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Descrição do OGM: Milho MON 89034 x NK603 que expressa as proteínas designadas Cry1A.105, Cry2Ab2F e CP4 EPSPS  resistente a insetos-praga e ao herbicida glifosato. 

Uso proposto: liberação comercial do OGM

Descrição dos eventos geradores e considerações gerais:
O milho em questão foi desenvolvido por cruzamento de milho MON 89034 contendo os genes que codificam para as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2F que conferem resistência a insetos-praga com o milho NK603 contendo a proteína CP4 EPSPS, através das técnicas denominadas clássicas de melhoramento (Figura 1). As linhagens parentais haviam sido geradas por meio de técnicas de engenharia genética e foram aprovadas anteriormente pela CTNBio como seguras para a saúde humana e animal assim como para o meio ambiente. O milho MON 89034 x NK603 tem seu uso aprovado no Japão, Filipinas, Coréia do Sul, Estados Unidos e Taiwan. Seu uso também recebeu aprovação da European Food Safety Authority – EFSA para uso na União Européia. 
Resumidamente, a característica MON 89034  designa a presença dos genes cry1A.105 e cry2Ab2 obtidos de espécies de Bacillus thuringiensis cujos produtos correspondem à proteína cristal deste bacilo, sabidamente tóxica para determinados lepidópteros-praga. A proteína permanece sob forma inativada quando na planta e só no intestino do inseto sofre modificação que libera sua atividade tóxica específica para o inseto. A segurança das proteínas da família  Cry tem sido comprovada desde quando preparações do bacilo inteiro foram aprovadas para aplicação direta nas culturas e fez sensação por ser método biológico de controle de insetos daninhos, muito mais seguro para insetos não-alvo, para o meio ambiente e para humanos e animais do que os inseticidas químicos convencionais. Sendo completamente seguro para vertebrados (tomates assim tratados não precisam ser lavados antes da comercialização) é permitido o seu uso por aplicação direta em preparações contendo até quatro estirpes diferentes de bacilos para que o espectro de ação seja mais amplo sobre as diversas pragas existentes. Portanto temos exemplo de piramidação da proteína Bt por aplicação direta, desconsiderando possíveis efeitos tóxicos ou alérgicos potenciais das demais proteínas, e componentes químicos do bacilo. Ademais, SMJ, não há acidente pessoal ou ambiental relatado por algum produtor orgânico usuário destas formulações.

A biologia moderna permitiu simplificar esta tecnologia, equipando o milho com genes que expressam endógenamente as proteínas inseticidas, a combinação de proteínas distintas ampliando o espectro de ação e efetividade sobre os insetos-praga. Estudos de toxicidade aguda, digestibilidade e alergenicidade com foco nas novas proteínas introduzidas, comprovaram a segurança deste milho, algo esperável face ao uso anterior na agricultura convencional e orgânica. Também este milho foi considerado seguro para o meio ambiente e insetos não-alvo, representando grande avanço frente aos inseticidas convencionais que não discriminam entre insetos-praga e demais insetos.  A redução considerável de aplicação dos inseticidas convencionais tem importante reflexo para a saúde do trabalhador do campo, com redução substancial dos acidentes por envenenamento. Outro benefício da tecnologia é a qualidade do milho resultante que apresenta apreciável redução nas micotoxinas presentes como fumonisina, altamente tóxicas (Wu et al, 2004). 

Quanto à característica NK603, designa a enzima CP4 EPSPS ou 5-enoilpiruvil chiquimato-3-fosfato sintase, derivada de microrganismo e distinta das demais EPSPS de plantas pois não é inibida pelo herbicida glifosato. Esta enzima exerce sua ação dentro do cloroplasto, restando fisicamente separada da proteína produto dos genes Cry. Atua na via de biossíntese de aminoácidos aromáticos. Como esta via metabólica não existe em animais, este herbicida é pouco tóxico para vertebrados.  Sendo proteína ubíqua em plantas, esta forma resistente ao herbicida levanta um mínimo de possibilidades de efeitos danosos não antecipados que efetivamente não apareceram nos estudos anteriores e no uso seguro comprovado no campo. Estudos de toxicidade aguda, digestibilidade e alergenicidade comprovaram a segurança desta proteína para o consumo humano e animal. O milho expressando esta proteína também foi aprovado quanto à segurança ambiental. Neste aspecto, há outra vantagem importante da resistência a  herbicidas: a possibilidade de eliminar ervas daninhas sem tratoragem entre as fileiras de milho, conservando a estrutura do solo e reduzindo apreciavelmente a perda de solo fértil, um dos maiores problemas globais da agricultura. Esta vantagem inclui menos gastos com combustível e redução das emissões de gás carbônico e poluentes. Uma das preocupações apresentadas quanto aos eventos piramidados se refere a eventuais efeitos indesejáveis derivados de interações não antecipadas entre os produtos gênicos expressos. No caso o mecanismo de ação das proteínas envolvidas é distinto as proteínas Cry e CP4 EPSPS são expressas inclusive em compartimentos celulares distintos e não há base científica teórica ou empírica para esta possibilidade como foi demonstrado pela empresa. 
As informações objetivas sobre este evento piramidado, fornecidas pela Monsanto do Brasil estão descritas em documento circunstanciado, em 50 páginas portando 14 tabelas e 5 figuras e cerca de uma centena de referências bibliográficas. Acompanha a proposta de monitoramento pós-liberação comercial em 17 páginas com o sumário dos 26 itens a ser monitorados. Um extenso anexo apresenta os padrões de procedimentos para os 26 tipos de análises e estudos do monitoramento proposto. A documentação atende a legislação vigente incluindo as novas disposições da CTNBio contidas na RN-5. 

Alguns aspectos importantes analisados neste milho:
Análise molecular e estabilidade genética 
Informam a análise da estrutura das construções genéticas inseridas nos eventos individuais  comparadas à situação no milho MON 89034 x NK603. Os elemntos genéticos são descritos para cada caso (Tabelas 1 e 2) e os “Southern blots” que exibem a estabilidade das características moleculares em comparação com os eventos individuais aparecem nas Figuras 2 e 4 com os mapas genéticos de referência (Figuras 3 e 5). 
A expressão das proteínas e as características agronômicas confirmadas estão de acordo com esta informação. O milho MON 89034 x NK603 exibiu portanto estabilidade das características, fenotípicas e moleculares. 
Concentração no milho das proteínas correspondentes às proteínas Cry e CP4 EPSPS
Esta investigação foi conduzida em amostras cultivadas no Brasil em Rolândia (PR), Não-Me-Toque (RS) e Cachoeira Dourada (MG), regiões de tradicional cultivo de milho na safra de 2007/2008. Foram analisados folhas, grãos e forragem por meio do método imunológico ELISA. Os níveis médios de expressão dessas proteínas são semelhantes aos encontrados nos eventos individuais já aprovados. A expressão é baixa, principalmente nos grãos o que é fator adicional de segurança alimentar (Tabelas 3, 4 e 5).  Estudos realizados na Argentina em três províncias (em 2004) também mostram a semelhança entre os níveis de expressão entre os eventos individuais e piramidado, indicando ausência de alterações que possam sugerir interações não esperadas.  (Tabelas 6, 7 e 8). Minas Gerais e em São Paulo. 
Avaliação do dano causado por lepidópteros-praga  no milho MON 89034 x NK603

Os danos foram mensurados para S. frigiperda, H. zea e D. saccharalis (Tabela 9) para o vento isolado e o piramidado e revelaram que os níveis semelhantes dos produtos gênicos também refletem a correspondente resistência aos insetos.

Características agronômicas e fenotípicas do milho MON 89034 x NK603

Treze características de importância agronômica foram estudadas (Tabela 10). Os resultados (safras 2007/2008 e 2008/2009) mostram equivalência entre controle e o milho piramidado (Tabelas 11 e 12).

Considerações sobre a segurança alimentar do milho MON 89034 x NK603 
A composição nutricional, avaliando cinzas, umidade, proteínas, carboidratos e gorduras (Tabelas 13 e 14)  em forragem e grãos, revela valores dentro dos intervalos de variação (ILSI-CCD). a variação de equivalência. e , fibra bruta, fibra detergente ácida, fibra detergente neutra) revela valores dentro das variações normais relatadas na literatura para amostras cultivadas em duas localidades no Brasil (Tabelas 2 e 3). 

Considerações sobre a segurança alimentar do milho MON 89034 x NK603: toxicidade
Estudos de toxicidade aguda foram realizados administrando as proteínas Cry  e a CP4 recombinantes em grande quantidade a camundongos, e revelaram ausência de toxicidade, sem manifestações adversas ou alterações detectáveis por investigação histopatológica. 

Considerações sobre a segurança alimentar do milho MON 89034 x NK603: digestibilidade

A digestibilidade das proteínas expressas foi demonstrada por as rápida degradação em suco gástrico ou entérico simulado. Este fato, na prática é garantia adicional de não absorção da proteína intacta e ausência de interferência sistêmica e também corrobora a ausência de potencial alergênico destas proteínas. 

Considerações sobre a segurança alimentar do milho MON 89034 x NK603: alergenicidade

A análise computacional usando bases de dados sobre proteínas ou peptídeos alergênicos não revelou potencial para causar alergias. Em nenhum dos produtos gênicos.
Plano de monitoramento pós-comercial do milho MON 89034 x NK603 
Foi apresentado plano de monitoramento pós-comercial utilizando diferentes localidades situadas no Paraná, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Bahia e Rio Grande do Sul. Os aspectos avaliados incluem resistência de insetos alvo, performance do produto, manejo e plantio da cultura, sanidade das plantas, resíduo e degradabilidade das proteínas expressas no solo, estudo da população alvo e não-alvo, aparecimento de resistência aos insetos-praga, resistência do milho e de plantas daninhas ao herbicida e  programa educacional entre outras mensurações, para um total de 26 aspectos monitorados. Quanto à saúde humana e animal haverá acompanhamento por meio dos sistemas oficiais de notificação de efeitos adversos, como por exemplo o SINEPS - Sistema de Notificação de Eventos Adversos relacionados a Produtos de Saúde regulamentado pela ANVISA.
Com relação às recomendações do anexo III da RN-5 relativo aos organismos  consumidos como alimento e em função dos resultados apresentados:

Item 1- alimento tradicional e de ampla utilização; Item 2 – sem efeitos desconhecidos e indesejáveis; Item 3- há equivalência substancial; Item 4- compatível com a segurança alimentar e nutricionalmente de eficácia equivalente ao controle na alimentação animal. Não há qualquer base científica para que se iniciem experimentos de alimentação por múltiplas gerações buscando efeitos adversos cumulativos, Item 5- proteínas expressas no transgene  são de digestão fácil, Item 6- facilmente digeríveis, Item 7- não há qualquer base científica na biologia envolvida (potencial teratogênico) que indique a necessidade de experimentos com animais em gestação, Item 8- produtos não tóxicos por simples inspecção de características bioquímicas e de ubiquidade, Item 9- proteínas expressas no transgene comprovadas experimentalmente como não tóxicas mesmo em doses imensas, Item 10- sem semelhança com alérgenos conhecidos e tendo passado, adicionalmente, testes com voluntários humanos. Esta segurança foi também aceita para testes de campo na União Européia (ver link na bibliografia, European Commission, 6/2007)
Considerações anteriores à conclusão.

Este assessor está completamente convencido de que o milho MON 89034 x NK603, que reúne três modificações genéticas de interesse agronômico é tão ou mais seguro para a saúde humana e animal que as variedades contendo eventos GM únicos ou variedades derivadas do melhoramento dito clássico. Esta opinião deriva dos dados acima analisados sobre os eventos isolados e o evento composto (piramidado) mas é, a meu ver, reforçada de maneira incontestável a partir do conhecimento atual sobre a biologia de plantas, animais e microrganismos e da experiência acumulada de cerca de 10.000 anos de modificação genética voltada para a domesticação e melhoria de plantas nativas no sentido de torná-las mais adequadas para o consumo humano (Fedoroff & Brown, 2004). Mais  recentemente, desde 1922, a indução “artificial” de mutações, usando agentes químicos ou físicos passou a ser usada pelos melhoristas para acelerar o processo convencional, que dependia de mutações naturais e daquelas induzidas pela luz UV da radiação solar. Em 1994 a FAO relacionou 1.800 cultivares obtidos diretamente por meio de programas que incluiam mutagênese química ou física. Sabemos hoje em dia da extensão das alterações genéticas introduzidas por este processo aleatório (Batista et al., 2008). Alterações deste naipe, se reportadas em plantas modificadas por meio dos procedimentos específicos da engenharia genética, por força da legislação, possívelmente condenariam estes cultivares a anos de análise e caríssimos procedimentos precaucionários. No entanto desconhecemos, SMJ, danos à saúde humana e animal ou problemas ambientais causados por estas milhares de plantas já comercializadas. Ademias, para estes cultivares altamente modificados genéticamente, o fluxo gênico normal (denominado maliciosamente “contaminação genética” quando o gene em questão vier de planta GM) com culturas vizinhas ou plantas nativas não resultou na disseminação indiscriminada de características dos mutantes ou no aparecimento de ervas daninhas invasoras. Consequentemente, o processo de certificação e caracterização empregado por força da legislação brasileira em PGMs é uma garantia adicional de segurança. A piramidação destes eventos altamente caracterizados é segura e desejável face às necessidades alimentares que o mundo enfrenta e enfrentará nas décadas vindouras, inclusive frente à necessidade de enfrentar alterações climáticas e ambientais locais ou globais. Esta necessidade de inovação pode parecer desnecessária para os bem alimentados e ricos opositores dos países do primeiro mundo. Mas tudo indica que serão vitais para a segurança alimentar e a preservação ambiental nos países do terceiro mundo e nos emergentes como Brasil, China e Índia.

Analisando a proposta à luz dos itens do Anexo III da RN-5 que resumem os aspectos vitais para a aprovação de um alimento derivado de uma planta geneticamente modificada quanto aos riscos à saúde humana e animal, verificamos que o milho MON 89034 x NK603, assim como os eventos individuais que lhe deram origem, atendem de maneira suficiente e segura aos dez itens  especificados no anexo, como detalhado acima. 

Conclusão

As informações fornecidas deixam claro que este milho é substancialmente equivalente ao milho convencional isogênico. Adicionalmente sua resistência ao ataque de insetos daninhos reduz consideravelmente a taxa de micotoxinas presentes no seu grão, aspecto que coloca este milho como apresentando maior segurança para seus consumidores neste importante particular (Wu et al., 2004). 

Recomendo portanto a aprovação deste pedido de liberação comercial do milho MON 89034 x NK603 da Monsanto do Brasil, considerando que este milho é perfeitamente seguro para o consumo humano e animal. 
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