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 PARECER TÉCNICO Nº 2042/2009

Processo nº: 01200.007493/2007-08

Requerente: Syngenta Seeds Ltda.

CNPJ: 49.156.326/0001-00
Endereço: Av. das Nações Unidas, 18001 – 4º andar – CEP: 04795-900 -São Paulo/SP

Assunto: Liberação Comercial de milho geneticamente modificado

Extrato Prévio: nº 1211/2007, publicado em 19/12/2007

Reunião: 126ª Reunião Ordinária, ocorrida em 17 de setembro de 2009
Decisão: DEFERIDO

A CTNBio, após apreciação do pedido de Parecer Técnico para liberação comercial de milho geneticamente modificado resistente a insetos , bem como de todas as progênies provenientes do evento de transformação MIR162 e suas derivadas de cruzamento de linhagens e populações não transgênicas de milho com linhagens portadoras do evento MIR 162, concluiu pelo seu DEFERIMENTO nos termos deste parecer técnico.

A Syngenta Seeds Ltda., solicitou à CTNBio  parecer técnico relativo à biossegurança do milho (Zea mays) geneticamente modificado resistente a insetos, designado Milho MIR 162, para o livre registro, uso, ensaios, testes, semeadura, transporte, armazenamento, comercialização, consumo, importação, liberação e descarte de milho (Zea mays, L.) resistente a insetos – evento MIR 162. A Syngenta Seeds desenvolveu o milho MIR 162 para oferecer um genótipo de milho resistente a insetos da classe dos Lepidópteros.Para tanto a empresa inseriu no genoma de milhos o gene Vip3Aa que é uma proteína de Bacillus thuriengiensis  que é altamente tóxica a: Helicoverpa zea ,Spodoptora frugiperda , Agrotis ipsilon  Ostrinia nubialis e Striacosta albicosta. Esta inserção não teve qualquer efeito de alterar o comportamento  potencial dos milhos transformados de se tornarem mais invasivos do que híbridos não transformados , conforme comprovado por sucessivos ensaios de campo em que os milhos GM foram comparados com milhos convencionais. A transformação foi mediada por Agrobacterium tumefasciens em embriões imaturos de milho. O método de transformação via Agrobacterium é eficiente para o desenvolvimento de transformantes contendo insertos simples e com baixo número de cópias. Este método permite a integração do DNA incluindo as bordas esquerda e direita do plasmídeo de transformação no genoma alvo, enquanto que os elementos genéticos além das bordas do plasmídeo não são inseridos. Entre  as seqüências citadas foi inserido um cassete com os genes Vip3Aa19  e PMI o promotor de polyubiquitina de milho ( ZmUbiINT) e 35S do CMV e região 3´ de poliadenilação de nopalina sintase. Analise por Southern e sequenciamento revelaram  que o TDNA contem: I - uma cópia simples de Vip3Aa , II – duas cópias do promotor de   ZmUbiINT  ,III – uma cópia  de NOS como terminador  e IV – nenhuma seqüência do plasmídeo pNOV1300.Analise seqüencial demonstrou duas modificações na seqüência original do gene Vip3Aa uma silenciosa e outra que teve como conseqüência a substituição de um aminoácido na seqüência original da Vip3Aa.Por esta razão a sequencia que foi inserida no milho foi denominada Vip3Aa20.A transferência do TDNA não interrompeu nenhum gene no genoma do milho e nenhuma nova ORF foi criada pela inserção.Os genes inseridos segregam de maneira mendeliana e estável em gerações sucessivas, que foram objeto de analise. O milho MIR162 também expressa o gene manA  obtido da bactéria Escherichia coli K-12 que codifica para a enzima fosfomanose isomerase que interconverte manose-6-fosfato/frutose-6-fosfato permitindo à bactéria utilizar manose como fonte de carbono ou, em humanos, tem importância ao gerar substratos para reações de glicosilação típicas da célula eucariótica. Este gene, introduzido em plantas, impede a depleção de fosfato seqüestrado como manose-6-fosfato acumulado quando se adiciona manose ao meio de cultura, sendo um marcador versátil e seguro para identificar células transformadas de plantas (44), permitindo a seleção de células vegetais que o expressam em meio contendo manose como substrato. A bactéria Agrobacterium tumefaciens foi utilizada portando o plasmídeo pNOV1300 com dois cassetes de expressão: um deles  tem o promotor ZmUBiInt de milho, a região codificante otimizada do peptídeo vip3Aa de Bacillus thuringiensis, seguida da região que contém o intron 9 da fosfoenolpiruvato carboxilase de milho (para aumentar expressão gênica), finalizando com a região terminadora 3’UTR 35S do vírus do mosaico da couve-flor. O segundo cassete de expressão está composto pelo ZmUBiInt de milho, a região codificante composta pelo gene manA de E. coli que codifica a proteína fosfomanose isomerase (PMI), seguido da região 3’UTR do gene da nopalina sintase de A. tumefaciens. As contruções estão descritas em detalhe e foram cuidadosamente verificadas por sequenciamento.  O genoma do milho transgênico foi analisado por "Southern blot" usando DNA total digerido com diversas enzimas de restrição e sondas correspondentes a quatro regiões das construções usadas confirmando a presença de uma cópia  de cada cassete em seu genoma. A inserção aconteceu na região 5.03  no cromossomo 5 do milho e mostrou herança mendeliana com estabilidade fenotípica e molecular por 3 gerações. As regiões genômicas que flanqueiam as cassetes não interromperam nenhum gene do milho. A construção comercial foi gerada a partir de cruzamentos com linhagens públicas de germoplasma de milho americano e selecionadas (nos EUA) em função de seu desempenho agronômico e resistência a insetos. Os estudos de biossegurança, eficiência agronômica e resistência a insetos foram efetuados no campo, (liberação planejada no meio ambiente) em aproximadamente 17 oportunidades no Brasil, inúmeros testes  nos EUA e cerca de 10 liberações na Argentina. As proteínas expressas decorrentes da modificação genética do milho MIR162, a  Vip3Aa20 (Vip) e a fosfomanose isomerase (PMI), foram avaliadas por ELISA. A Vip variou de 4,34 μg/g de peso seco (PS) na folha no momento da senescência a 184,05 μg/g PS em estilos e estigmas. No grão, que é a principal parte destinada a consumo humano e animal, o máximo observado foi 61,33 μg/g  PS. Já a os níveis da proteína PMI foram muito mais reduzidos,  atingindo um máximo de 7,06 μg/g PS em folhas no estágio da antese. Uma variante da proteína Vip3Aa20 (a Vip3Aa19, que difere em um aminoácido) já foi aprovada para consumo humano e animal nos EUA em 2005 (no caso, um algodão geneticamente modificado). Proteínas dessa família também já são usadas em formulações comerciais de inseticidas à base de proteínas do B. thuringiensis. A ANVISA já autoriza o uso de culturas desta bactéria em 32 tipos de culturas para uso alimentar, e as formulações são do grupo IV toxicológico, sem restrição para limite máximo de resíduo e intervalo de segurança. Já a proteína PMI é produzida por uma ampla gama de organismos (vertebrados e microrganismos) e é enzima do metabolismo de açúcares. O fluxo gênico horizontal entre milho MIR 162 e outras espécies, mesmo aquelas muito relacionadas, tem probabilidade praticamente nula de ocorrer, pois espécies silvestres relacionadas com o milho não ocorrem naturalmente no Brasil. A coexistência entre cultivares de milhos convencionais (melhoradas ou crioulas) e cultivares transgênicas de milhos é possível do ponto de vista agronômico, devendo-se, para isso, observar o disposto na Resolução Normativa nº 4 da CTNBio. O uso de plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos apresenta repercussões positivas também nos aspectos relacionados à obtenção, distribuição e uso de inseticidas químicos, por reduzir significativamente a poluição provocada por rejeitos industriais e pelo uso da água utilizada nas pulverizações, além de evitar a contaminação do homem, dos alimentos, rios e nascentes, decorrentes do uso, transporte e armazenamento de inseticidas. Diante do exposto, conclui-se que o cultivo e o consumo do milho MIR 162 não é potencialmente causador 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. A requerente deverá conduzir monitoramento pós-liberação comercial nos termos da Resolução Normativa nº 3 da CTNBio. 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”. No âmbito das competências do art. 14 da Lei 11.105/05, a CTNBio considerou que o pedido atende às normas e à legislação pertinente que visam garantir a biossegurança do meio ambiente, da agricultura e da saúde humana e animal.
Considerando os critérios internacionalmente aceitos no processo de análise de risco de matérias-primas geneticamente modificadas é possível concluir que o milho MIR 162 é tão seguro quanto seu equivalente convencional.

No âmbito das competências que lhes são atribuídas pelo art.14 da Lei 11.105/05, a CTNBio considerou que o pedido atende às normas e legislação vigentes que visam garantir a biossegurança do meio ambiente, agricultura, saúde humana e animal e concluiu que o milho MIR 162 é substancialmente equivalente ao milho convencional, sendo seu consumo seguro para a saúde humana e animal. No tocante ao meio ambiente, concluiu a CTNBio que o cultivo do milho MIR 162 não é potencialmente causador de significativa degradação do meio ambiente, guardando com a biota relação idêntica à do milho convencional
PARECER TÉCNICO DA CTNBio

I. Identificação do OGM

Designação do OGM: Milho geneticamente modificado resistente a insetos – Milho MIR 162

Requerente: Syngenta Seeds Ltda

Espécie: Zea mays L.

Característica Inserida: Resistência a insetos 

Método de introdução da característica: transformação de embriões imaturos mediante a bactéria Agrobacterium tumefaciens
Uso proposto: produção de grãos para consumo humano e animal do OGM e seus derivados.

II. Informações Gerais

O milho (Zea mays L. spp mays) pertence à família das gramíneas (Poaceae), subfamília Panicoidae, tribo Maydeae, gênero Zea e espécie mays. É diplóide, com 2n=20 cromossomos, apresentando, portanto, dez pares de cromossomos. A taxa de fecundação é, normalmente, inferior a 5%, caracterizando-se, assim uma espécie alógama, sendo sua polinização predominantemente pelo vento (Marcos filho, 2005). A tribo Maydaea, caracteriza-se por monoecismo, isto é, as flores são unissexuadas, geralmente em inflorescências masculinas e femininas, separadas nas mesmas plantas. Nas demais gramíneas, as flores são hermafroditas. Botanicamente, o milho passou a ser Zea mays L. ssp. Mays e teosinte (planta que deu origem ao milho), Zea mays, como subespécies: Zea mays L. ssp. mexicana, Z. mays parviglumis, Zea mays ssp. luxurians, Zea mays ssp. diploperennis. Com exceção do Zea mays ssp. diploperennis, todos os teosintes são anuais. Existe ainda outro teosinte perene, que é tetraplóide 2n=4n=40 cromossomos: Zea mays ssp. perennis (36). Entretanto no Brasil não são cultivadas espécies de teosinte.

O milho, Zea mays L., é uma planta monóica e anual cuja altura pode variar de 1,0 a 4,0 metros (47). A sua haste principal é composta por nós e entrenós claramente definidos. Os entrenós são largos na base e gradualmente vão afunilando até a inflorescência na parte superior da planta. As folhas são encontradas de forma alternadas ao longo do caule. O milho é a única gramínea que apresenta as estruturas florais, masculinas e femininas, na mesma planta, mesmo situadas em locais diferentes (27). 

O milho possui um histórico de mais de oito mil anos nas Américas e é 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 só sobrevive na natureza quando cultivado pelo homem (1). Atualmente, já foram identificadas cerca de 300 variedades de milho e, dentro de cada variedade, milhares de cultivares. 

O milho (Zea mays L.) é uma das principais culturas cultivadas comercialmente no mundo, sendo que anualmente são semeados cerca de 150 milhões de hectares, que contribuem para a produção de 700 milhões de toneladas de grãos (15,4). A espécie vem sendo utilizada por alguns séculos diretamente na alimentação humana e de animais domésticos, e sua importância não restringe apenas ao fato do grande volume mundialmente produzido, mas também ao importante papel sócio-econômico que representa.

O milho é uma das mais importantes fontes de alimento no mundo e é considerado insumo para a produção de uma ampla gama de produtos alimentícios, rações e produtos industriais. O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, com uma produção de aproximadamente 35 milhões de toneladas no ano de 2005, atrás somente dos Estados Unidos da América (282 milhões de toneladas) e da China (139 milhões de toneladas) (17). O milho é a segunda cultura mais plantada no Brasil, sendo cultivado basicamente em duas safras (plantio de verão e a safrinha) e é cultivado praticamente em todo o território nacional sendo que a produção concentra-se nas regiões Centro-Sul que representa cerca de 75.68% da área plantada, enquanto Norte-Nordeste é responsável por cerca de 24,32%. Em termos de produção, o milho ocupa o segundo lugar na lista das maiores culturas nacionais, enquanto a soja, o primeiro (9). 

O Brasil é considerado um grande produtor de milho, porém, também apresenta elevado consumo. O consumo nacional é tão representativo que a ausência do cultivo de milho na condição de safrinha teria por consequência a necessidade de importações para o suprimento nacional.

A lagarta-do-cartucho é considerada a principal praga da cultura do milho no Brasil (10). É uma praga de difícil controle devido a sua ampla gama de hospedeiros e sua grnde capacidade de dispersão durante o período de cultivo. Já na década de 20, relatou-se a presença dessa praga em vários estados brasileiros, causando severos danos em algumas culturas. A Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae), é referida como prejudicial à cultura do milho de três formas: atacando os estigmas, impedindo a fertilização e, em conseqüência, surgirão falhas nas mesmas; alimentando-se de grãos leitosos, destruindo-os e, finalmente, os orifícios deixados pelas lagartas nas espigas, por ocosião da fase de pupa, facilitam a penetração de microorganismos que podem causar podridões (21). Outra praga que tem ocorrido com freqüência causando danos à cultura do milho, principalmente na região central do Brasil, é a broca-do-colmo, Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae), uma importante praga da cana-de-açúcar (46).

O milho MIR162 contém o gene vip3Aa20 que codifica a proteína Vip3Aa20, conferindo resistência ao ataque de certos lepidópteros-praga como, por exemplo, lagarta-do-cartucho, e o gene manA que codifica a enzima fosfomanose isomerase (PMI), utilizada como marcador de seleção durante o processo de transformação.

O Milho MIR 162, já foi aprovado para liberação comercial nos USA, Austrália e Taiwan. O gene vip3Aa, também esta presente no milho transgênico piramidado Bt11 x MIR 162 aprovado nos USA e no evento transgênico de algodão Cot 102, aprovado nos USA e Austrália.

III. Descrição do OGM e Proteínas Expressas

Syngenta Seeds desenvolveu o milho MIR 162 para oferecer um genótipo de milho resistente a insetos da classe dos Lepidópteros. Para tanto a empresa inseriu no genoma de milhos o gene Vip3Aa que é uma proteína de Bacillus thuriengiensis  que é altamente tóxica a: Helicoverpa zea, Spodoptora frugiperda,Agrotis ipsilon, Ostrinia nubialis e Striacosta albicosta. Esta inserção não teve qualquer efeito de alterar o comportamento potencial dos milhos transformados de se tornarem mais invasivos do que híbridos não transformados, conforme comprovado por sucessivos ensaios de campo em que os milhos GM foram comparados com milhos convencionais. 

A transformação foi mediada por Agrobacterium tumefasciens em embriões imaturos milho. O método de transformação via Agrobacterium é eficiente para o desenvolvimento de transformantes contendo insertos simples e com baixo número de cópias. Este método permite a integração do DNA incluindo as bordas esquerda e direita do plasmídeo de transformação no genoma alvo, enquanto que os elementos genéticos além das bordas do plasmídeo não são inseridos.Entre as seqüências citadas foi inserido um cassete com os genes Vip3Aa19 e PMI, o promotor de poliubiquitina de milho (ZmUbiINT) e 35S do CMV e região 3´ de poliadenilação de nopalina sintase. Analise por Southern blot e sequenciamento revelaram que o TDNA contém: I - uma cópia simples de Vip3Aa , II – duas cópias do promotor de ZmUbiINT, III – uma cópia  de NOS como terminador  e IV – nenhuma seqüência do plasmídeo pNOV1300. Analise seqüencial demonstrou duas modificações na seqüência original do gene Vip3Aa, uma silenciosa e outra que teve como conseqüência a substituição de um aminoácido na seqüência original da Vip3Aa..Por esta razão a sequencia que foi inserida no milho foi denominada Vip3Aa20. A transferência do TDNA não interrompeu nenhum gene no genoma do milho e nenhuma nova fase aberta de leitura (ORF) foi criada pela inserção. Os genes inseridos segregam de maneira mendeliana e estável em gerações sucessivas, que foram objeto de analise. 

A proteína nativa Vip3Aa1 originada de Bacillus thuringiensis cepa AB88 contém 789 aminoácidos e um peso molecular de aproximadamente 89 kDa. A variante Vip3Aa20 produzida pelo milho MIR 162 apresenta também 789 aminoácidos, porém difere em dois aminoácidos quando comparada com a proteína nativa (nas posições 129 e 284). A variante Vip3Aa19 difere da proteína nativa em um aminoácido na posição 284 e da Vip3Aa20 em um aminoácido na posição 129. Vip3Aa19 e Vip3Aa20 são denominações aplicadas a duas variantes geneticamente modificadas a partir da proteína nativa, definidas pelo Comitê de nomenclaturas de toxinas provenientes de Bacillus thuringiensis.

Bacillus thuringiensis, uma bactéria de solo gram-positiva, que produz diversas proteínas com propriedades tóxicas a determinados tipos de insetos, conhecidas como proteínas Cry e Vip (de “Vegetative Insecticidal Proteins”) (14).  Diferentemente das proteínas cristais (Cry) de Bacillus thuringiensis, as proteínas Vip são produzidas durante o crescimento vegetativo bacteriano e são secretadas como proteínas solúveis em meio extracelular. As culturas de Bacillus thuringiensis continuam produzindo proteína Vip durante a fase estacionária de crescimento e esporulação. Em comparação às β-exotoxinas não-proteináceas termoestáveis secretadas por cepas de Bacillus thuringiensis, as proteínas Vip são termolábeis (28). Vip3A é a denominação utilizada para proteínas nativas descobertas na cepa AB88 de Bacillus thuringiensis.

O milho MIR162 também expressa o gene manA obtido da bactéria Escherichia coli K-12 que codifica a enzima fosfomanose isomerase que interconverte manose-6-fosfato/frutose-6-fosfato permitindo à bactéria utilizar manose como fonte de carbono ou, em seres humanos, tem importância ao gerar substratos para reações de glicosilação típicas da célula eucariótica. Este gene, introduzido em plantas, impede a depleção de fosfato seqüestrado como manose-6-fosfato acumulado quando se adiciona manose ao meio de cultura, sendo um marcador versátil e seguro para identificar células transformadas de plantas (44), permitindo a seleção de células vegetais que o expressam em meio contendo manose como substrato. A bactéria Agrobacterium tumefaciens foi utilizada portando o plasmídeo pNOV1300 com dois cassetes de expressão: um deles tem o promotor ZmUBiInt de milho, a região codificante otimizada do peptídeo vip3Aa de Bacillus thuringiensis, seguida da região que contém o intron 9 da fosfoenolpiruvato carboxilase de milho (para aumentar a expressão gênica), finalizando com a região terminadora 3’UTR 35S do vírus do mosaico da couve-flor. O segundo cassete de expressão está composto pelo ZmUBiInt de milho, a região codificante composta pelo gene manA de E. coli que codifica a proteína fosfomanose isomerase (PMI), seguido da região 3’UTR do gene da nopalina sintase de A. tumefaciens. As contruções estão descritas em detalhe e foram cuidadosamente verificadas por sequenciamento.  O genoma do milho transgênico foi analisado por "Southern blot" usando DNA total digerido com diversas enzimas de restrição e sondas correspondentes a quatro regiões das construções usadas confirmando a presença de uma cópia  de cada cassete em seu genoma. A inserção aconteceu na região 5.03 no cromossomo 5 do milho e mostrou herança mendeliana com estabilidade fenotípica e molecular por 3 gerações. A construção comercial foi gerada a partir de cruzamentos com linhagens públicas de germoplasma de milho americano e selecionadas (nos EUA) em função de seu desempenho agronômico e resistência a insetos. Os estudos de biossegurança, eficiência agronômica e resistência a insetos foram efetuados no campo (liberação planejada no meio ambiente) em aproximadamente 17 oportunidades no Brasil, numerosos testes nos EUA e cerca de 10 liberações na Argentina. As proteínas expressas decorrentes da modificação genética do milho MIR162, a Vip3Aa20 (Vip) e a fosfomanose isomerase (PMI), foram avaliadas por ELISA. A Vip variou de 4,34 μg/g de peso seco (PS) na folha no momento da senescência a 184,05 μg/g PS em estilos e estigmas. No grão, que é a principal parte destinada a consumo humano e animal, o máximo observado foi 61,33 μg/g  PS. Já a os níveis da proteína PMI foram muito mais reduzidos,  atingindo um máximo de 7,06 μg/g PS em folhas no estágio da antese. Uma variante da proteína Vip3Aa20 (a Vip3Aa19, que difere em um aminoácido) já foi aprovada para consumo humano e animal nos EUA em 2005 (no caso, um algodão geneticamente modificado). Proteínas dessa família também já são usadas em formulações comerciais de inseticidas à base de proteínas do B. thuringiensis.

IV. Aspectos relacionados à Saúde Humana e dos Animais

Os efeitos da proteína Vip3Aa20 em 10 espécies de organismos não-alvo foram avaliados empregando-se partes de plantas de milho que acumulavam a proteína Vip3Aa20 ou a Vip3Aa19 (12). Essas proteínas diferem em um único aminoácido localizado na posição 129. No entanto essa diferença não altera a ação da proteína na sua forma final: esta posição está fora do sítio tríptico e da região do peptídeo final que tem ação citotóxica (a clivagem do peptídeo inicial é realizada na posição 199).  Em todos os casos, as amostras de milho foram testadas contra uma espécie de inseto sabidamente sensível para se ter certeza da presença de níveis tóxicos das proteínas VIP. Os ensaios com pulgas d’água, joaninhas, crisopas (larvas e adultos), minhocas, bagres,  abelhas e besouros não revelaram diferenças significativas entre os grupos controle e os tratados com plantas contendo Vip3Aa20 ou Vip3Aa19 (33,8).

Ensaios de campo avaliaram a constância, dominância, abundância e freqüência das espécies de insetos coletadas em campos de milho MIR162 ou do milho convencional. Não foram observadas diferenças significativas entre os dois grupos. A estabilidade da proteína Vip3Aa20 no solo foi estimada a partir de ensaios utilizando solos de diferentes regiões do Brasil e uma amostra de solo dos EUA aos quais foi adicionada a proteína Vip3Aa19 extraída de milho. A mortalidade do lepidóptero Agrotis ipsilon exposto a solo contendo a proteína permitiu concluir que a meia vida da proteína variou de 6,6 dias (solo de Matão, SP) a 12,6 dias (solo de Cascavel, PR). Assim, pode-se concluir que a proteína é biodegradável e não se acumulará no solo.

A proteína expressa pelo gene manA (PMI) no milho está também presente em produtos de plantas e animais e portanto aparece normalmente em baixas concentrações na cadeia alimentar. O homólogo humano da PMI tem seu gene expresso em todos os tecidos examinados com níveis máximos em cérebro, coração e músculo esquelético (37). Devido à baixa quantidade das proteínas exógenas no milho MIR162 ambas foram expressas em E. coli para produção em quantidade para estudos toxicológicos. As proteínas produzidas na bactéria foram analisadas bioquímica e funcionalmente e concluiu-se por sua identidade com as produzidas na planta.

Alergenicidade: os estudos in silico não revelaram potencial de alergenicidade nas proteínas heterólogas  expressas no milho MIR162. Os parâmetros usados como indicadores de potencial alergênico foram: pelo menos 35% de identidade em uma janela de 80 aminoácidos ou identidade completa de pelo menos 8 aminoácidos contíguos. Nada foi encontrado com a VIP, mas com a PMI houve alguma semelhança com um peptídeo alergênico de rã. No entanto, análises utilizando soro de um paciente alérgico a essa proteína mostraram que não há reconhecimento por parte da proteína do milho das imunoglobulinas desse paciente (24).

Toxicidade potencial: análise in silico para examinar semelhança estrutural com proteínas reconhecidamente tóxicas resultou em resultado negativo para as proteínas Vip3Aa20 e manA. 

Digestibilidade: usando suco intestinal simulado com pancreatina (SIF) e suco gástrico simulado contendo pepsina (SGF) a Vip3Aa20p foi degradada tanto em SIF como em SGF. A fosfomanose isomerase (PMI), produto do gene manA mostrou-se ainda mais sensível à degradação por SIF e SGF. Adicionalmente, há um histórico de uso seguro de proteínas Vip3a em formulações de bioinseticidas que empregam o uso de preparações de B. thuringiensis sem manipulação genética. Os dados brutos sobre digestibilidade foram solicitados por um dos pareceristas ad hoc e confirma o relato original embora esta parecerista considere que a digestão da VIP é parcial, pois, aparece uma banda persistente após tratamento com SGF. Este relator examinou as figuras e esclarece: no gel corado para proteína total, logo a 1 minuto de digestão, a banda da proteína VIP intacta (entre fosforilase, 98kDa e BSA, 62 kDa) desaparece completamente, mas uma banda de ~38kDa (alinhada com o marcador álcool desidrogenase) persiste e se enfraquece gradualmente até desaparecer aos 60 minutos de incubação. Como esta banda parece ser idêntica a uma com a mesma cinética de degradação e presente no SGF sem adição da proteína recombinante esta banda é irrelevante. Esta interpretação é corroborada pela análise da Fig 2 que mostra agora a detecção específica da proteína VIP usando um anticorpo policlonal específico. Neste caso após 1 minuto se detecta apenas um fragmento de ~8 kDa (acima do padrão aprotinina, 6 kDa) que vai ficando menos intenso até quase desaparecer aos 60 minutos de incubação. Deve representar um peptídeo resultante da ação da  pepsina e que conserva um dos epítopos reconhecidos pelo anticorpo policlonal. O mesmo pode ser dito para a VIP expressa em plantas. Neste caso só os resultados com Western blot são úteis, pois, a proporção dessa proteína presente naturalmente em material vegetal é bastante baixa. No Western blot apresentado, no primeiro minuto aparece uma banda entre 49 e 62 kDa e uma banda em 8 kDa. Nos tempos de ensaio seguintes a banda superior desaparece e a de 8 kDa persiste. A presença de grande quantidade de proteína da planta pode estar retardando a digestão e permitindo a visualização de um produto intermediário de degradação (banda de ~55 kDa) que depois desaparece.

Nos ensaios com a proteína PMI os dados brutos foram examinados pode-se notar a banda da PMI forte na amostra sem pepsina (0X), banda que desaparece mesmo no tempo zero e com 2 minutos de incubação confirmando a informação de alta sensibilidade desta proteína ao SGF. Nota-se uma banda fraca da PMI no tempo zero apenas com alta diluição da enzima (0,001 x). A cinética de perda da atividade enzimática da PMI foi medida em SGF com 0,001 x pepsina. Em 5 minutos a atividade cai para 50% e aos 10 minutos está quase nula (Fig 4). Quanto ao tratamento com fluido intestinal simulado, SIF (pancreatina) a banda da PMI (coloração para proteína total) desaparece completamente com 1 x de pancreatina. Com 0,1 x a degradação é visível após 2 minutos e com diluições maiores persiste aparentemente intacta. A assessora ad hoc que solicitou os dados brutos parece preocupada com bandas residuais no experimento VIP + pepsina. A especialista pontuou seu parecer com sugestões para aumentar a precisão dos relatos da empresa que nem sempre forneceu legendas completas nas figuras apresentadas, algumas figuras com baixa resolução além de recomendar esclarecimento de abreviaturas e informações adicionais que considera úteis. A falta de esclarecimento sobre o tamanho molecular dos padrões em algumas figuras foi solucionada por consulta ao portal da Invitrogen que fornece os tamanhos moleculares aparentes em diferentes tampões de eletroforese.

É preciso lembrar que a digestão simulada imita apenas parcialmente o que a proteína vai encontrar no sistema digestório: a pepsina não degrada completamente mesmo e cliva a proteína onde existam resíduos de tirosina, fenilalanina e triptofano, gerando polipetídeos. Estes passam ao duodeno onde encontram as enzimas pancreáticas como a tripsina que vai romper os polipeptídeos ao lado de resíduos de lisina e arginina além de outras enzimas como a quimotripsina e carboxipeptidases. No intestino, os peptídeos presentes serão degradados adicionalmente por peptidases e os aminoácidos resultantes serão absorvidos. Portanto a degradação destas proteínas na situação real será inquestionável e completa.
Toxidez aguda: o estudo feito em camundongos  por via oral com nível máximo de 1250 mg/kg de Vip3Aa20 em dose única repetida após algumas horas. Após 15 dias os animais foram sacrificados e examinados histopatologicamente. Não houve qualquer efeito detectável com esta concentração. Para a proteína PMI, foi utilizada a dose de 3030 mg/kg em dose única e examinados após 15 dias. Também não se notou qualquer efeito tóxico detectável. A descrição detalhada dos estudos de toxidez não foi apresentada e um dos consultores ad hoc requisitou as informações que foram enviadas pela Syngenta como informações confidenciais (documento de 32 páginas). Informa a Syngenta que o estudo envolveu 13 camundongos machos e 11 fêmeas. Os órgãos pesados foram fígado, cérebro, rins e baço. Os sinais clínicos observados incluíram pele, pelos, olhos, mucosas, atividades somato-motoras, comportamento, salivação, diarréia, dormência, letargia e estados comatosos. Os dados brutos fornecidos confirmam e documentam a descrição inicial mostrando ausência de toxicidade nas doses elevadas de teste. O assessor ad hoc examinou os dados brutos e  concluiu pela baixa toxicidade oral da substância teste. A objeção relativa ao uso de dose máxima da proteína VPI (1250 mg/kg aplicada em duas doses separadas no mesmo dia) abaixo do recomendado pela OECD 420 (2000 mg/kg) está justificada pela impossibilidade técnica de fornecer esta quantidade de proteína recombinante ao animal. Também devemos lembrar que a quantidade da VIP no grão (0,004% da proteína total ou  ~44 µg/g) resulta que para atingir  2000 mg/kg vai exigir a ingestão de cerca de 45 kilos de grãos de uma só vez. É óbvio que os padrões devem ser analisados no contexto do uso razoável do produto. Os dados brutos sobre a expressão destas proteínas (VIP e PMI) no material usado para avaliação de toxicidade sub-crônica foram fornecidos e os valores informados validam os resultados obtidos nos EUA e no Brasil. 

Efeito em mamíferos: testes em ratos por 90 dias com 10% ou 41,5% de milho na dieta. Não houve diferença entre milho convencional e o OGM MIR162 e este tratamento não induziu alterações que possam ser associadas a este consumo no período.

Composição: a análise do milho MIR162 comparado ao milho isogênico não transgênico e a outros híbridos não GM avaliou minerais, aminoácidos, fibras, carboidratos totais, amido e ácidos graxos. Os valores foram equivalentes às variações normais dentro da amplitude descrita pelo International Life Science Institute. Por solicitação de um dos assessores ad hoc, as informações sobre a análise centesimal e de micronutrientes foi enviada pela Syngenta, confirmando a inexistência de variações significativas.

Micotoxinas: as quantidades máximas toleradas para fumonisinas é de 2ppm e para aflatoxinas é de 20ppb. Ao lado dos efeitos adversos na saúde animal e humana sua presença resulta em perdas econômicas importantes. O milho transgênico resistente a insetos apresenta-se com baixo teor de micotoxinas e financeiramente os benefícios ao plantar o milho Bt chegariam a 8 milhões de dólares (fumonisinas) e 14 milhões de dólares (aflatoxina) segundo Wu, 2004(48). Este aspecto tem alta relevância em segurança alimentar, bastando lembrar a morte de 125 pessoas no Quênia, em 2004, por ingestão de milho contaminado com aflatoxina. 

Efeito em aves: aves (frangos machos e fêmeas) foram alimentadas por 44 dias comparando milho MIR162, isogênico não OGM e milho comercial. Não houve alterações na sobrevivência, crescimento e eficiência de conversão de energia (25). Os níveis das proteínas heterólogas nos tecidos da planta foram quantificados por ensaio imunoenzimático (ELISA). Para Vip3Aa20p a variação foi de  ~4 a  ~ 150 µg/g de peso seco. Para PMI os valores mínimos e máximo encontrados foram de ~0,39 a ~7 µg/g de peso seco.

Não há evidências experimentais de que o milho MIR162 seja inferior ou apresente qualquer risco toxicológico ou nutricional para animais comparativamente ao milho convencional. Portanto, a modificação introduzida por manipulação genética, simplesmente promove a expressão de uma proteína tóxica para algumas espécies de insetos que atacam o milho. Expressa quantidade pequena de PMI, proteína ubíqua em componentes da dieta de origem animal ou microbiana. Seu menor potencial de infecção por fungos devido à redução das lesões de ataque de insetos e menor contaminação do produto com agrotóxicos, já que o bioinseticida é expresso na planta e de natureza proteíca, sem qualquer ação sobre vertebrados, sugere que tem potencial de apresentar maior segurança alimentar que  variedades convencionais.

V. Aspectos Ambientais 

As plantas de milho são plantas alógamas e anuais, de fecundação cruzada e polinizadas com ajuda do vento, insetos, gravidade e outros agentes.  A introdução dos elementos gênicos caracterizados no evento MIR 162 não alterou as características reprodutivas da planta.  Portanto, as mesmas chances de fecundação cruzada que ocorre entre híbridos e linhagens de milho não geneticamente modificadas, ocorrerá entre plantas do evento MIR 162 e outras plantas de milho.  No Brasil, não existem espécies aparentadas do milho em distribuição natural. Todavia, existem populações de milho denominado “crioulo” que podem cruzar com milhos geneticamente modificados, caso sejam plantadas nas proximidades. 

O risco da passagem do transgene para outros indivíduos na natureza e suas conseqüências, sobretudo na biodiversidade é, sem dúvida, um dos efeitos diretos que tem despertado maior atenção no caso dos transgênicos. O fluxo gênico pode ser horizontal, quando a troca de informações genéticas se dá entre indivíduos de espécies diferentes, distantes geneticamente ou  vertical, quando a passagem da informação genética ocorre entre indivíduos da mesma espécie.

O fluxo gênico no milho pode ocorrer por meio da transferência de pólen e da dispersão de sementes.  A dispersão de sementes é facilmente controlada, uma vez que a domesticação do milho eliminou os mecanismos ancestrais de dispersão de sementes e o movimento de pólen é o único meio efetivo de escape de genes de plantas de milho.  
O pólen de milho se dispersa livremente nas imediações da área cultivada com essa gramínea, podendo atingir os estilo-estigmas do mesmo genótipo ou de genótipos diferentes e, em condições adequadas, inicia a sua germinação, originando o tubo polínico que promove a fecundação do óvulo dentro do período médio de 24 horas.

O milho MIR 162 foi agronomicamente avaliado em condições de campo e casa de vegetação em vários experimentos realizados nos Estados Unidos, Austrália, Argentina e Brasil. Nestes estudos, vários parâmetros fenotípicos e genotípicos foram testados comparativamente com genótipos isogênicos não transgênicos. O conjunto destas avaliações mostraram que o evento MIR 162 apresentou desempenho agronômico igual ou superior às suas isolinhas e, que nenhuma diferença fenotípica significativa foi observada, a qual, pudesse conferir ao evento MIR 162 maior ou menor adaptabilidade ao meio ambiente, a não ser ao que se refira à resistência a insetos-praga da ordem Lepidóptera.

A  empresa realizou avaliações de risco com organismos não alvo, animais e insetos. Entre os animais 12 espécies diferentes de pássaros silvestres, mamíferos e peixes produzidos em cativeiros. Entre os insetos, polinizadores e diversas espécies de artropodos. Foi utilizada a proteína VIP3A em concentrações comparáveis as que realisticamente estes animais encontrarão em condições ambientais e não foram observados efeitos adversos. As conclusões permitem afirmar que o MIR162 que expressa a proteína Vip3Aa20 não terá efeito prejudicial senão para algumas espécies de lepidópteros. A toxina exige, para atuar, receptores celulares não encontrados em outras espécies. Os bioensaios realizados com espécies outras que não lepidópteros não revelaram efeitos adversos. Em condições de campo o nível baixo de expressão da  proteina Vip3Aa20 no entender da empresa é determinante de uma condição de inocuidade para espécies não-alvo. A empresa indica que a espécie de lepidóptera não-alvo passível de intoxicação pelo Mir 162 é a Licaiedis melissa samuelis que tem hábito de colher pólen de Lupinus perenis uma espécie que de ocorrência improvável nas proximidades de campos de milho

Estudos conduzidos para avaliar o efeito da proteína VIP3Aa em diversos organismos não alvo como: Animais aquáticos (Peixes, Pulga d’água); insetos benéficos (Joaninhas, crisopas, abelhas, tesourinhas) e minhocas levaram à conclusão de que o evento MIR 162 não apresenta nenhum efeito adverso sobre a comunidade de insetos e outros organismos não-alvo.

Estudos sobre a degradação da proteína Vip em solos Brasileiros e Norte Americanos, mostraram que sua atividade biológica resisitiu a uma média de 6 a 13 dias, indicando que a proteína Vip é facilmente degradada em solos naturais.

Não há possibilidade de fluxo gênico horizontal no território brasileiro, pois, não temos nenhum parente próximo do milho no Brasil (Teosinte e Tripsacum só ocorrem na Ámerica Central). O fluxo gênico vertical para variedades locais (chamados milhos crioulos) de polinização aberta é possível, mas apresenta o mesmo risco causado pelos genótipos comerciais disponíveis no mercado. A coexistência entre cultivares de milhos convencionais (melhoradas ou crioulos) e cultivares transgênicas de milhos é possível e simples do ponto de vista agronômico. As comunidades antigas e os agricultores modernos têm sabido conviver, ao longo de mais de 60 anos, sem problemas, com as centenas de diferentes cultivares de milho comercial disponíveis no mercado, mantendo suas identidades genéticas ao longo desse tempo.

Com base na evidência científica disponível o Milho MIR 162 é tão seguro quanto as variedades milho convencionais e pode, portanto, ser utilizado para os mesmos fins.

VI. Restrições ao uso do OGM e seus derivados

Pareceres técnicos referentes ao desempenho agronômico concluíram que há equivalência entre plantas transgênicas e convencionais. Assim, as informações indicam que as plantas transgênicas não diferem fundamentalmente dos genótipos de milho não transformado, à exceção da resistência a insetos. Adicionalmente, não há evidência de reações adversas ao uso do Milho MIR 162. Por essas razões, não existem restrições ao uso deste milho ou de seus derivados seja para alimentação humana ou de animais. 

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 (5, 34) e deve seguir o disposto na Resolução Normativa nº 4 da CTNBio.
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”.
VII. Considerações sobre particularidades das diferentes regiões do País (subsídios aos órgãos de fiscalização):

 No Brasil, não existem espécies aparentadas do milho em distribuição natural.
VIII. Conclusão

Considerando ainda que:

1. O milho é a espécie que atingiu o mais elevado grau de domesticação entre as plantas cultivadas, sendo incapaz de sobreviver na natureza sem intervenção humana.

2. Não há no Brasil espécies silvestres com que o milho possa se intercruzar, já que a espécie silvestre mais próxima ao milho é o teosinte, encontrado apenas no México e em alguns locais da América Central, onde pode cruzar com o milho cultivado em campos de produção.

3. O Milho MIR 162 é tão seguro quanto as variedades de milho convencional e pode, portanto, ser utilizado para os mesmos fins.

4. O evento MIR 162 não apresenta nenhum efeito adverso sobre a comunidade de insetos e outros organismos não-alvo.

5. O evento MIR162 que expressa a proteína Vip3Aa20 não tem efeito prejudicial a organismos não-alvo, animais e insetos, senão para algumas espécies de lepidópteros que atacam o milho.

6. O milho MIR 162 é tão seguro quanto seu equivalente convencional.
7. Estudos sobre a degradação da proteína Vip em solos Brasileiros e Norte Americanod, mostraram que sua atividade biológica permaneceu em uma média de 6 a 13 dias, indicando que a proteína Vip é facilmente degradada em solos naturais.

8. O conjunto de avaliações mostraram que o evento MIR 162 apresentou desempenho agronômico igual ou superior às suas isolinhas e que nenhuma diferença fenotípica significativa foi observada que pudesse conferir ao evento MIR 162 maior ou menor adaptabilidade ao meio ambiente, a não ser ao que se refira à resistência a insetos-praga da ordem Lepidoptera.

9. O Anexo III do Protocolo de Cartagena sobre Biossegurança (Decreto 5.705, de 16 de fevereiro de 2006) dispõe que os riscos associados aos organismos vivos modificados ou aos produtos deles derivados, a saber, materiais beneficiados que têm como origem um organismo vivo modificado, contendo combinações novas detectáveis de material genético replicável obtido por meio do uso de biotecnologia moderna, devem ser considerados no contexto dos riscos apresentados pelos receptores não-modificados ou organismos parentais no provável meio receptor.

10. Não há evidências experimentais de que o milho MIR162 seja inferior ou apresente qualquer risco toxicológico ou nutricional para animais comparativamente ao milho convencional.

11. As comunidades antigas e os agricultores modernos têm sabido conviver, ao longo de mais de 60 anos, sem problemas, com as centenas de diferentes cultivares de milho comercial disponíveis no mercado, mantendo suas identidades genéticas ao longo desse tempo.

12. A coexistência entre cultivares de milhos convencionais (melhoradas ou crioulas) e cultivares transgênicas de milhos é possível do ponto de vista agronômico, devendo-se observar o disposto na Resolução Normativa nº 4 da CTNBio.

Portanto, considerando os critérios internacionalmente aceitos no processo de análise de risco de matérias-primas geneticamente modificadas é possível concluir que o milho MIR 162 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 legislação vigentes que visam garantir a biossegurança do meio ambiente, agricultura, saúde humana e animal e concluiu que o milho MIR 162 é substancialmente equivalente ao milho convencional, sendo  seu consumo seguro para a saúde humana e animal. No tocante ao meio ambiente, concluiu a CTNBio que o cultivo do milho MIR 162 não é potencialmente causador de significativa degradação do meio ambiente, guardando com a biota relação idêntica à do milho convencional. As restrições ao uso do OGM em análise e de seus derivados estão condicionadas ao disposto na Resolução Normativa nº 03 e Resolução Normativa nº 04 da CTNBio.

Conforme o Anexo I da Resolução Normativa nº 5, de 12 de março de 2008, a requerente terá o prazo de 30 (trinta dias) a partir da publicação deste Parecer Técnico, para adequar sua proposta de plano de monitoramento pós-liberação comercial.
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Votos divergentes:

Os membros da CTNBio, Drs. Graziela Almeida da Silva (Subcomissão Setorial Permanente de Saúde Humana), Pedro Binsfeld (Subcomissão Setorial Permanente de Saúde Humana), Rodrigo Roubach (Subcomissão Setorial Permanente de Saúde Animal) e Leonardo Melgarejo (Subcomissão Setorial Permanente Ambiental), votaram contrariamente à liberação comercial do milho MIR 162.

O relator Dr. Paulo Yoshio Kageyama (Subcomissão Setorial Permanente Ambiental) emitiu parecer contrário à aprovação deste produto por considerar que as medidas de biossegurança do processo não são adequadas e por considerar que as respostas fornecidas pela requerente a respeito da diligência não foram adequadas aos seus questionamentos.

Walter Colli

                                                           Presidente da CTNBio
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