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Descrição do OGM: Milho MON 89034 x MON 88017 que expressa as proteínas designadas Cry1A.105, Cry2Ab2F (resistente a insetos-praga) e Cry3Bb1, CP4 EPSPS  (resistente a insetos-praga e ao herbicida glifosato). 

Uso proposto: liberação comercial do OGM

Parecer consolidado – setorial humana e animal

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 como a lagarta do cartucho Spodoptera frugiperda e lagarta da espiga Helicoverpa zea com o milho MON 88017 que expressa a proteína CP4 EPSPS que confere resistência ao herbicida glifosato assim como a proteína Cry3Bb1 que confere resistência a insetos-praga, como a lagarta da raiz do gênero Diabrotica, através das técnicas denominadas clássicas de melhoramento. As linhagens parentais haviam sido geradas por meio de técnicas de engenharia genética e foram aprovadas anteriormente pela CTNBio (89034 em 10/2009 e 88017 em 12/2010) como seguras para a saúde humana e animal assim como para o meio ambiente. O racional da empresa para este produto busca combater a redução do rendimento devido à competição por plantas daninhas e oferecer à planta condições de resistência a pragas de raiz do gênero Diabrotica e de lepidópteros praga.

O milho MON 89034 x MON 88017 tem seu uso aprovado no Japão, Filipinas, Coréia do Sul, Estados Unidos, Taiwan, Argentina, México. Seu uso também recebeu aprovação da European Food Safety Authority – EFSA para uso na União Européia em março de 2010   (ver http://www.gmocompass.org/pdf/regulation/maize/MON89034xMON88017_mais_import_efsa-opinion.pdf)

A confiança nos eventos combinados por técnicas clássicas é ilustrada pela aprovação em 2010, pela União Européia - EFSA do piramidado da Dow Agrosciences e Monsanto que encerra 8 características: resistências aos herbicidas glifosato e glifosinato e a insetos-praga, contanto com 6 genes cry distintos.




(ver  http://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/1781.htm)

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, seguro para insetos não-alvo, para o meio ambiente e para humanos e animais muito além dos inseticidas químicos convencionais. Tomates assim tratados não precisariam ser lavados antes da comercialização e foi autorizada a aspersão de 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" anterior 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. Esta possibilidade de, biológicamente, introduzir resistência a insetos-praga era uma esperança da ambientalista pioneira Rachel Carson nos anos 60.

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 sua segurança, algo que poderíamos antecipar face ao uso anterior na agricultura convencional e orgânica. Também esta tecnologia contra insetos-praga foi considerada segura 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, com apreciável redução nas micotoxinas presentes como fumonisina, altamente tóxicas (Wu et al, 2004). 

Quanto ao evento 88017, este porta 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, principalmente, não há base científica teórica ou empírica para esta possibilidade como foi demonstrado pela empresa e reconhecido pelos especialistas dos diversos países e da União Européia. 

As informações objetivas sobre este evento piramidado, fornecidas pela Monsanto do Brasil estão descritas em documento circunstanciado, em 170 páginas portando 52 tabelas e 20 figuras, 8 páginas contendo cerca de 230 referências bibliográficas além dos anexos: o Codex Alimentarius 2003, e o Plano de Monitoramento pós-liberação comercial, em 13 pgs.). A documentação atende a legislação vigente incluindo as novas disposições da CTNBio contidas na RN-5. Este parecer se concentra particularmente nos aspectos relevantes para avaliação de risco para a saúde humana e animal e está consolidado reunindo as avaliações independentes de Ana Lucia Tabet Oller do Nascimento e Francisco Gorgonio da Nóbrega.

Alguns aspectos importantes analisados neste milho:

Análise molecular e estabilidade genética do milho MON 89034 x MON 88017 

Apresentam a análise da estrutura das construções genéticas inseridas nos eventos individuais  comparadas à situação no milho MON 89034 x MON 88017. Os elementos genéticos são descritos para cada caso e os “Southern blots” que exibem a identidade e estabilidade das características moleculares em comparação com os eventos individuais são exibidos (Figuras V-1 a V-4).

Os eventos individuais tiveram confirmada sua estabilidade por 7 e 10 gerações respectivamente. O evento combinado por cruzamento convencional reúne genes inseridos em cromossomos distintos e não houve qualquer sinal de instabilidade ou efeitos pleiotrópicos ou epistáticos no milho MON 89034 x MON 88017.
A expressão das proteínas e as características agronômicas confirmadas estão de acordo com esta informação. O milho MON 89034 x MON 88017 exibiu portanto estabilidade das características, fenotípicas e moleculares. 

Concentração no milho das proteínas correspondentes às proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bb1 e CP4 EPSPS

Esta investigação foi conduzida em amostras cultivadas no Brasil na safra 2008/2009. Quatro regiões representativas da cultura do milho foram escolhidas: Cachoeira Dourada, MG; Rolândia, PR; Não-Me-Toque, RS e Sorriso, MT (RS). Os níveis das quatro proteínas foram determinados em folhas, forragem, grãos e raízes em dois tempos de coleta e por meio de ELISA ("Enzyme-Linked Immunosorbent Assay"). Os resultados são apresentados nas Tabelas V-2 a V-17. Como exemplo, os valores da proteína Cry1A.105 em ug/g de peso bruto úmido para as 4 localidades, indicando os valores máximo e mínimo foram: folhas, 15 a 23; grãos, 1,5 a 2,7; raízes, 1,0 a 2,6 e forragem, 4,1 a 9,0. Os valores indicam para esta e as demais proteínas, valores comparáveis aos eventos individuais, e apropriados para que a planta exiba o desejado comportamento agronômico. A quantidade das proteínas é sempre menor no grão em comparação com os demais tecidos.

Ausência de interações indesejáveis entre as proteínas Cry1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bb1 e CP4 EPSPS

O nível de expressão não indica efeitos aditivos ou supressivos que sugiram interações entre os produtos gênicos e a planta se apresenta perfeitamente sadia. Em bioensaios com dietas controladas frente a insetos-alvo, adicionando-se as proteínas purificadas, também se comprovou a ação independente e ausência de interações que pudessem prejudicar as funções individuais.

Iniciadores para PCR foram desenhados para permitir a identificação do evento específico e dos quatro transgenes presentes.

A possibilidade de que este milho venha a exibir características de planta daninha foi excluída pelo "tier approach" e tem sido algo desconhecido entre plantas domesticadas pelo homem. O vigor e capacidade de germinação são comparáveis aos controles. As características agronômicas, fenotípicas e interações ecológicas foram avaliadas no Brasil na safra 2008/2009 (Tabelas V-20 a V-24) confirmam a semelhança deste milho com o convencional. 

Considerações sobre a segurança alimentar do milho MON 89034 x MON 88017
A composição centesimal, em grãos e forragem, avaliando cinzas, umidade, proteínas, carboidratos e gorduras (Tabelas VI-4 e VI-5), revela valores dentro dos intervalos de variação normais (ILSI-CCD) frente ao milho convencional, em amostras coletadas nas quatro regiões já mencionadas no Brasil. 

Considerações sobre a segurança alimentar do milho MON 89034 x MON 88017: alergenicidade

A análise computacional usando bases de dados sobre proteínas ou peptídeos alergênicos (FASTA, IDENTITYSEARCH, ALLERGENSEARCH) não revelou potencial para causar alergias. Estudo com pacientes japoneses com alergia a alimentos (Takagi et al., 2006) não detectou níveis significativos de IgE específica contra as proteínas CP4-EPSPS ou a proteína homóloga Cry9C no soro destes pacientes pelo método de ELISA. Estas proteínas têm sido extensamente estudadas quanto à este aspecto e não exibem risco. Proteínas fortemente alergênicas naturais ocorrem em muitos produtos vegetais de amplo consumo como amendoim e kiwi. No entanto não se pode evitar que pessoas desenvolvam alergia a quase qualquer proteína em função de características individuais. Também representam uma fração pequena da proteína total do grão: a proteína CP4 EPSPS comparece no grão como 0,046% da proteína total; Cry1A.105 com 0,0047%; Cry2Ab2F com 0,0010% e  Cry3Bb1 com 0,0119%. A análise segue o Codex e a literatura relevante (Metcalf, 2005).
Considerações sobre a segurança alimentar do milho MON 89034 x MON 88017: digestibilidade
A digestibilidade das proteínas expressas foi demonstrada por sua rápida degradação em suco gástrico ou entérico simulado. Este fato, na prática, é garantia adicional de não absorção de proteína intacta, ausência de interferência sistêmica e também corrobora o baixo potencial alergênico destas proteínas. A segurança para a alimentação animal/humana das proteínas Cry foi confirmada por diversos autores, como Xu et al. (2009), que obteve resultados similares a outros estudos. Os géis exibindo as diferentes proteínas corados com azul brilhante ou imunodetectadas em "Western blots" são apresentados e indicam que todas as proteínas são atacadas pelos fluídos simulados gástrico ou entérico (Figuras VI-1 a VI-12). A digestão no sistema digestório humano deve ser mais rápida e completa visto que os fluidos simulados representam palidamente a riqueza de enzimas proteolíticas existentes nos mamíferos. 
Considerações sobre a segurança alimentar do milho MON 89034 x MON 88017: toxicidade
A análise computacional usando bancos de dados públicos para proteínas tóxicas (TOXIN5, ALLPEPTIDES) não revelou similaridades significativas. Todas as proteínas Cry presentes neste milho foram administradas por gavagem a camundongos em doses um pouco superiores a 2.000 mg/kg de peso corporal e os animais observados por 14 dias, quando foram sacrificados e seus tecidos examinados. Não se constatou qualquer efeito adverso nestas condições. A proteína CP4 EPSPS foi administrada de maneira semelhante na dose de 572 mg/kg, também sem efeitos adversos ou alterações detectáveis por investigação histopatológica. 
Plano de monitoramento pós-comercial do milho MON 89034 x MON 88017
Foi apresentado plano de monitoramento pós-liberação comercial utilizando diferentes localidades agroclimáticas em seis locais de forma proporcional à área de milho cultivada no Brasil. As áreas serão indicadas após a aprovação da liberação. Os objetivos do monitoramento compreendem 18 itens para os quais existem os padrões de procedimentos e metodologias associadas. Os aspectos avaliados incluem atributos físicos e químicos do solo, monitoramento de insetos alvo, manejo e plantio da cultura, sanidade e estado nutricional das plantas, resíduo de glifosato e AMPA em grãos e no solo, resíduo das proteínas Cry na palhada e no solo, avaliação da população não-alvo, aparecimento de resistência aos insetos-praga, resistência do milho e de plantas daninhas ao herbicida, invertebrados do solo, inspecção visual de artrópodes não-alvo na parte aérea, diversidade microbiana associada ao solo. Esclarecem sobre a equipe de monitoramento, relatórios, coletas, avaliações e codificação das amostras. O monitoramento dos agravos à saúde humana e animal propõe utilizar os sistemas oficiais de notificação além de outras fontes de informações relevantes para informar a CTNBio quanto a qualquer efeito adverso.

Com relação às recomendações do anexo III da RN-5 relativo aos organismos  consumidos como alimento e em função dos resultados apresentados:

Item 1- histórico de uso na alimentação: alimento tradicional e de ampla utilização;

Item 2 – possíveis efeitos na cadeia alimentar: sem efeitos desconhecidos e indesejáveis; Item 3- composição química e nutricional: há equivalência substancial;

Item 4- desempenho do animal alimentado: 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- estabilidade à digestão: proteínas expressas no transgene  são de digestão fácil;

Item 6- efeitos deletérios e teratogênicos: não há base científica na modificação introduzida que justifique considerar estes efeitos;

Item 7- conclusões de análises de tecidos relevantes: os resultados histológicos pós-gavagem foram negativos e não há qualquer base científica na biologia envolvida que indique potencial de lesão tecidual ou imunológica;

Item 8- capacidade de produção de toxinas ou metabólitos tóxicos: não demonstrada e impossível frente às modificações introduzidas;

Item 9- avaliação toxicológica e farmacológica: não há base científica na modificação introduzida que justifique avaliações nesta direção;

Item 10- similaridade com alérgenos conhecidos: sem semelhança com alérgenos conhecidos.

Considerações anteriores à conclusão.

Os assessores estão convíctos que o milho MON 89034 x MON 88017, que reúne quatro 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 acelerada de mutações, usando agentes químicos ou físicos, passou a ser usada pelos melhoristas para agilizar o processo convencional, que dependia de mutações naturais e daquelas induzidas pela luz UV da radiação solar. Em 1994 a FAO relacionou cerca de 2.000 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 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. Em mais de 40 anos de uso das proteínas Bt inexistem relatos de efeitos adversos em humanos (Betz et al., 2000).

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 MON 88017, 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

A avaliação da Dra. Ana Lucia Tabet Oller do Nascimento encerra argumentação apoiada em 23 referências bibliográficas da literatura internacional e aprovou a liberação comercial sem restrições. 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). 

Recomendamos portanto a aprovação deste pedido de liberação comercial do milho MON 89034 x MON 88017 da Monsanto do Brasil, considerando que este milho é perfeitamente seguro para o consumo humano e animal. 
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