populações, como por exemplo, na taxa de sobrevivência, na viabilidade populacional, entre outros. Assim, a inferência da empresa proponente não tem sustentação científica.

Não é da tradição científica afirmar que não há impacto ambiental apenas com base num ensaio desta natureza, que não utilizou delineamento específico para detectar os efeitos nos insetos. 



Enfim, dados sobre os organismos não alvo existente no Brasil não foram aportados.

Perguntas:

Quais são os dados científicos que permitem a extrapolação de dados obtidos em avaliação de risco para a fauna não-alvo em lavoura de milho Herculex sem uso de glufosinato de amônio comparativamente a área cultivada com glufosinato de amônio?

Existe resultados dos impactos específicos das lavouras do milho Herculex sobre a fauna não-alvo em ecossistemas brasileiros? Em caso positivo, fornecer esses dados.


Em segundo lugar, como foi mencionado varias vezes no dossiê, a proteína Cry1F tem uma especificidade relativa para os Lepidópteros. Ora, só dois Lepidópteros foram monitorados nos testes efetuados, ou sejam Helicoverpa zea e Spodoptera frugiperda, que são espécies que podem ser consideradas como pragas do milho. Nesse sentido, o dossiê não levou em consideração os riscos para espécies de Lepidópteros não-alvos do Brasil, que apresenta centenas de espécies de Lepidópteros, parte delas em via de extinção. A ausência de monitoramento de Lepidópteros não-alvos vem do fato que muitas dessas espécies não estão presentes na forma larval nas plantas; assim nem as armadilhas adesivas, nem os pitfalls, nem as bandejas d'água são armadilhas adaptadas a captura destes Lepidópteros.

Perguntas:

Porque não foi efetuado monitoramento dos Lepidópteros com armadilhas adequadas, tipo armadilhas com ferromonios ou armadilhas luminosas?

Existem estudos de impactos do milho Herculex sobre os Lepidopteros não-alvos de outros países? Em caso positivo, fornecer esses dados.

Anexar estudo com espécies de lepidópteros e himenópteros não-pragas, que são ameaçadas de extinção, expostas ao milho Bt, seguindo a boa prática (considerar dados sobre a distribuição geográfica, uso de habitat e plantas hospedeiras). Apresentar e discutir quais medidas que serão tomadas para minimizar os efeitos do milho transgênico em lepidópteros não alvo e ameaçados de extinção? 


Os riscos para os mamíferos foram também mencionados no dossiê (p.148). Entretanto, a avaliação do risco para os mamíferos baseia-se unicamente sobre um estudo não publicado de toxicidade aguda com ratos, animal de laboratório.


Ora, cabe ressaltar que as lavouras de milho e entorno, nos ecossistemas brasileiros, são habitats de numerosos mamíferos e micro-mamíferos.

Perguntas:

Qual é a justificativa da escolha do rato como espécie indicadora de risco a mamíferos?

Existem estudos de médio e longo prazo com espécies de mamíferos nativos dos ecossistemas Brasileiros? Em caso positivo, fornecer os resultados. Em caso negativo realizar os experimentos e apresentar os resultados.

Os riscos para os organismos aquáticos são também mencionados no dossiê (p.148). Entretanto, a avaliação de risco baseia-se sobre dois estudos não publicados


O primeiro estudo diz respeito a toxicidade aguda (48 horas) de Daphnia magna com proteínas Cry1F sintetizadas em bactérias.


Ora, considerando que as proteínas Cry sintetizadas em bactérias diferem das proteínas Cry sintetizadas em plantas, e considerando também que 48 horas de teste não é coerente com o período no qual esse crustáceo estará em contacto com o pólen na água, e ressaltando o papel ecológico chave de D. Magna, pode-se ressaltar que os riscos para os organismos aquáticos não foram corretamente avaliados.

Perguntas:

Porque o teste de toxicidade com D. magna não foi feito com proteína Cry1F extraída da planta?

Existem estudos com um tempo de exposição coerente com o tempo de liberação do pólen? Em caso positivo, fornecer os resultados? EM caso negativo, realizar os experimentos e apresentar os resultados.


O segundo estudo diz respeito a toxicidade para peixes com proteínas Cry1F sintetizadas em bactérias.


Ora, não se sabe quais espécies foram testadas, nem durante quando tempo o experimento foi conduzido. Alem disto, vale o mesmo comentário no que diz respeito o uso de proteína Cry1F sintetizada em bactérias.

Adicionalmente, os herbicidas podem causar efeitos nos peixes. Exemplo disso é o estudo de Soso et al. (2007). No estudo, aumento típico dos níveis de cortisóis pós-estresse foram observados em fêmeas de jundiá (Rhamdia quelen) aos 20 e 40 dias após a exposição ao glifosato na concentração de 3.6 mg/L. Aos 40 dias, ocorreu um  decréscimo de 17β-estradiol em fêmeas expostas, bem como um menor número de alevinos viáveis foram obtidas destas fêmeas expostas ao herbicida, que simultaneamente apresentaram um maior índice somático no fígado (LSI). Os autores concluíram que a presença do glifosato em água foi deletério para a reprodução do jundiá, alterando os padrões de esteroides e viabilidade dos ovos. 


Considerando que o cultivo do milho Herculex poderia aumentar o uso do herbicida glufosinato de amônio e considerando que outros herbicidas estão causando efeitos adversos a componentes da biodiversidade,  é mais do necessário um estudo sobre este aspecto com o sistema Herculex-Glufosinato de amônio.

Perguntas:

Quais espécies de peixes foram testadas, durante quanto tempo?

Porque o teste de toxicidade com peixes não foi feito com proteína Cry1F extraída da planta?

Realizar e apresentar estudos com o efeito simultâneo da toxina Cry1F e do Glufosinto de amônio em peixes nativos do Brasil.


No dossiê não foi encontrado nenhum estudo sobre possíveis efeitos da toxina Cry1F em organismos aquáticos. Rosi-Marshall et al. (2007) estudaram o destino potencial dos restos culturais do milho contendo o transgene Cry1Ac nos canais e riachos adjacentes às áreas de produção bem como seus efeitos em alguns componentes da biodiversidade aquática. Os autos verificaram que o pólen pode percorrer até 2000 metros rio abaixo e que outras partes da planta podem atingir 180m de distância da lavoura. Adicionalmente os autores verificaram que a taxa de crescimento de Lepidostoma liba alimentado com folhas de milho não-Bt era praticamente o dobro daquela em que os mesmo organismos foram alimentados com milho Bt. 


Da mesma forma, Bohn et al. (2008) foram capazes de detector efeitos de toxinas Bt em organismos aquáticos.


Diante desta constatação, cabem duas perguntas:

Perguntas:

Porque a empresa proponente não fez nenhum estudo de impacto nos componentes da biodiversidade aquática?

Quais são os possíveis efeitos adversos do sistema milho Herculex-glufosinato de amônio nos organismos aquáticos não alvo, nativos de ecossistemas brasileiros?


Em fim, é necessário ressaltar que não foram feitos estudos de impactos ambientais das lavouras de milho Herculex sobre as comunidades de micro-organismos dos solos brasileiros, como os fungos micorrizas, as bactérias envolvidas na fixação simbiótica do nitrogênio atmosférico, os fungos decompositores de lignina ou as bactérias antagonistas (tipo Pseudomonades).

Pergunta:

Quais serão os impactos ambientais das lavouras de milho Herculex sobre as comunidades de micro-organismos do solo não-alvos?

Ponto 9.


Foram feitos estudos de dosagem da proteína Cry1F em solos brasileiros. Entretanto, devemos ressaltar que não foram feitos analises de solo levando em consideração o uso de glufosinato de amônio, enquanto esse herbicida será usado sistematicamente nas lavouras de milho Herculex. Contudo, Accinelli et al. (2004) revelaram que a presença de toxinas da bactéria Bt no solo favorece a persistência do glufosinato de amônio e do glifosato nesse mesmo solo.

Perguntas:

Quando tempo persistirá o glufosinato de amônio e seus metabolitos de degradação, considerando a presença simultânea de proteínas Cry1F, no solo das lavouras de milho Herculex no Brasil?

Existem estudos de impactos ambientais de milho Herculex com uso de GA nas doses recomendadas em relação á micro-biota de solos brasileiros? Em caso positivo, fornecer os resultados obtidos.

Ponto 10.


Considerando que não foram apresentados estudos de impactos ambientais na micro-biota do solo nem estudos comparativas de biodegradabilidade do milho Herculex com seu isogênico não GM em condições de campo, é opinião desse parecerista que não pode ser avaliada a biodegradabilidade do milho Herculex. Cabe ressaltar que também não foi medida  taxa de lignina do milho Herculex. Ou se foi medida, os dados não foram fornecidos para avaliação.

Perguntas:

Qual é a taxa de lignina do milho Herculex em condições de campo nos agroecossistemas brasileiros?

Existe estudos comparativos de biodegradabilidade do milho Herculex com seu isogênico não GM em condições de campo? Em caso positivo, fornecer a metodologia e os resultados.

Ponto 12.


Não foram apresentados dados de monitoramento ou de estudos pós-liberação nos países onde foi liberado o milho Herculex.

Pergunta:

Existem dados de monitoramento feito por pesquisadores independentes? Em caso afirmativo, fornecer os resultados.

Conclusões

Pelas razões expostas neste relatório, recomendo que o processo seja colocado em diligência para que:

1. seja completada a avaliação de risco, de acordo com a Resolução Normativa n. 5 da CTNBio e nos princípios e metodologias contidas no Anexo III do Protocolo de Cartagena sobre Biossegurança, incluindo os  estudos de impacto ambiental nos ecossistemas brasileiros e os estudos nas regiões de cultivo de milho no Brasil para avaliar a possibilidade co-existência sem contaminação; 

2. sejam respondidas as perguntas formuladas e atendidas as demandas apontadas no parecer e

Desta forma, na ausência da avaliação de risco completa, é impossível tomar uma decisão. Sendo assim, a comissão deve exigir respostas às perguntas e dados complementares para, posteriormente, realizar uma nova análise da avaliação de risco.
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