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PARECER TÉCNICO Nº 2753/2010
Processo nº: 01200.001455/2010-39

Requerente: Monsanto do Brasil Ltda.

CNPJ: 64.858.525/0001-45

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

Requerente: Dow AgroSciences Industrial Ltda.

CNPJ: 47.180.625/0001-46

Endereço: Rua Alexandre Dumas, 1671, 1º Andar Ala A, São Paulo-SP
Assunto: Liberação comercial de milho geneticamente modificado
Decisão: DEFERIDO

A CTNBio, após apreciação do pedido de parecer para liberação comercial de milho geneticamente modificado resistente a insetos e tolerante a herbicidas contendo os eventos MON 89034 × TC1507 × NK603, concluiu pelo DEFERIMENTO, nos termos deste parecer técnico. 

A Monsanto do Brasil Ltda., detentora do Certificado de Qualidade em Biossegurança – CQB 03/97, e Dow AgroSciences Industrial Ltda., detentora do Certificado de Qualidade em Biossegurança – CQB 107/99, solicitaram à CTNBio parecer sobre a biossegurança do milho geneticamente modificado resistente a insetos e tolerante aos herbicidas glifosato e glufosinato de amônio, contendo os eventos MON 89034 × TC1507 × NK603 para efeito de sua liberação no meio ambiente, comercialização, consumo e quaisquer outras atividades relacionadas a esse milho e progênies dele derivadas.  O milho MON 89034 × TC1507 × NK603 é resultante do cruzamento, através do melhoramento genético clássico, dos parentais de milho geneticamente modificados resistente a insetos - MON 89034, milho geneticamente modificado resistente a insetos e tolerante ao herbicida glufosinato de amônio - TC1507 e do milho tolerante ao herbicida glifosato - NK603. O milho contendo o evento MON 89034 possui os genes cry1A.105 e cry2Ab2 inseridos em seu genoma, os quais produzem, respectivamente, as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 derivadas de Bacillus thuringiensis, que são ativas contra insetos da ordem Lepidóptera praga importantes na cultura do milho.  O milho contendo o evento TC1507 foi gerado pela inserção dos genes cry1F e pat, os quais codificam as proteínas Cry1F e PAT, respectivamente. A proteína Cry1F confere ao milho proteção contra o ataque de insetos da ordem Lepidóptera, considerados pragas do milho. O milho contendo o evento NK603 possui o gene cp4 epsps originário de Agrobacterium sp. cepa CP4, que responsável pela expressão da proteína CP4 EPSPS (CP4 5-enolpiruvilchiquimato-3- fosfato sintase) conferindo a característica de tolerância ao herbicida glifosato na planta. A eficácia da atividade inseticida do milho MON 89034 × TC1507 × NK603 foi comparada à eficácia dos eventos individuais MON 89034 e TC1507, e ao controle convencional pela avaliação de danos foliares em plantas infestadas com a lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda. Os resultados permitiram concluir que a combinação dos eventos individuais MON 89034, TC1507 e NK603 por melhoramento genético clássico não alterou, no milho combinado, a atividade inseticida contra a lagarta do cartucho observada nos eventos individuais MON 89034 e TC1507. A fitotoxicidade de formulações comerciais de glifosato e glufosinato de amônio no milho MON 89034 × TC1507 × NK603 foi comparada à fitotoxicidade dessas mesmas formulações nos eventos individuais NK603, TC1507 e no controle convencional. Os resultados demonstraram que a combinação dos eventos MON 89034, TC1507 e NK603 no produto combinado, por melhoramento genético clássico, não alterou a característica de tolerância ao glufosinato de amônio expressa no evento individual TC1507, bem como a tolerância ao glifosato expressa no evento individual NK603. As avaliações de segurança alimentar das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 expressas no milho MON 89034 incluíram caracterização de cada uma delas, ensaios de digestão simulada em fluidos gástrico e intestinal, estudos de toxicidade oral aguda em camundongos, avaliações de bioinformática e estudos dos efeitos dessas proteínas sobre organismos não-alvo. Os estudos de toxicidade oral aguda em camundongos com as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 purificadas demonstraram que, como esperado, essas proteínas não são tóxicas para mamíferos. Estudos bioquímicos comparativos indicaram que as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 apresentam diferenças importantes no seu modo de ação, especificamente na forma como elas se ligam aos receptores do intestino médio dos insetos.  Em estudos realizados com o milho MON 89034 × TC1507 × NK603 fica evidenciado que o milho combinado não difere do milho convencional para características morfológicas e reprodutivas, sendo mantidos todos os atributos originais da espécie domesticada. A manutenção das características botânicas do milho convencional no milho MON 89034 × TC1507 × NK603 é decisiva para a manutenção das características fisiológicas da planta, e consequentemente da qualidade nutricional da forragem e dos grãos. A análise comparativa de composição entre milho combinado e o milho controle convencional demonstra que o milho MON 89034 × TC1507 × NK603 é tão seguro para a alimentação humana e animal quanto o milho comum. Além disso, a CTNBio consultou literatura científica independente para avaliar a ocorrência de algum efeito inesperado oriundo do cruzamento entre esses eventos.
PARECER TÉCNICO
I. Identificação do OGM

Designação do OGM: Milho MON 89034 × TC1507 × NK603
Requerente: Monsanto do Brasil Ltda. e Dow AgroSciences Industrial Ltda.
Espécie: Zea mays L.

Característica Inserida: Tolerância aos herbicidas glifosato e glufosinato de amônbio, e resistência a insetos.
Método de introdução da característica: O milho MON 89034 × TC1507 × NK603, classificado como Classe de Risco I, foi desenvolvido através de melhoramento genético clássico, por cruzamento sexual entre linhagens geneticamente modificadas contendo o evento MON 89034, evento TC1507 e o evento NK603.

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

II. Informações Gerais
O milho Zea mays L. é uma espécie da família Gramineae, tribo Maydae, subfamília Panicoidae que está separada dentro do sub-gênero Zea, com número cromossômico 2n = 20,21,22,24 (1). A espécie silvestre mais próxima do milho é o teosinte o qual é encontrado no México e em algumas regiões da América Central, onde pode cruzar com o milho cultivado em campos de produção. 
O milho possui uma história de mais de oito mil anos nas Américas, sendo cultivado desde o período pré-colombiano. É uma das plantas superiores mais bem caracterizadas cientificamente, sendo hoje a espécie cultivada que atingiu o mais elevado grau de domesticação e somente sobrevive na natureza quando cultivado pelo homem (2). Existe atualmente cerca de 300 raças de milho identificadas e, dentro de cada raça, milhares de cultivares. 

Uma das mais importante fontes de alimento no mundo, o milho é insumo para a produção de uma ampla gama de produtos alimentícios, rações e produtos industriais. O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de milho cujo cultivo é realizado praticamente em todo território nacional (3). 

A ocorrência de insetos nos trópicos é maior do que em regiões temperadas onde os danos causados por esses animais são mais acentuados. Dentre as pragas mais importantes do milho destaca-se a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda. Cruz e colaboradores(21) estimaram que no Brasil as perdas em função da infestação por S. frugiperda estavam em torno de 400 milhões de dólares por ano. Outras espécies da ordem Lepidoptera também são pragas importantes da cultura do milho, como a lagarta-da-espiga (Helicoverpa zea) e a lagarta-do-colmo (Diatrea saccharalis). 

A principal medida de controle de insetos na cultura do milho tem sido o uso de inseticidas. Em algumas áreas do Centro-Oeste brasileiro, por exemplo, são necessárias dezenas de pulverizações com inseticidas em um único ciclo da cultura. Outra medida de controle de pragas seria o uso de cultivares resistentes. 

O Brasil é considerado o terceiro maior consumidor de defensivos agrícolas do mundo com 142 agrotóxicos registrados para milho, onde 107 são somente para lagartas. Já existem vários casos de resistência pelo uso constante e indiscriminado de inseticidas na cultura do milho no Brasil. Além disso, um dos fatores que mais afeta a saúde dos agricultores no Brasil é o uso de defensivos agrícolas responsáveis pela intoxicação de um milhão de pessoas anualmente (5).

O uso de cultivares contendo eventos combinados é crescente a nível mundial.  Isso representa uma tendência que busca atender a demanda de produtores ao combinar duas características de importância agronômica em um mesmo híbrido. Nesse sentido, diversos híbridos de milhos contendo eventos combinados via melhoramento genético clássico estão aprovados em diversos países (6).
O milho MON 89034 × TC1507 × NK603 é resultado da parceria tecnológica entre as entidades supra mencionada e contém os eventos de transformação genética MON 89034, TC1507 e NK603. Os eventos individuais MON 89034 e NK603 foram combinados por técnicas clássicas de melhoramento de milho ao evento TC1507 para gerar o milho MON 89034 × TC1507 × NK603. Esses eventos individuais foram avaliados pela CTNBio durante o período de 2008 a 2009 onde recebeu parecer aprovando a biossegurança (7, 8, 9). Além do Brasil, esses eventos já foram autorizados individualmente, ou na forma combinada em diversos países (6).
A combinação dos eventos MON 89034 × TC1507 × NK603 no milho permitiu a inserção dos genes cry1A.105,  cry2Ab2 e cry1F, que codificam as proteínas Cry1A.105,  Cry2Ab2 e Cry1F as quais conferem resistência contra importantes insetos da ordem Lepidóptera considerados praga do milho;  assim como os genes pat e cp4-epsps, que codificam as proteínas PAT e CP4 EPSPS, responsáveis por conferir tolerância ao herbicida glifosato e a herbicidas contendo o glufosinato de amônio como princípio ativo, respectivamente. 
III. Descrição do OGM e Proteínas Expressas
O milho MON 89034 × TC1507 × NK603 foi formado a partir da combinação do milho contendo o evento MON 89034 que teve os genes cry1A.105  e cry2Ab2 inseridos em seu genoma os quais codificam as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2, respectivamente. As proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 são ativas contra insetos lepidópteros considerados pragas do milho. O segundo componente do milho MON 89034 × TC1507 × NK603 é o milho contendo o evento TC1507 que teve os genes cry1F e pat inseridos em seu genoma. O gene cry1F codifica a proteína Cry1F que é ativa contra insetos lepidópteros considerados pragas do milho. O gene pat, por sua vez, codifica a proteína PAT, que confere às plantas de milho tolerância a herbicidas contendo o princípio ativo glufosinato de amônio. Finalmente, o terceiro componente do milho MON 89034 × TC1507 × NK603 é o milho contendo o evento NK603, que teve o gene cp4 epsps inserido em seu genoma e expressa a proteína CP4 EPSPS. A proteína CP4 EPSPS confere às plantas de milho tolerância ao herbicida glifosato.
As proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 possuem atividade inseticida aditiva, o que permitiu que cada proteína fosse testada independentemente em estudos de avaliação de segurança. As proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 foram testadas isoladas e combinadas contra duas espécies de lepidópteros sensíveis: a Broca Européia do milho (Ostrinia nubilalis) e a lagarta da Espiga (Helicoverpa zea) (10). Os insetos foram expostos às proteínas purificadas Cry1A.105 e Cry2Ab2 em bioensaios com incorporação das proteínas em dieta. As interações entre as proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 foram avaliadas usando um modelo simples de ação similar (adição de dose) (11, 12, 13). Esta análise demonstrou que as proteínas têm atividade inseticida aditiva, não sendo observados efeitos sinergísticos ou antagonísticos. Os resultados desse estudo foram consistentes com os resultados de um estudo anterior que demonstrou que não existe interação entre as proteínas Cry1Ac e Cry2Ab2 (14).
A atividade biológica da proteína Cry1F foi estudada em uma gama de insetos pragas que se alimentam de plantas de milho. Estes ensaios foram realizados expondo os insetos a dietas artificiais tratadas com formulações aquosas da proteína Cry1F produzida a partir de uma fonte microbiana (Pseudomonas fluorescens), validado por Evans (15) que demonstrou que as características bioquímicas da proteína produzida na forma vegetal e microbiana são equivalentes. Os insetos avaliados foram: lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda), broca do colmo (Diatraea saccharalis), broca européia do milho (Ostrinia nubilalis), lagarta da espiga (Helicoverpa zea), lagarta rosca (Agrotis ipsilon), lagarta elasmo (Elasmopalpus lignosellus), broca do milho do sudoeste (Diatraea grandiosella), larva alfinete (Diabrotica virgifera virgifera), pulgão da folha do milho (Rhopalosiphum maidis) e cigarrinha do milho (Dalbulus maidis). Neste estudo, os insetos suscetíveis à proteína Cry1F foram: lagarta do cartucho, broca do colmo, broca europeia do milho, lagarta da espiga, lagarta rosca, lagarta elasmo e broca do milho do sudoeste. 
No estudo conduzido por Evans (15), não foi observado atividade alguma da proteína Cry1F contra os insetos: larva alfinete, cigarrinha do milho e pulgão da folha do milho. Este resultado demonstrou a ação específica da proteína Cry1F para algumas espécies de lepidópteros praga. Estudos realizados por Hua e colaboradores (16) demonstram a especificidade das proteínas Cry através de ensaios de ligação em vesículas celulares, evidenciando a alta especificidade de interação deste complexo protéico a receptores celulares de determinados insetos. 
Uma particularidade das proteínas Cry1F, Cry2Ab2 e Cry1A.105 é que elas apresentam seus domínios de interação protéica indisponíveis, quando presente no interior de células vegetais, devido às suas conformações moleculares permanecem inertes e inativas. A ativação das proteínas Cry somente ocorrerá depois de ingerida pelo inseto, de modo que sua solubilização depende de pH alcalino, e posterior processamento para liberação da forma ativa (17). Este processamento enzimático é catalisado por proteases específicas presentes no intestino do inseto. Em consonância com essa afirmação, pode-se concluir que as proteínas Cry, embora presentes na mesma célula vegetal onde se encontram proteínas distintas, possuem mecanismos de ação isolados e independentes; interagindo apenas com seus receptores específicos após solubilizadas e modificadas dentro do intestino dos insetos-alvo.

A proteína CP4 EPSPS (CP4 5-enolpiruvilchiquimato-3- fosfato sintase) - confere ao milho tolerância ao herbicida glifosato - expressa nas plantas geneticamente modificadas é funcionalmente idêntica à proteína EPSPS endógena das plantas, com a diferença que a CP4 EPSPS possui afinidade reduzida pelo herbicida glifosato (18). Em plantas convencionais, o glifosato se liga à enzima EPSPS e bloqueia a biossíntese do ácido chiquímico, portanto, impedindo a formação de aminoácidos aromáticos e metabólitos secundários (19, 20). Nas plantas geneticamente modificadas tolerantes ao glifosato, como os milhos contendo o evento NK603, os aminoácidos aromáticos e outros metabólitos necessários para o desenvolvimento das plantas continuam sendo produzidos pela atividade da proteína CP4 EPSPS (21, 22).
A proteína PAT - Fosfinotricina Acetiltransferase - apresenta atividade enzimática específica cujo mecanismo de ação é bastante elucidado na literatura científica. Estudos demonstraram que a proteína PAT não é passível de interação com outras proteínas além de seu alvo: o glufosinato de amônio. A análise de sua sequência primária mostra que esta proteína em nada se assemelha a outras proteínas alergênicas conhecidas, havendo semelhança apenas com outras acetiltransferases, nunca relacionadas a qualquer tipo de efeito negativo (23). Diversos estudos realizados com o milho contendo o evento TC1507 indicaram que as proteínas PAT e Cry1F, mesmo quando produzidas na mesma planta, não apresentam interação sinergística, comprovando a independência funcional entre PAT e as proteínas Cry (8). 
As características da proteína PAT, aliadas a seu histórico de uso, permite concluir que a possibilidade desta proteína em mostrar qualquer tipo de interação com as demais proteínas do milho MON 89034 × TC1507 × NK603 não é significativa. O evento NK603 expressa a enzima CP4 EPSPS, a qual possui a mesma função das proteínas EPSPS presentes em plantas convencionais, além de ser bastante semelhante quanto à sua composição e estrutura. A semelhança com a proteína endógena garante à CP4 EPSPS atuar em um mecanismo natural da célula vegetal. Esta característica por si só evidencia o quão improvável seria uma interação da CP4 EPSPS com outras proteínas, independentemente de ser originária da própria célula vegetal, ou mesma oriunda dos eventos combinados.
O uso de bancos de dados permitiu uma busca in silico para identificar a possível existência de domínios de interação nas proteínas inseridas no milho MON 89034 × TC1507 × NK603. Os resultados revelaram que as proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry1F, PAT e CP4 EPSPS não apresentam domínios clássicos de interação entre proteínas. Além disso, exames nos Bancos de Dados permitiram concluir que as mesmas não pertencem ao grupo das calmodulinas (24).

O milho MON 89034 × TC1507 × NK603 foi gerado mediante melhoramento genético clássico, por cruzamento dos eventos individuais MON 89034, TC1507 e NK603, e por este motivo apresenta herança mendeliana dos genes exógenos introduzidos nestes eventos. A estabilidade genotípica do milho MON 89034 × TC1507 × NK603 foi confirmada por meio de análises moleculares, onde se comparou o seu DNA com o DNA dos eventos individuais para verificar a presença dos genes cry1A.105 , cry2Ab2, cry1F, cp4 epsps e pat no milho combinado. Para tanto, utilizou-se a técnica de Southern blot, comparando-se a presença e a integridade dos insertos nos diferentes híbridos. Assim, confirmou-se que no milho MON 89034 × TC1507 × NK603 foi mantida a integridade dos insertos presentes nos eventos individuais (25). Além disso, a estabilidade genética foi estudada em cada um dos eventos individuais em diferentes gerações (26, 27). 
IV. Aspectos relacionados à Saúde Humana e dos Animais
Ensaios para demonstrar a similaridade na composição centesimal do milho MON 89034 × TC1507 × NK603 e seu correspondente convencional foram realizados no Brasil em diferente épocas de plantio durante o ano 2009 em 4 ambientes distintos. Adicionalmente, para o estudo de equivalência substancial foi comparada a composição de amostras dos híbridos MON 89034 × TC1507 × NK603 e de seu correspondente híbrido convencional (28).
Os dados obtidos demonstram que os níveis dos principais componentes quantificados nas forragens e grãos do milho combinado MON 89034 × TC1507 × NK603 e do milho controle são equivalentes. Assim como, os dados da composição centesimal de grãos e de fibras para extrato etéreo, proteínas, fibras em detergente ácido (FDA), fibras em detergente neutro (FDN), carboidratos e cinzas revelam que não há diferença significativa entre o milho combinado MON 89034 × TC1507 × NK603 e o milho usado como controle convencional. Desse modo, pode-se concluir que tanto grãos como forragem oriundos de plantas do milho MON 89034 × TC1507 × NK603 são equivalentes aos grãos e forragem do milho convencional do ponto de vista da composição e do valor nutricional (29). Além disso, os valores obtidos estão dentro dos intervalos de análises semelhantes encontrados na literatura (30, 31, 32, 33, 34, 35).
Estudos de toxicidade aguda foram realizados administrando as várias proteínas Cry, a CP4 e PAT recombinantes em grande quantidade de camundongos, e revelaram ausência de toxicidade, sem manifestações adversas ou alterações detectáveis por investigação histopatológica. Considerando a baixa concentração destas proteínas no milho, é praticamente impossível haver qualquer efeito tóxico.
A digestibilidade das proteínas expressas foi demonstrada pela rápida degradação em suco gástrico ou entérico simulado. Este é garantia adicional de não absorção da proteína intacta e ausência de interferência sistêmica e já indica baixo potencial alergênico destas proteínas. 

 A análise computacional usando bases de dados sobre proteínas ou peptídeos alergênicos não revelou potencial para causar alergias para estes produtos gênicos. Ainda, testes cutâneos com a proteína Cry1Ab em 27 crianças com histórico de alergia inalatória e 50 indivíduos com asma/rinite (36) demonstraram que os eventos no milho geneticamente modificados são seguros quanto ao potencial de alergenicidade a humanos. Outro estudo com pacientes japoneses com alergia a alimentos não detectou níveis significativos de IgE específica contra as proteínas CP4-EPSPS ou Cry9C no soro destes pacientes pelo método de ELISA (37). A segurança para a alimentação animal/humana das proteínas Cry foi confirmada por diversos autores, dentre eles Xu e colaboradores (38).

Outro recente estudo de 28 dias em ratos, realizado por Onose e colaboradores (39) mostrou que nenhum efeito adverso pode ser atribuído à alimentação contendo Cry1Ab, visto que a administração de dieta contendo proteína Cry1Ab não teve nenhum efeito significativo sobre qualquer parâmetro fisiológico ou bioquímico, exceto um nível mais baixo de AST (Aspartato Amino Transferase) no soro de animais que receberam tal milho, sabendo-se que a amplitude de variação desse parâmetro pode ser ampla em animais saudáveis. Nenhuma mudança em pesos de órgãos ou mudanças histopatológicas foi observada nos órgãos como coração, fígado e rins. Estudos recentes realizados em ratos e bovinos apresentaram resultados coerentes com a avaliação de risco realizada para a proteína EPSPS. 
Healy e colaboradores (40) apresentaram os resultados de um estudo de treze semanas de alimentação de ratos com grãos de milho combinado que expressa CryBb1 e CP4 EPSPS. As respostas dos ratos alimentados com dietas contendo essa variedade de milho foram comparáveis àquelas dos ratos alimentados com uma dieta contendo grãos de sua variedade quase isogênica controle, confirmando que este milho combinado é tão seguro e nutritivo quanto os grãos dos híbridos de milho comerciais existentes. 
Estudo realizado por Herouet e colaboradores em 2005 (41), mostrou que a proteína PAT é altamente específica e não apresenta as características associadas com toxinas alimentares ou alérgenos. 
Igualmente, os autores demonstraram que a proteína PAT é rapidamente degradada em experimentos de simulação de fluido gástrico e intestinal com pancreatina e pepsina. Adicionalmente, não observaram mortalidade ou toxicidade quando administraram 1 ou 10 mg da proteína PAT/kg de peso corporal por injeção intravenosa em camundongos, confirmando que a proteína PAT não apresenta toxicidade aguda (safety factor >1000) e não causam efeitos adversos em camundongos após a administração intravenosa de altas doses por um período superior a duas semanas. 

Finalmente, o milho contendo os eventos individuais MON 89034, TC1507 e NK603, assim como os milhos contendo esse eventos combinados (MON 89034 x NK603, TC 1507 x NK603) foram avaliados quanto à sua segurança alimentar através de protocolos disponíveis e validados internacionalmente. A segurança das proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cr1F, PAT e EPSPS foram devidamente avaliada individualmente, assim como na forma combinada pela CTNBio (7, 8, 9, 42, 43). 
V. Aspectos Ambientais
O milho é uma planta monóica, alógama e anual cuja polinização é anemocórica e as distâncias que o pólen pode viajar dependem do padrão do vento, umidade e temperatura. O pólen de milho se dispersa livremente nas áreas situadas nas imediações da cultura, podendo atingir os estilo-estigmas do mesmo genótipo ou de genótipos diferentes e, em condições adequadas, inicia a sua germinação que originará o tubo polínico promovendo a fecundação do óvulo dentro de um período médio de 24 horas. 

Estudos sobre dispersão de pólen têm sido conduzidos onde demostraram que o pólen pode deslocar-se a longas distâncias, não obstante a maioria é depositada próxima o plantio com taxa de translocação muito baixa e cerca de mais de 95% do pólen pode alcançar distâncias dentro de 60 metros de sua fonte. Luna e colaboradores (44) avaliaram a distância de isolamento e o controle de pólen onde demonstraram que a polinização cruzada ocorre em uma distância máxima de 200 metros, contudo nenhuma polinização cruzada, em condição de não-despendoamento, foi observada em distâncias iguais ou superiores a 300 metros em relação às fontes de pólen. Os resultados indicam que a viabilidade do pólen é mantida por 2 horas e que a polinização cruzada não foi observada em distâncias de 300 metros da fonte de pólen.
Ensaios realizados no Brasil em três locais com o milho MON 89034 × TC1507 × NK603, com os eventos individuais MON 89034, TC1507 e NK603, assim como o milho controle convencional não demonstraram diferenças significativas na viabilidade das sementes, germinação, vigor das plantas, florescimento, arquitetura das plantas e resposta aos principais patógenos. Estes ensaios de campo demonstraram que as características de sobrevivência do milho MON 89034 × TC1507 × NK603 são comparáveis àquelas do milho convencional. Assim como mencionado para os eventos individuais, é improvável que ocorra o cruzamento sexual do milho MON 89034 × TC1507 × NK603 com espécies compatíveis no Brasil. Portanto, a consequência ambiental da transferência do pólen do milho MON 89034 × TC1507 × NK603 para espécies selvagens de plantas é considerada desprezível. 

Estudos que avaliam a persistência das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2 do milho MON 89034, das proteínas Cry1F e PAT do milho TC1507 (45), e da proteína CP4 EPSPS do milho NK603 no solo, demonstram que todas são degradadas rapidamente e não se acumulam, portanto não representam risco à microbiota do solo. As proteínas inseticidas Cry são extremamente seletivas para insetos da Ordem Lepidóptera (46, 47, 48, 49, 50), não apresentando efeitos deletérios sobre insetos considerados benéficos e não-alvo, entre os quais se incluem predadores, parasitóides, polinizadores e outros (51, 52, 53, 54). 

As características agronômicas do milho combinado MON 89034 × TC1507 × NK603 foram comparadas com os eventos individuais TC1507, MON 89034, NK603 e com o híbrido convencional correspondente. O objetivo do trabalho foi testar a hipótese de que o cruzamento por melhoramento genético clássico de plantas contendo os eventos individuais não produz alterações no milho combinado. Os experimentos foram realizados nas Unidades Operativas da Dow AgroSciences Industrial Ltda. no Brasil, durante o ano agrícola de 2009. Os ensaios foram realizados em quatro ambientes: Cravinhos-SP, Indianópolis-MG e dois em Mogi Mirim-SP (época 1 e 2) (28). 

As características, como produção de grãos, umidade do grão na colheita, empalhamento, altura da planta, altura da espiga principal, florescimento masculino, florescimento feminino, acamamento e quebramento do colmo, não diferiram nos híbridos testados. Esses resultados demonstram que o milho combinado MON 89034 × TC1507 × NK603 não diferiu dos eventos individuais TC1507, MON 89034 e NK603, bem como do controle convencional, indicando a não ocorrência de alteração das características agronômicas no milho combinado obtido por cruzamento dos eventos individuais. Portanto, nenhum efeito adverso significativo ocorreu para as características avaliadas em consequência da combinação dos eventos individuais por melhoramento genético clássico.

Além disso, experimentos realizados no Brasil para avaliar o efeito dos milhos MON 89034, TC1507 e NK603 sobre artrópodes não-alvo não detectaram diferença na visitação das ordens e das morfoespécies de artrópodes estudadas, em comparação ao milho convencional. Em outros estudos de ecotoxicidade realizados com parasitóides (55), artrópodes benéficos (56), abelhas (57), minhocas (58), Collembola (59) e Daphnia (60) entre outros, foi demonstrado que as proteínas Cry não causam efeitos adversos aos organismos não-alvo estudados.
Trabalhos publicados na literatura científica concluíram que a presença das proteínas Cry, não afeta de forma significativa a microbiota e os animais que vivem no solo (60, 61). Adicionalmente, proteínas Cry de três subespécies de B. thuringiensis não demonstraram atividade microbiocida ou microbiostática contra uma variedade de bactérias, fungos e algas (62). 

Os eventos individuais MON 89034, TC1507, NK603 e o milho MON 89034 × TC1507 × NK603 não causaram efeitos adversos em organismos não-alvo, tais como os artrópodes que ocorreram com maior abundância nas parcelas experimentais, os fitófagos (Diabrotica speciosa, Leptoglossus zonatus, Euxesta sp., Rhopalosiphum maidis) e sobre os artrópodes benéficos como tesourinha (Doru luteipes), sirfídeo (Allograpta sp.), joaninha (Cycloneda sanguinea), dípteros predadores (Dolichopodidae) e abelhas (Apis mellifera).
Por fim, o milho é espécie exótica, sem parentes silvestres sexualmente compatíveis no Brasil. Possui elevado grau de domesticação, não havendo razões científicas para se prever a sobrevivência de plantas geneticamente modificadas e não- geneticamente modificadas fora do ambiente agrícola. Além disso, na ausência de pressão seletiva (uso do herbicida e dos inseticidas), a expressão dos genes inseridos não confere vantagem adaptativa.
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”.

Dados apresentados pela requerente demonstraram que não houve diferença significativa entre os híbridos de milho derivados de linhagens não-modificadas e o milho 89034 × TC1507 × NK603 com relação a características agronômicas, modo de reprodução, disseminação ou capacidade de sobrevivência. Todas as evidências apresentadas no processo e em referências bibliográficas confirmam o nível de risco da variedade transgênica como equivalente às variedades não-transgênicas frente à microflora do solo, bem como a outros vegetais e à saúde humana e animal. Assim, o cultivo e o consumo do milho MON 89034 × TC1507 × NK603 não são potencialmente causadores de significativa degradação do meio ambiente ou de riscos à saúde humana e animal. Por essas razões, não há restrições ao uso deste milho ou seus derivados, exceto nos locais contemplados pela Lei 11.460, de 21 de março de 2007.

O fluxo gênico vertical para variedades locais (chamados milhos crioulos) de polinização aberta é possível e apresenta o mesmo risco causado pelos genótipos comerciais disponíveis no mercado (80% do milho convencional plantado no Brasil provêm de sementes comerciais que passaram por um processo de melhoramento genético). A coexistência entre cultivares de milhos convencionais (melhoradas ou crioulas) e cultivares transgênicas de milhos é possível do ponto de vista agronômico (64, 65).
Após dez anos de uso em diversos países, não foi detectado problema algum para a saúde humana e animal ou para o meio ambiente que possa ser atribuído a milhos transgênicos. É necessário enfatizar que a falta de efeitos negativos resultantes do cultivo de plantas transgênicas de milho não quer dizer que eles não possam vir a acontecer. Risco zero e segurança absoluta não existem no mundo biológico, muito embora já exista um acúmulo de informações científicas confiáveis e um histórico seguro de uso de dez anos que nos permite afirmar que o milho MON 89034 × TC1507 × NK603 é tão seguro quanto as versões convencionais. Assim, a requerente deverá conduzir monitoramento pós-liberação comercial nos termos da Resolução Normativa nº 3 da CTNBio.

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

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

Considerando que a variedade de milho (Zea mays) MON 89034 × TC1507 × NK603 pertence a espécie bem caracterizada e com sólido histórico de segurança para consumo humano e que os genes cry1A.105, cry2Ab2, cy1F, pat e cp4 epsps introduzidos nessa variedade codificam proteínas ubíquas na natureza, presentes em plantas, fungos e microrganismos que fazem parte da dieta alimentar de seres humanos e animais;

Considerando que a construção deste genótipo ocorreu através de melhoramento genético clássico, e que resultou na herança de uma cópia estável e funcional dos genes cry1A.105, cry2Ab2, cy1F, pat e cp4 epsps, os quais proporcionaram resistência a insetos e tolerância ao herbicida glifosato e aos herbicidas contendo glufosinato de amônio como princípio ativo;

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

Considerando que a CTNBio avaliou os eventos isoladamente e emitiu parecer favorável à sua liberação comercial;
Considerando que a CTNBio aprovou vários milhos contendo eventos com a proteína Cry e que até o presente momento não há relato de qualquer efeito para a saúde humana/animal, ou ao ambiente;
Considerando ainda que:
1. O evento MON 89034 x TC 1507 x NK 603 foi bem caracterizado molecularmente, tendo sido atestada a manutenção da integridade das construções gênicas herdadas dos respectivos parentais durante o processo de melhoramento genético clássico; 

2. Não há indícios de interação entre as vias metabólicas em que atuam as proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry1F, PAT e CP4 EPSPS;

3. Não foram identificados efeitos pleiotrópicos ou epistáticos nos eventos parentais e em conjunto;

4. A expressão das proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry1F, PAT e CP4 EPSPS no milho MON 89034 x TC 1507 x NK603 não é significativamente diferente da expressão observada nos eventos parentais separadamente;

5. Não há indícios de que as proteínas expressas possam causar alergia ou intoxicação em humanos e animais; 

6. As avaliações agronômicas e de eficácia do milho MON 89034 x TC 1507 x NK603 indicaram que a combinação destes eventos por métodos de melhoramento genético clássico (cruzamentos sexuais) não levou à expressão de qualquer outra características diferente de resistência a certos insetos e tolerância ao herbicida glifosato e a herbicidas cujo glufosinato de amônio é o princípio ativo;
7. Não foram evidenciadas alterações morfofisiológicas no milho MON 89034 x NK 603 que possam conferir vantagens adaptativas;
8. As demais análises de risco realizadas por países que já avaliaram o milho combinado MON89034 x NK603 (66, 67);
9. Os critérios internacionalmente aceitos no processo de análise de risco de matérias-primas geneticamente modificadas no que tange a eventos combinados (68).
É possível concluir que o milho MON 89034 x TC1507 x NK603 é tão seguro quanto seu equivalente convencional.

No âmbito das competências  que lhe são atribuídas pelo  art. 14 da Lei 11.105/05, a CTNBio considerou que o pedido atende às normas e às legislações vigentes que visam garantir a biossegurança do meio ambiente, agricultura, saúde humana e animal, e concluiu que o Milho MON 89034 x TC1507 x NK 603  é substancialmente equivalente ao milho convencional, sendo  seu consumo seguro para a saúde humana e animal. No tocante ao meio ambiente, A CTNBio concluiu que o milho MON 89034 x TC 1507 x NK 603 não é potencialmente causador de significativa degradação do meio ambiente, guardando com a biota relação idêntica ao milho convencional. 

A CTNBio considera que essa atividade não é potencialmente causadora de significativa degradação do meio ambiente ou de agravos à saúde humana e animal.  As restrições ao uso do OGM em análise e seus derivados estão condicionadas ao disposto na Lei 11.460, de 21 de março de 2007.

Com relação ao plano de monitoramento pós-liberação comercial a CTNBio determina que  sejam seguidas as instruções e executadas as ações técnicas de monitoramento abaixo relacionadas:

I) – Instruções: 

a) O monitoramento deve ser realizado em lavouras comerciais e não em experimentais. As áreas escolhidas para serem monitoradas não devem ser isoladas das demais, possuir bordaduras ou qualquer situação que seja fora do padrão comercial.

b) O monitoramento deve ser realizado em modelo comparativo entre o sistema convencional de cultivo e o sistema de cultivo do OGM, sendo a coleta de dados realizada por amostragem.

c) O monitoramento deverá ser conduzido em biomas representativos das principais áreas de cultura do OGM e, sempre que possível, contemplar os diferentes tipos de produtores. 

d) O monitoramento deve ser realizado pelo período mínimo de 5 anos.

e) Para todos os monitoramentos, a proponente deve detalhar as informações sobre todas as atividades realizadas no pré-plantio e plantio, sobre sua execução, com relato das atividades conduzidas nas áreas de monitoramento durante o ciclo da cultura, sobre as atividades de colheita e das condições climáticas.

f) Deverá haver também acompanhamento de eventuais agravos à saúde humana e animal 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.

g) Os métodos analíticos, resultados obtidos e suas interpretações devem ser desenvolvidos em conformidade com princípios de independência e transparência, ressalvados aspectos de sigilo comercial previamente justificados e definidos como tal.

h) Com base em justificativas técnicas e científicas a CTNBio reserva-se o direito de rever este Parecer a qualquer momento.

II) – Ações técnicas de monitoramento a serem executadas:

1 – Com relação ao gene cp4 epsps e pat, que confere resistência ao herbicida devem ser monitorados: 

a) Estado nutricional e sanidade das plantas OGM.

b) Atributos químicos e físicos do solo relacionados à fertilidade e outras características pedológicas básicas.

c) Diversidade microbiana do solo.

d) Banco de diásporos do solo.

e) Comunidade de plantas invasoras.

f) Desenvolvimento de resistência ao herbicida em plantas invasoras.

g) Resíduos do herbicida no solo, nos grãos e na parte aérea.

h) Fluxo Gênico.

2 - Com relação aos genes cry1A.105, cry2Ab2 e cry1F , que conferem resistência aos insetos devem ser monitorados:

a) Impacto sobre insetos alvo e sobre insetos não-alvos.

b) Impacto sobre invertebrados de solo indicadores, não pertencentes à Classe Insecta.

c) Resíduos das proteínas inseticidas na matéria orgânica em decomposição, no solo e em cursos de água próximos a área de monitoramento.

d) Desenvolvimento de resistência entre os insetos alvo. 

e) Fluxo Gênico dos três genes inseridos.

A análise da CTNBio considerou os pareceres emitidos pelos membros da Comissão, documentos aportados na Secretaria Executiva da CTNBio pela requerente e resultados de liberações planejadas no meio ambiente. Foram também considerados e consultados estudos e publicações científicas independentes, da requerente e realizados por terceiros.

Edilson Paiva

Presidente da CTNBio
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Os membros da CTNBio Dr. Rodrigo Roubach, Dr. Pedro Binsfeld, Dra. Graziela Almeida da Silva, Dra. Solange Teles da Silva, Dr. Jose Maria Ferraz e Dr. Leonardo Melgarejo (Subcomissão Setorial Permanente: Saúde Humana e Animal, Ambiental) votaram contrariamente à liberação comercial do milho MON89034 x TC1507 x NK603.
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