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A Monsanto do Brasil Ltda. e a Dow AgroSciences Industrial Ltda, em parceria tecnológica requer emissão de Decisão Técnica sobre o “Relatório de Biossegurança Ambiental e Alimentar do Milho MON 89034 x TC1507 x NK603”, cujos eventos individuais já foram previamente aprovados pela CTNBio e considerados seguros para o meio ambiente e a saúde humana e animal. Os eventos individuais que originaram o milho MON 89034 x TC1507 x NK603 já foram aprovados para comercialização pela CTNBio (Pareceres Técnicos N° 2.052/2009, No 1.679/2008 e 1.596/2008, respectivamente). Os dados apresentados neste relatório confirmam a biossegurança ambiental e alimentar do MON 89034 x TC1507 x NK603.
O milho MON 89034 x TC1507 x NK603 foi produzido por melhoramento genético clássico por cruzamento sexual entre linhagens de milho contendo o evento MON 89034, o evento TC 1507 e o evento NK603. 


O evento MON 89034 inclui os genes cry1A.105 e cry2Ab2 de Bacillus thuringiensis, que confere resistência a certos insetos lepidópteros, como a lagarta do cartucho, a lagarta da espiga e a broca do colmo. O evento TC 1507 inclui os genes cry1F, que confere proteção a insetos como a lagarta do cartucho e a broca do colmo, e Pat que confere tolerância ao herbicida glufosinato de amônio. O evento NK603 contém o gene cp4 epsps que confere tolerância ao herbicida glifosato. Este piramidado, MON 89034 x TC1507 x NK603, expressa as proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry1F, PAT e CP4 EPSPS as quais já possuem histórico de uso individual ou em algumas combinações seguro e aprovados pela CTNBio.
Interações entre os genes exógenos e as proteínas heterólogas expressas no milho MON 89034 x TC1507 x NK603

A proponente apresenta os resultados das avaliações onde atestam que não há interação entre os genes cry1A.105, cry2Ab2, cry1F, PAT e cpP4 epsps e as proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry1F, PAT e CP4 EPSPS, que as proteínas não apresentam domínios clássicos de interações entre proteínas. A proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry1F, no interior da célula vegetal possuem seus domínios de interações indisponíveis devido as suas conformações moleculares, permanecendo inertes e inativas e que sua ativação somente pode ocorrer após a ingestão pelo inseto quando  ocorre sua solubilização em pH alcalino e posterior processamento realizado por proteases especificas do intestino do inseto. A enzima PAT não é passível de interação com outras proteínas alem de seu alvo, o glufosinato de amônio. Os proponentes apresentam dados de experimentos para avaliação da potencial interação entre as proteínas deste piramidado onde alimentaram a broca européia do milho por sete dias com dieta contendo concentrações seriadas de tecidos liofilizados de folhas dos eventos individuais dos milhos MON 89034 e TC1507 e do piramidado MON 89034 x TC1507 x NK603, alem do controle convencional apropriado, onde os valores observados não diferiam dos valores esperados, indicando ausência de interação gênica no piramidado.
Segregação gênica dos eventos MON 89034, TC1507 e NK603


A estabilidade genotípica do piramidado MON 89034 x TC1507 x NK603 foi confirmada por análises moleculares. Foi demonstrada uma estabilidade genotípica e fenotípica para os eventos individuais e, como o piramidado foi gerado por melhoramento genético convencional com segregação mendeliana, é esperado que seus descendentes, e futuras gerações se portem do mesmo modo.
Expressão das proteínas no milho MON 89034 x TC1507 x NK603

Cinco proteínas são expressas no piramidado MON 89034 x TC1507 x NK603: Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry1F, PAT e CP4 EPSPS e seus níveis de expressão foram avaliados pelo método de ELISA quantitativo com amostras de tecidos de plantas de milho em diferentes fases do desenvolvimento, coletadas em cinco diferentes localidades nos USA. Os resultados obtidos para a expressão das proteínas nos eventos individuais e no milho combinado são equivalentes. 
Avaliações agronômicas do milho piramidado.

Avaliações agronômicas, comparando o milho controle com o milho piramidado foram obtidos de experimentos realizados no Brasil, no ano agrícola de 2009 em quatro localidades previamente aprovados pela CTNBio (Processos N° 01200.003297/2008-37). Foram comparadas as seguintes características: produção de grãos, umidade do grão, empalhamento, altura da planta, altura da espiga, florescimento masculino, florescimento feminino, acamamento e quebramento do colmo não diferiam em cinco tipos de híbridos testados, mostrando que o piramidado possui as mesmas características agronômicas que os eventos individuais e controles convencionais. 
Composição da forragem e grãos do milho piramidado MON 89034 x TC1507 x NK603

Amostras de forragem e grãos para avaliar a composição do piramidado em comparação com a variedade controle convencional e sete cultivares referencia foram obtidas de três locais distintos da safra 2007/2008. Após a moagem dos grãos e forragem, os mesmo foram analisados e todos os valores médios e intervalos para grãos e forragem foram comparáveis ao milho isogênico e referências comerciais, permitindo a conclusão de que o piramidado MON 89034 x TC1507 x NK603, os eventos MON 89034, TC 1507 e NK603 são substancialmente equivalentes, seguros, saudáveis e nutritivos quanto o milho convencional. 
Toxicidade, alergenicidade e efeitos adversos relacionados ao consumo do milho MON 89034 x TC 1507 x NK603

Estudos realizados com as proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry1F, PAT e CP4 EPSPS mostraram que as mesmas são expressas em baixas concentrações no milho MON 89034 x TC 15078 x NK603 e, portanto, a potencial exposição a essas proteínas é extremamente baixa na alimentação animal e humana. Ensaios de digestão simulada in vitro mostraram que as mesmas são rapidamente digeridas. Teste de toxicidade oral aguda e toxicidade sub-crônica, com doses acima daquelas encontradas no consumo normal do milho mostraram que elas não produzem efeitos adversos e, portanto não é um problema de segurança alimentar para a alimentação humana e/ou animal. Adicionalmente, as proteínas exógenas produzidas no piramidado estão presentes em concentrações abaixo daquelas preconizadas para o desenvolvimento de uma reação alérgica, não apresentam qualquer similaridade de sequência de aminoácidos com alérgenos conhecidos. Ainda, testes cutâneos com a proteína Cry1Ab em 27 crianças com histórico de alergia inalatória e 50 indivíduos com asma/rinite (BATISTA, R.; NUNES, B.; CARMO, M.; CARDOSO, C.; JOSE, H.S; ALMEIDA, ABD. MANIQUE, A.; BENTO, L.P., RICARDO, C.P. E OLIVEIRA, M.M. Lack of detectable allergenicity of transgênic maize and soya samples. J. Allergy Clin. Immunol. 116:403-410, 2005) 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 (TAKAGI, K.; TESHIMA, R. e NAKAGIMA, O. Improved ELISA method for screening human antigen-specific IgE and its application for monitoring specific IgE for novel proteins in genetically modified foods. Regulatory Toxicology and Pharmacology, 44: 182–188,2006)

A segurança para a alimentação animal/humana das proteínas Cry foi confirmada por diversos autores, inclusive por Xu et al. (2009) (XU, W.; CAO, S.; HE, X.; LUO, Y.; GUO, X.; YUAN, Y.; HUANG, K. Safety assessment of Cry1Ab/Ac fusion protein. Food Chemistry Toxicology, 47, 1459-1465, 2009), que obteve resultados similares a outros anteriores. Foi observado que a proteína Cry1Ab/Ac foi rapidamente degradada em fluídos gástricos e intestinais, e não apresentou efeitos adversos em camundongos submetidos a uma dose aguda de 5 g (proteína Cry1Ab/Ac)/kg de peso corporal. Novamente observou-se que esta proteína não tem homologia de sequência com alergênicos ou toxinas conhecidas, nem sítios de N-glicosilação, confirmando que nenhum dano resultará da inclusão da proteína Cry1Ab/Ac no alimento humano ou na ração animal.

Outro recente estudo de 28 dias em ratos, realizado por Onose et al. (2008) (ONOSE, J.; IMAI, T.; HASUMURA, M.; UEDA, M.; OZEKI, Y.; HIROSE, M. Evaluation of subchronic toxicity of dietary administered Cry1Ab protein from Bacillus thuringiensis var. Kurustaki HD-1 in F344 male rats with chemically induced gastrointestinal impairment. Food Chemistry Toxicology, 46, 2184-2189, 2008.) 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 no soro de animais que receberam tal milho, quando comparado com o controle. Entretanto, nenhuma mudança em pesos de órgãos ou mudanças histopatológicas foi observada nos órgãos como coração, fígado e rins. Além disso, geralmente é observado que os níveis de soro AST se elevam com injúria ao tecido, mas a interpretação de mudanças relativamente pequenas em AST em estudos toxicológicos deve ser feitas com parcimônia, uma vez que a amplitude de variação desse parâmetro pode ser ampla em animais saudáveis. A diminuição de AST neste experimento, portanto, não é considerada como sendo toxicologicamente significativa. Adicionalmente, Paul et al. (2009) (PAUL, V.; GUERTLER, P.; WIEDEMANN, S.; MEYER, H.H. Degradation of Cry1Ab protein from genetically modified maize (MON810) in relation to total dietary feed proteins in dairy cow digestion. Transgenic Research, PubMed PMID: 19888668, 2009) estudaram a degradação da proteína Cry1Ab em milho geneticamente modificado em relação ao total das proteínas na digestão de vacas leiteiras. Os resultados indicaram que a proteína Cry1Ab é crescentemente degradada durante a digestão nesses animais em pequenos fragmentos de 42 kDa, 34 kDa e 17 kDa.

Estudos recentes realizados em ratos e bovinos apresentaram resultados coerentes com a avaliação de risco realizada para a proteína EPSPS. Healy et al. (2008) (HEALY, C.; HAMMOND, B.; KIRKPATRICK., J. Results of a 13-week safety assurance study with rats fed grain from corn rootworm-protected, glyphosate-tolerant MON88017 corn. Food Chemistry Toxicology, 46, 2517-2524, 2008) apresentou os resultados de um estudo de treze semanas de alimentação de ratos com grãos de milho piramidado 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 piramidado é tão seguro e nutritivo quanto os grãos dos híbridos de milho comerciais existentes. Estudos recentes realizados em ratos e bovinos apresentaram resultados coerentes com a avaliação de risco realizada para a proteína EPSPS. Healy et al. (2008) apresentou os resultados de um estudo de treze semanas de alimentação de ratos com grãos de milho piramidado 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 o milho MON 89034 x NK603 é tão seguro e nutritivo quanto os grãos dos híbridos de milho comerciais existentes. 

Estudo realizado por Herouet e colaboradores em 2005 (Herouet, C.; Esdaile, D. J.; Mallyon, B. A.; Debruyne, E.; Schulz, A.; Currier, T.; Hendrickx, K.; van der Klis, R. J.; Rouan, D. Safety evaluation of the phosphinothricin acetyltransferase proteins encoded by the pat and bar sequences that confer tolerance to glufosinate-ammonium herbicide in transgenic plants. Regulatory Toxicology and Pharmacology 41: 134–149, 2005), mostrou que a proteína PAT é altamente específica e não apresenta as características associadas com toxinas alimentares ou alérgenos, apresentam homologia de seqüência baixo de 35% e nenhuma seqüência continua de oito aminoácidos com alergenos conhecidos, como demonstrado por avaliações in silico e não possuem sítios de N-glicosilação. 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. Concluíram que não é esperado nenhum efeito prejudicial decorrente da inclusão da proteína PAT no consumo humano ou animal.
Segurança ambiental

Ensaios comparativos para avaliação das características agronômicas e reprodutivas demonstraram que o milho piramidado MON 89034 x TC1507 x NK603 não possui características alteradas com potencial de se tornar uma planta daninha, e é dependente do homem para sobreviver na natureza, não diferindo do milho convencional e é considerado tão seguro para o meio ambiente quanto o milho convencional. Estudos realizados no Brasil, em três locais com este piramidado, com os eventos individuais e com 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. Ainda, as características de sobrevivência do milho piramidado MON 89034 x TC1507 x NK603 são compatíveis com as do milho convencional e é improvável que ocorra cruzamento sexual do piramidado com espécies compatíveis no Brasil. Assim, a conseqüência ambiental de transferência do pólen do piramidado para espécies selvagens é considerada desprezível. Adicionalmente, as proteínas expressas pelo piramidado são rapidamente degradadas no solo e não se acumulam e não representam risco a microbiota do solo. Avaliações visuais de artrópodes não-alvo em parcelas experimentais do milho piramidado MON 89034 x TC1507 x NK603, dos eventos individuais e controle convencional foram realizadas em quatro épocas em três localidades distintas e os artrópodes não-alvo encontrados foram predominantemente fitófagos e predadores
Monitoramento da saúde humana e animal


A empresa irá utilizar sistemas de notificação nacionais como o Sistema de Informação e Notificação de Eventos Adversos e Queixas Técnicas Relacionadas a Produtos de Saúde – SINEPS (ANVISA) e o Sistema de Notificação e Investigação em Vigilância Sanitária – VIGIPOS, no âmbito do Sistema Nacional de Vigilância Sanitária, como parte integrante do Sistema Único de Saúde – SUS.
Conclusões: 

Com base nas evidências recentes disponíveis na literatura científica para as proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2 e CP4 EPSPS e nas evidências apresentadas sobre a ausência de interação entre os genes expressos para resistência a insetos no milho MON 89034 TC 1507 x NK603, não é esperado nenhum novo risco em relação a sua segurança alimentar e ambiental. 
Avaliações agronômicas e de eficácia realizadas no milho piramidado MON 89034 x TC1507 x NK603 não indicaram nenhum padrão consistente que sugerisse mudanças biologicamente significativas, decorrente da combinação destes eventos, diferentes daquelas esperadas, ou seja, resistência a insetos e tolerância a herbicida combinadas. O conjunto de evidências obtidas nos resultados da análise molecular comparativa, da análise do padrão de herança genética e da análise comparativa de níveis de expressão das proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry1F, PAT e CP4 EPSPS no milho MON 89034 x TC 1507 x NK603, indicam que os níveis de exposição para organismos não-alvo e na alimentação humana e animal a estas proteínas serão os mesmos que para o milho MON 89034 ou milho NK603, isoladamente. Além disso, os resultados da avaliação da influência do milho MON 89034 x TC 1507 x NK603 sobre a comunidade de insetos não indicaram a existência de efeitos adversos nestes organismos não-alvo.

Face ao exposto, meu parecer é pela aprovação do “Relatório de Biossegurança Ambiental e Alimentar do Milho MON 89034 x TC1507 X NK603” e pela recomendação de que a empresa deverá incluir as informações sobre o monitoramento de possíveis feitos adversos à saúde humana e animal, decorrentes do uso destes produtos em todos os relatórios anuais do plano de monitoramento a serem enviados à CTNBio, isto é, as informações devem ser apresentadas obrigatoriamente no relatório anual do plano de monitoramento.
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