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Reunião: 140ª Reunião ordinária, ocorrida em 17/02/2011
Assunto: Liberação comercial de OGM

Decisão: Deferido
A CTNBio, após apreciação do pedido de parecer para liberação comercial do algodão geneticamente modificado T304-40 x GHB119, resistente a insetos e tolerante ao herbicida glufosinato de amônio, designado Algodão TwinLink, concluiu pelo DEFERIMENTO, nos termos deste parecer técnico.
A Bayer S.A., detentora do Certificado de Qualidade em Biossegurança – CQB 05/96, solicitou à CTNBio parecer sobre a biossegurança do algodão geneticamente modificado  T304-40 x GHB119, designado TwinLink, com vistas ao livre uso no meio ambiente, comércio ou uso industrial e qualquer outro uso ou atividade relacionado a este evento ou seus subprodutos. O evento T304-40 x GHB119 é resultante do cruzamento, através do melhoramento genético clássico, dos parentais de algodão geneticamente modificados T304-40 e GHB119. Os eventos parentais foram obtidos através de transformação mediada por A. tumefasciens e a caracterização molecular por Southern Blot confirmou a presença e estrutura dos insertos presentes. A estabilidade genotípica foi confirmada para os eventos parentais e para o piramidado através da análise de múltiplas gerações, diferentes germoplasmas e locais de cultivo. O evento piramidado T304-40 x GHB119 herdou do parental T304-40 os genes cry1Ab e bar e do parental GHB119 os genes cry2Ae e bar. Os genes cry1Ab e cry2Ae são derivados de Bacillus thuringiensis e codificam respectivamente as proteínas Cry1Ab e Cry2Ae, responsáveis por conferir resistência a insetos. Sabe-se que o mecanismo de ação das proteínas Cry é mediado por receptores específicos localizados no intestino médio de insetos suscetíveis. A associação das proteínas Cry a esses receptores leva à formação de poros que causam a morte do inseto. O gene bar é derivado de Streptomyces hygroscopicus e codifica a proteínas PAT (fosfinotricina-N-acetil transferase) responsável por conferir a tolerância ao herbicida glufosinato de amônio. A tolerância ao herbicida é conferida pela “acetilação”, catalisada por PAT, da fosfinotricina sintética (denominada glufosinato de amônio) produzindo o composto inativo N-acetil fosfinotricina, que é posteriormente metabolizado nas células vegetais. Foram avaliados os níveis de expressão das proteínas Cry1Ab, Cry2Ae e PAT em folhas, botões florais e grãos de plantas de algodão TwinLink e em produtos derivados como cascas, tortas e óleo. Adicionalmente a confirmação da identificação das proteínas alvo foi realizada por espectrometria de massas (MS). Os resultados foram comparados com os controles adequados e todos os resultados apresentados apontam para a estabilidade das construções e a expressão adequada das proteínas alvo, sendo que em alguns derivados a quantidade de proteínas se encontra abaixo do limite de detecção (óleo e torta de algodão). Foram apresentados os resultados de estudos de composição centesimal, conteúdo de mineras, vitamina E, antinutrientes, gossipol, aminoácidos e ácidos graxos, comparativamente entre o evento geneticamente modificado TwinLink e o convencional. Para a maior parte dos componentes avaliados não foram observadas diferenças entre os genótipos, e nos casos em que ocorreu variação, esta não excedeu a amplitude descrita na literatura e, portanto, não representa impacto de relevância nutricional. Não houve alteração de desempenho entre aves tratadas com tortas de algodão geneticamente modificado (oriundas do evento T304-40, GHB119 e T304-40 x GHB119) comparadas ao convencional. Nenhum efeito adverso foi verificado nos estudo de toxicologia aguda por ingestão oral das proteínas Cry1Ab e Cry2Ae em camundongos. Ensaios em fluido gástrico e intestinal simulados demonstraram que as proteínas Cry1Ab e Cry2Ae são completamente degradadas, de forma que não se esperam efeitos cumulativos ou sua persistência no organismo. Análises in silico demonstraram que não há homologia entre as proteínas heterólogas Cry1Ab e Cry2Ae com alérgenos e proteínas tóxicas conhecidas. Estes estudos indicaram que os Eventos T304-40 e GHB119, bem como sua combinação (Algodão TwinLink), são substancialmente equivalentes às outras variedades de algodão, bem como que o DNA inserido ou as proteínas expressas (Cry1Ab, Cry2Ae e PAT) não oferecem nenhum risco significativo a saúde humana/animal comparativamente a utilização do algodão convencional e seus subprodutos na alimentação. Os aspectos de segurança ao meio ambiente foram analisados numa série de estudos realizados no Brasil e no exterior. Experimentos conduzidos em regiões com condições edafoclimáticas favoráveis e representativas para a cultura do algodoeiro no Brasil avaliaram aspectos de reprodução, de sobrevivência e aspectos agronômicos comparativamente entre as linhagens de algodão geneticamente modificadas e a variedade convencional. Os resultados demonstraram regularidade de ocorrência dos estádios fenológicos ao longo do ciclo e similaridade dos parâmetros de crescimento, desenvolvimento e caracteres fenotípicos entre as linhagens geneticamente modificadas e a cultivar isogênica não modificada, de forma que não se observou qualquer característica adicional que poderia regular a sobrevivência do algodão geneticamente modificado no ambiente, descartando a possibilidade de ocorrência de efeitos epistáticos e pleiotrópicos dos genes introduzidos. A análise do desenvolvimento e do crescimento vegetativo e reprodutivo durante o ciclo demonstrou que os genótipos geneticamente modificados T304-40, GHB119 e T304-40 x GHB119 são tão sensíveis quanto o convencional quando submetidos a estresses bióticos, ou seja, não se observa vantagem competitiva destes genótipos geneticamente modificados quando em condições adversas de ambiente.  Ainda, o algodão TwinLink  demonstrou o mesmo comportamento de rebrote, de forma que, em conjunto estes dados demonstram que não há evidencias cientificas que relacionem a expressão dos genes bar, cry1Ab e cry2Ae com o surgimento de características que levem o algodão TwinLink a se tornar mais invasivo ou apresentar maior capacidade de sobrevivência do que os genótipos convencionais. A possibilidade de fluxo gênico entre o algodão TwinLink e os algodoeiros silvestres no Brasil é remota devido ao isolamento da distribuição espacial prevista para os cultivos comerciais em áreas reconhecidamente isentas de tipos silvestres. Mesmo na hipótese de que o fluxo gênico ocorra, a vantagem adaptativa representada pela tolerância a herbicida e pela resistência a insetos será nula, uma vez que os algodoeiros silvestres são cultivados em pequenas áreas, capinados manualmente e com baixa infestação por pragas. Nas condições brasileiras as regiões de cultivo com algodão não apresentam qualquer planta daninha que seja sexualmente compatível com as espécies de algodão cultivadas, de forma que a possibilidade de que os transgenes sejam transferidos do algodão TwinLink para plantas daninhas tornando-as mais invasivas é remota. Avaliações a campo demonstraram que os eventos T304-40, GHB119 e T304-40 x GHB119 não possuem atividade sobre organismos não-alvo e inimigos naturais, apresentando por outro lado controle eficiente e específico sobre as pragas lepidópteras alvo. Adicionalmente, proteínas Cry1Ab e Cry2Ae purificadas foram incluídas na dieta de organismos não-alvo selecionados, não tendo sido observado nenhum efeito sobre a sobrevivência, desenvolvimento ou capacidade reprodutiva dos mesmos. Análises de degradabilidade das proteínas Cry1Ab e Cry2Ae no solo demonstram que, embora em tempos diferentes, ambas chegam a valores não detectáveis, o que representa nenhum risco para os processos microbiológicos e bioquímicos do solo. Também não houve alteração na biodegradabilidade dos tecidos vegetais do algodão geneticamente modificado TwinLink comparativamente a isolinha convencional. Avaliações adicionais tais como respirometria do solo, biomassa de Carbono e Nitrogênio, protozoários e flagelados mostram ainda que estes parâmetros foram mais influenciados pela variação ambiental do que pelo genótipo geneticamente modificado ou convencional. Vários eventos que expressam a proteína Cry1Ab já estão aprovados para uso em escala comercial em muitos países ao redor do mundo, sendo 5 eventos de milho aprovados no Brasil. O mesmo ocorre com relação à proteína PAT, expressa em 11 eventos (entre milho, soja e algodão)  já aprovados comercialmente no Brasil. Além dos dados fornecidos pela empresa, a CTNBio consultou literatura científica independente para analisar a segurança e a ocorrência de algum efeito inesperado oriundo do cruzamento entre os eventos T304-40 e GHB119 para a geração do algodão TwinLink, evento T304-40 x GHB119. Diante do exposto conclui-se que o cultivo e o consumo do algodão TwinLink, evento T304-40 x GHB119, não é potencialmente causador de significativa degradação do meio ambiente, ou de riscos à saúde humana e animal. Por esta razão, não há restrições ao uso deste algodão ou seus derivados. A CTNBio determina que o monitoramento pós-liberação comercial 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. 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. 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. O monitoramento deve ser realizado pelo período mínimo de 5 anos. Nos relatórios apresentados deverão ser detalhadas 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. Deverá haver o 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. 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. No que diz respeito ao gene bar, que confere resistência ao herbicida, deverão ser monitorados: o estado nutricional e sanidade das plantas GM; os atributos químicos e físicos do solo relacionados à fertilidade e outras características pedológicas básicas; a diversidade microbiana do solo; o banco de diásporos do solo; a comunidade de plantas invasoras; o desenvolvimento de resistência a herbicida em plantas invasoras; os resíduos do herbicida no solo, nos grãos e na parte aérea e o fluxo gênico. No que diz respeito aos genes cry1Ab e cry2Ae, que conferem resistência aos insetos, deverão ser monitorados: o impacto sobre insetos alvo e sobre insetos não-alvo; o impacto sobre invertebrados de solo indicadores, não pertencentes à Classe Insecta; os resíduos das proteínas inseticidas na matéria orgânica em decomposição, no solo e em cursos de água próximos a área de monitoramento; o desenvolvimento de resistência entre os insetos alvo e  o fluxo gênico dos dois genes inseridos.

PARECER TÉCNICO

I. Identificação do OGM

Designação do OGM: Algodão T304-40 x GHB119, designado Algodão TwinLink.
Requerente: Bayer S.A.
Espécie: Gossypium hirsutum L.

Característica Inserida: Tolerância ao herbicida glufosinato de amônio e resistência a insetos

Método de introdução da característica: O algodão T304-40 x GHB119, classificado como Classe de Risco I, foi desenvolvido através de melhoramento genético clássico, por cruzamento sexual entre linhagens geneticamente modificadas contendo o evento T304-40 e o evento GHB119.
Uso proposto: livre uso no meio ambiente, registro, consumo humano ou animal, comércio ou uso industrial e qualquer outro uso ou atividade relacionado ao algodão TwinLink ou seus subprodutos.
II. Informações Gerais
O algodão pertence ao gênero Gossypium, Tribo Gossypieae, Família Malvaceae, Ordem Malvales (1, 2). Esse gênero subdivide-se em quatro subgêneros (Gossypium, Sturtia, Houzingenia e Karpas), que, por sua vez, se subdividem em nove seções e várias subseções (3). O gênero Gossypium é constituído de 52 espécies distribuídas nos continentes: Ásia, África, Austrália e América, sendo que destas apenas 4 produzem fibra comercial e são cultivadas. As espécies consideradas selvagens em geral não apresentam fibras ou, quando as apresentam, elas não possuem torções e assim não são fiáveis e tem comprimento pequeno e baixa resistência, o que torna inviável o seu aproveitamento industrial. Dentre as espécies comerciais Gossypium arboreum L. é cultivado na Índia e Gossypium herbaceum L., que já teve maior importância no passado, atualmente é plantado apenas em algumas regiões secas da África e Ásia. Cerca de 90% da produção mundial de algodão é de Gossypium hirsutum L. e 8% de Gossypium barbadense L. (4). Das espécies que produzem fibra comercial, G. hirsutum e G. barbadense são tetraplóides oriundas do Novo Mundo, G. herbaceum e G. arboreum são diplóides do Velho Mundo (5).
O Brasil é o centro de origem do G. mustelinum e importante centro de diversidade de G. barbadense e G. hirsutum r. marie galante, todos tetraplóides. Nenhuma destas espécies é considerada planta daninha em ambientes agrícolas ou naturais. 

A espécie G. barbadense tem centro de domesticação no Norte do Peru e Sul do Equador (6). Foi introduzida por povos pré-colombianos e sua fibra era empregada na produção de artesanatos têxteis por algumas etnias indígenas antes da chegada dos portugueses (7). Seu uso como planta têxtil se difundiu entre os colonizadores, mas entrou em decadência com a disseminação das duas raças exóticas de G. hirsutum. Não é encontrada em ambientes naturais e é mantida, basicamente, como planta de fundo de quintal. Sua distribuição é ampla, estando presente em quase todo o país, e sua conservação in situ está diretamente ligada à manutenção das tradições de uso como planta medicinal (8).
Segundo Freire e colaboradores (9) o G. mustelinum, a única espécie selvagem genuinamente brasileira, nunca foi melhorada ou explorada comercialmente, apesar de evidências da introgressão de alelos de G. hirsutum no seu genoma (10). O seu centro de origem é o Nordeste, onde ainda se encontram algumas populações em Caiacó-RN, Macurerê-BA e Caraíba-BA, em municípios que não são produtores de algodão (11). Dois problemas comprometem a manutenção in situ de G. mustelinum. O primeiro e mais grave é a destruição de matas ciliares de rios e riachos intermitentes, o habitat da espécie. O segundo é a pecuária extensiva praticada na região, particularmente de caprinos. Os animais se alimentam de brotos, folhas, frutos, sementes e da casca do caule, prejudicando o desenvolvimento e, em alguns casos, matando as plantas adultas. A renovação das populações também é comprometida, pois o pastejo em indivíduos jovens ocasiona a destruição de parte das plantas (8). 
Gossypium hirsutum está representado em dois biótipos no Brasil. A raça latifolium, também conhecido como algodão “Upland” é o principal algodão cultivado no país. A raça marie galante, conhecida como algodão “Mocó” ou algodão “arbóreo” foi muito cultivado no Nordeste até o final da década de 80, quando diversos problemas causaram abrupta interrupção no cultivo (12). É originária das Antilhas e não se sabe ao certo o modo com que foi introduzido no país, havendo hipóteses de que tenha sido trazido por holandeses ou africanos durante o período colonial (7).
O algodão é considerado um dos produtos agrícolas primordiais e de grande importância para o Brasil, destacando-se por seu complexo processo produção/indústria e pela elevada utilização de mão-de-obra. Segundo dados levantados pela ABRAPA (Associação Brasileira de Produtores de Algodão)(13), o Brasil cultivou 1,07 milhões hectares na safra 2008/09, dos quais 300mil hectares foram plantados com algodão geneticamente modificado (14).
O uso do algodão na cadeia alimentar esta limitada à alimentação animal (farelo, torta de algodão) e humana (óleo). Logo após a separação da fibra, seu principal produto é, em escala de importância, o óleo comestível. No processamento de extração do óleo obtêm-se os subprodutos primários, que são: o línter, a casca e a amêndoa; os secundários, farinha integral, óleo bruto, torta e farelo; os terciários, óleo refinado, borra, farinha desengordurada (15). O processamento do caroço rende em média 16% óleo, 45% farelo, 9% fibras curtas e 26% outros produtos (16).
III. Descrição do OGM e Proteínas Expressas
O algodão T304-40 x GHB119, ou TwinLink, é resultante do cruzamento, através do melhoramento genético clássico, dos parentais geneticamente modificados T304-40 e GHB119, resultando numa linhagem que expressa os genes cry1Ab, cry2Ae e bar e, conseqüentemente, os cristais protéicos Cry1Ab, Cry2Ae e a enzima PAT. As proteínas Cry1Ab e Cry2Ae, oriundas da bactéria de solo Bacillus thuringiensis (Bt), apresentam ação biológica sobre certos insetos, propiciando que as plantas derivadas do algodão TwinLink expressem a característica de autodefesa contra certas pragas lepidópteras, tais como curuquerê (Alabama argillacea), lagarta da espiga (Helicoverpa zea), lagarta da maçã (Heliothis virenscens), lagarta militar (Spodoptera spp), lagarta-rosada (Pectinophora gossypiella) e falsa medideira (Pseudoplusia includens). A proteína PAT confere tolerância ao herbicida glufosinato de amônio, de forma que permite que este seja usado em doses de utilidade agronômica no controle de plantas daninhas em pós-emergência.
Os parentais T304-40 e GHB119 foram obtidos pela inserção dos genes de interesse e os elementos reguladores no genoma das variedades de algodão Coker 315 e Coker 312, respectivamente. O evento T304-40 possui o gene cry1Ab, que confere resistência a insetos, e o gene bar, que confere tolerância ao herbicida glufosinato de amônio. O evento GHB119 possui o gene cry2Ae, que confere resistência a insetos e o gene bar, que confere tolerância ao herbicida glufosinato de amônio. A modificação genética nos Eventos T304-40 e GHB119 utilizou o sistema mediado por Agrobacterium tumefasciens (17, 18) para inserção de construções gênicas. 

Bacillus thuringiensis é o principal agente de controle biológico utilizado atualmente, sendo responsável por aproximadamente 2% do mercado mundial de inseticidas (19). A sua atividade entomopatogênica está relacionada com a produção de cristais com ação inseticida, que podem ser formados por uma ou mais proteínas codificadas pelos genes cry e conhecidas como δ-endotoxinas ou proteínas cristal. As proteínas inseticidas Cry são extremamente seletivas para insetos-alvo da Ordem Lepidóptera(20, 21, 22, 23, 24), os quais possuem, no seu intestino, receptores específicos para essa proteína. Mamíferos e outros organismos não-alvo (incluindo outros artrópodes, polinizadores e inimigos naturais das pragas-alvo) não possuem tais sítios de ligação, portanto, não são afetados pela proteína Bt(25, 26, 27, 28). A δ-endotoxina Cry1Ab codificada pelo gene cry1Ab no Evento T304-40, corresponde a um fragmento da Cry1Ab produzida pela bactéria B. thuringiensis subspecie berliner 1715, precedida na sua seqüência por uma metionina e uma alanina. As plantas contendo o gene cry1Ab produzem uma proteína com 617 aminoácidos, de peso molecular de aproximadamente 69KDa, sendo equivalente à proteína original de Bacillus após as clivagens por tripsina e com exceção do C-terminal estar truncado e da presença de uma alanina no N-terminal. 
O primeiro passo do modo de ação das δ-endotoxinas ocorre após a ingestão dos cristais, e consiste na solubilização das protoxinas pelo pH alcalino do intestino médio dos insetos. A ativação das protoxinas ocorre posteriormente através da ação de proteases. No caso das proteínas Cry1, o fragmento tóxico de peso molecular de 65 a 55 kDa, é gerado após a remoção de aproximadamente 500 aminoácidos da porção carboxi-terminal e 28 aminoácidos da porção amino-terminal (29). Após a ativação das toxinas, estas passam através dos poros da membrana peritrófica e interagem com as células epiteliais do intestino do inseto, que contém receptores (30, 31). Segundo o modelo descrito por Gill e colaboradores (32), as δ-endotoxinas se ligam irreversivelmente aos receptores e após alteração conformacional da proteína, o seu domínio tóxico se insere na membrana plasmática. Ocorre então oligomerização, formação do poro e lise celular. Esta lise celular leva ao rompimento da integridade do intestino médio e o inseto morre por inanição ou septicemia (33, 34).
O gene cry2Ae, presente no evento GHB119, foi isolado de B. thuringiensis subsp. Dakota, sendo que sua seqüência nucleotídica foi modificada na razão C/G para melhor expressão nas células vegetais. A proteína Cry2Ae tem 86% de identidade com a Cry2Ab. A proteína Cry2Ae é constituída por 631 aminoácidos, com um peso molecular de aproximadamente 71KDa. Esta δ-endotoxina forma cristais cubóides e também está associada à toxicidade a lepidópteros através do mesmo mecanismo que envolve a solubilização, hidrólise, ligação sítio-específica nas células epiteliais, formação de poros e lise celular apresentados para a proteína Cry1Ab.

O gene bar foi obtido a partir de um trecho do genoma da bactéria Streptomyces hygroscopicus. O gênero Streptomyces (Actinomyces), é um dos gêneros mais bem caracterizados da família Streptomycetae devido sua ampla distribuição na natureza, principalmente nos solos (35). O produto da expressão do gene bar, presente nos eventos T304-40 e GHB119, é a enzima PAT (fosfinotricina-N-acetil transferase), uma molécula composta por 183 aminoácidos e com peso molecular aproximadamente de 22KDa. A PAT possui alta especificidade, catalisando a reação de “acetilação” da fosfinotricina, que produz o composto N-acetil fosfinotricina (inativo), que é posteriormente metabolizado nas células vegetais. Nas células vegetais, não há substrato conhecido para esta enzima, exceto nos casos em que herbicidas derivados de fosfinotricina forem aplicados às plantas. A fosfinotricina sintética é denominada glufosinato de amônio e sua ação herbicida se dá através da inibição da glutamina sintase, o que acarreta acumulação da amônia até alcançar níveis tóxicos nas células, o qual leva a dessecação do vegetal (36, 37). A expressão de PAT nas plantas geneticamente modificadas confere tolerância a este herbicida, por promover a sua inativação (35, 38). 
A caracterização molecular dos eventos T304-40 e GHB119 foi realizada através de análises por Southern blot em amostras de DNA genômico, utilizando como sondas para hibridização diversos componentes do cassete de expressão utilizado para a transformação de cada um dos eventos.  A análise dos resultados de hibridização para o evento T304-40 demonstrou que o mesmo possui uma cópia quase completa do T-DNA, flanqueado por uma cópia incompleta e invertida do cassete cry1Ab e uma adicional do terminador. No caso do evento GHB119 os resultados mostraram que o mesmo consiste de uma única cópia integral do T-DNA, correspondendo à seqüência original delineada no vetor. 
A presença do inserto e a estabilidade genotípica dos eventos T304-40 e GHB119 foi confirmada através de análises de Southern blot ao longo de diferentes gerações, germoplasmas e mesmo em diferentes ambientes. Análises também demonstraram a estabilidade genética dos insertos (referentes aos eventos T304-40 e GHB119) no piamidado T304-40 x GHB119. 
Diversos eventos que expressam a proteína Cry1Ab já estão aprovados para uso em escala comercial em muitos países ao redor do mundo. No Brasil, já estão aprovados os eventos de milho MON 810; Bt11; Bt11 x GA21, MON 810 x NK603 e Bt11 x MIR162 X GA21. O mesmo ocorre com relação à proteína PAT, sendo que no Brasil a proteína PAT ocorre nos eventos Milho T25, Algodão LLCotton25, Soja A2704-12, Soja A5547-127, Algodão Widestrike, Milho Herculex e Milho Bt11, Milho Bt11 x GA21, , Milho TC 1507 x NK 603, Milho Bt11 x MIR162 X GA21 e Milho MON89034 x TC1507 x NK603, todos já aprovados pela CTNBio para liberação comercial. 
IV. Aspectos relacionados à saúde Humana e dos Animais

Análises de quantificação dos teores das proteínas Cry1Ab, Cry2Ae e PAT realizadas utilizando a metodologia de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) demonstraram seus baixos níveis de expressão em sementes descaroçadas derivadas de plantas de algodão TwinLink com e sem aplicação do herbicida glufosinato de amônio. Nestas amostras a concentração média da proteína CryA1b, em matéria fresca, foi de 1,4 ug/g, para Cry2Ae de 9,5 ug/g e para PAT de 145 ug/g, e na matéria seca de 1,6 ug/g, 10,7 ug/g e 163 ug/g respectivamente. A quantificação destas proteínas em produtos derivados (linter, casca, sementes deslintadas, torta, torta tostada, óleo bruto, óleo refinado/desodorizado) de algodão TwinLink pulverizado duas vezes com glufosinato de amônio demonstrou que a proteína Cry1Ab não é detectada ou quantificada nas amostras de óleo, fibras e casca. Para Cry2Ae não foi possível mensurar sua expressão nas amostras de óleo, fibra e na torta de algodão após processo de tostagem. No caso da proteína PAT não foi possível detectá-la nas amostras de óleo. A expressão das proteínas Cry1Ab, Cry2Ae e PAT em outros tecidos, como folhas, botões florais e sementes deslintadas foi realizada com algodão TwinLink, e demonstraram que as folhas concentram o maior teor de proteínas.
Para avaliar a possibilidade de haver diferenças nutricionais no algodão geneticamente modificado quando comparado ao convencional diversos parâmetros foram analisados. O algodão TwinLink, com e sem aplicação de glufosinato de amônio, foi comparado à sua isolinha não modificada, Coker 315, quanto à composição centesimal (umidade, proteina, ácido graxo, cinzas, carboidratos, fibra ADF e fibra NDF), fibras, micronutrientes (minerais e vitamina E), antinutrientes totais, gossipol, ciclopropenoides, ácido fítico, aminoácidos totais e ácidos graxos. Para isso foram utilizadas sementes descaroçadas (grãos + linter) oriundas de 7 experimentos a campo instalados em 2007 na região sudeste dos Estados Unidos. Além das sementes descaroçadas, foram feitas análises composicionais em produtos derivados como linter, casca, sementes deslintadas, tortas (crua e tostada) e óleo (bruto, refinado/desodorizado), oriundos de sementes produzidas num ensaio a campo conduzido em Levelland, Texas (USA) em 2007, com aplicação do herbicida.
Para a maioria dos componentes analisados nas sementes descaroçadas, não se identificou diferença significativa entre o algodão geneticamente modificado e o convencional. Nos casos onde ocorreu variação (Magnésio, cistina e alguns ácidos graxos), estas não devem representar impacto nutricional, uma vez que os valores médios mensurados estão dentro da faixa de amplitude descrito na literatura para a espécie. O mesmo ocorreu nas avaliações sobre os produtos derivados (fibra, linter, casca, sementes deslintadas, tortas e óleo), onde algumas poucas diferenças estatísticas foram observadas entre os genótipos, sem, no entanto, apresentar valores médios que excedam a amplitude descrita na literatura, portanto, não representando impacto de relevância nutricional.
Parte dos estudos de biossegurança foram realizados com as proteínas Cry1Ab e Cry2Ae produzidas em E. coli para permitir a obtenção de um volume suficiente de material, uma vez que a expressão em tecidos vegetais é considerada baixa. A proteína Cry1Ab isolada e purificada a partir de tecidos foliares de plantas TwinLink e do evento T304-40 , bem como a proteína produzida por E. coli, foram desnaturadas e analisadas por SDS-PAGE, demonstrando que as proteínas apresentaram mesma mobilidade, peso molecular e imunoatividade (verificado por Western Blot). A análise realizada por espectrometria de massa mostrou que a sequência da proteína Cry1Ab expressa no algodão TwinLink é equivalente em 93% da proteína de E. coli e que a sequência da região N-terminal não foi alterada. As mesmas análises foram realizadas com a proteína Cry2Ae (obtida de E. coli e purificada de folhas de algodão TwinLink e algodão DHB119), e os resultados indicaram que o peso molecular, mobilidade e imunoreatividade da proteína isolada de E. coli são similares as da proteína Cry2Ae isolada de folhas de algodão TwinLink e algodão GHB119. Os estudos de espectrometria de massa para a proteína Cry2Ae demonstraram que a proteína expressa no algodão TwinLink é equivalente em 70% à proteína isolada de E. coli e a análise da sequência N-terminal indicou que a proteína expressa no algodão TwinLink não sofreu alterações.
Foi avaliado o desempenho de aves tratadas com torta de algodão oriunda dos eventos T304-40, GHB119 e TwinLink em comparação à isolinha convencional e à uma variedade comercial de algodão (39, 40, 41). Nestes estudos foram utilizados frangos (Gallus gallus domesticus) ROSS #308 durante a fase de crescimento, os quais são muito sensíveis durante os primeiros 40 dias de vida e chegam a incrementar o peso corporal em até 45 vezes (42). Foram realizados 3 estudos, com duração de 42 dias, sendo que em cada um deles três tipos de dieta balanceada foram oferecidos ad libitum para as aves. Em um dos estudos as aves foram alimentadas com dieta contendo 10% de torta tostada de algodão preparada a partir de algodão convencional (variedade comercial), algodão convencional (isolinha Coker) ou algodão geneticamente modificado T304-40. Em outro estudo adicionou-se à dieta das aves 5% de torta tostada de algodão preparada a partir de algodão convencional (variedade comercial), algodão convencional (isolinha Coker) ou algodão geneticamente modificado GHB119. No terceiro estudo a dieta continha 10% de torta tostada de algodão preparada a partir de algodão convencional (variedade comercial), algodão convencional (isolinha Coker) ou algodão geneticamente modificado TwinLink. Durante a condução do estudo foram avaliadas as condições de saúde e de sobrevivência dos animais, consumo alimentar semanal, o ganho de peso, conversão alimentar, peso vivo (semanalmente), peso da carcaça, gordura abdominal, entre outros. Os resultados das avaliações demonstraram não haver variação estatisticamente significativa entre os grupos e os tratamentos e que aves que consumiram a dieta contendo os eventos geneticamente modificados T304-40, GHB119 e TwinLink demonstraram características sanitárias e de crescimento comparáveis àqueles indivíduos tratados com dieta contendo algodão convencional. Assim não é esperado que ocorram alterações no desempenho dos animais alimentados com produtos/subprodutos do algodão TwinLink e de seus parentais T304-40 e GHB119.
Foram conduzidos ensaios em simulação de sistema gástrico e intestinal para avaliar a degradabilidade das proteínas Cry. Para avaliar a degradabilidade das proteínas Cry1Ab e Cry2Ae no suco gástrico humano, foi utilizado um sistema gástrico simulado (SGF), seguindo a metodologia descrita por Thomas e colaboradores (43). Os resultados mostraram que as proteínas Cry1Ab e Cry2Ae foram rapidamente e completamente degradadas nestas condições de ensaio. A proteína controle peroxidase foi digerida rapidamente, enquanto a ovalbumina, lentamente, como esperado (44, 45). Para avaliar a degradabilidade das proteínas num sistema que simula o fluído intestinal humano (SIF), foi realizado um ensaio in vitro seguindo o protocolo estabelecido pelo ILSI (International Life Science Institute). Nesse as proteínas Cry foram parcialmente degradadas após 60min de incubação a 37ºC. Esses dados indicam a segurança intrínseca das proteínas para o uso na alimentação humana/animal devido sua rápida degradação, que minimiza a possibilidade de que estas proteínas possam estar íntegras e ativas no trato digestivo, bem como, devido à baixa exposição, uma vez que elas não foram detectadas (ou detectadas em valores muito baixos) nas análises de quantificação realizadas em produtos derivados.
Ainda no sentido de demonstrar a segurança alimentar das proteínas Cry, ensaios de toxicidade oral aguda foram realizados em camundongos OF1. Nestes estudos a proteína Cry1Ab ou a proteína Cry2Ae (46) foram administradas através do uso de sondas e em duas doses de 1000 mg/kg de peso vivo, totalizando 2000 mg/kg de cada proteína testada, com intervalo de 4 horas entre as doses. Os sinais clínicos foram avaliados diariamente entre o primeiro e 15º dia, com objetivo de registrar o inicio, severidade, reversibilidade e duração dos sinais. Além disso, as gaiolas foram inspecionadas todos os dias para verificar ocorrência de sangue ou fezes alteradas, bem como para checar a presença de animais mortos. Nenhuma verificação de alteração ou mortalidade foi encontrada nos estudos. Ao final dos 15 dias do estudo os indivíduos foram sacrificados e necropsiados para análise macroscópica, não tendo sido observada nenhuma alteração nos órgãos analisados. 
Buscas in silico foram realizadas para identificar todos os alérgenos conhecidos que apresentem mais de 35% de identidade com as proteínas Cry1Ab e Cry2Ae. Para isso a seqüência completa de aminoácidos destas proteínas foram comparadas às seqüências de alérgenos conhecidos e putativos depositadas no banco de dados AllergenOnline. Buscas por epítopos foram realizadas utilizando o algoritmo FindPatterns da CGC (Genetic Computer Group). Para as buscas por homologia com compostos tóxicos, o algoritmo de comparação usado foi BLASTP (Protein-protein Basic Local Alignment Search Tool). Nenhuma identidade foi encontrada entre blocos de 8 aminoácidos (epítopos) na seqüência das proteínas Cry1Ab e Cry2Ae e os compostos reconhecidamente alergênicos. Comparando a seqüência como um todo, nenhuma similaridade relevante foi verificada entre as proteínas Cry1Ab e Cry2Ae e as proteínas presentes no banco de dados do AllergenOnline. Da mesma forma, as proteínas Cry1Ab e Cry2Ae não apresentaram homologia com toxinas, apenas com outras proteínas Cry de diferentes organismos.
A degradabilidade da proteína PAT em meio SIF e SGF, ensaios de toxicidade oral aguda e estudos de bioinformática para avaliar a similaridade com compostos alergênicos e tóxicos já foram anteriormente realizados e apresentados para os eventos T25, LLCotton25, A2704-12 e A5547-127, que estão aprovados para o uso comercial no Brasil e em vários outros países. Da mesma forma, já existe publicação em artigo científico descrevendo todos os estudos sobre a segurança desta proteína, inclusive a degradação em fluído gástrico e intestinal simulados (47).
Estes estudos indicaram que os eventos T304-40 e GHB119, bem como sua combinação (Algodão TwinLink), são substancialmente equivalentes às outras variedades de algodão, bem como que o DNA inserido ou as proteínas expressas (Cry1Ab, Cry2Ae e PAT) não oferecem nenhum risco significativo a saúde humana/animal comparativamente a utilização do algodão convencional e seus subprodutos na alimentação.
V. Aspectos Ambientais e Agronômicos

Estudos realizados no Brasil com os eventos T304-40, GHB119 e algodão TwinLink, cultivados em regiões atualmente tradicionais para a cultura do algodão (Estados do Mato Grosso e Bahia) avaliaram os parâmetros de crescimento, desenvolvimento e caracteres fenotípicos comparativamente entre as linhagens geneticamente modificadas (VGM) e a cultivar isogênica não modificada (48). Os resultados demonstraram a regularidade de ocorrência dos estádios fenológicos ao longo do ciclo e a similaridade dos parâmetros de crescimento, desenvolvimento e caracteres fenotípicos entre o VGM e a cultivar isogênica não modificada, o que indica que os atributos que garantem a resistência sobre algumas pragas lepidópteras e a tolerância ao herbicida glufosinato de amônio não devem estar relacionados com qualquer alteração em rotas metabólicas, aspectos morfológicos ou na fenologia do algodoeiro, não havendo conseqüentemente qualquer característica adicional que poderá regular a sobrevivência dos eventos geneticamente modificados no ambiente, descartando a possibilidade de ocorrência de efeitos pleiotrópicos ou epistáticos dos genes introduzidos.
Também não foram encontradas evidências de atributos que levem as linhagens geneticamente modificadas a ter maior capacidade reprodutiva do que a cultivar convencional como: início e duração do período de florescimento e frutificação (potencial produtivo e prolificidade), arquitetura e densidade de folhas (capacidade fotossintética) e hábito de crescimento (tendência de rebrotar no final do ciclo).
Indistintamente, tanto as plantas derivadas dos eventos T304-40 e GHB119, as derivadas da combinação T304-40 x GHB119 e a cultivar convencional foram afetadas pela ausência de controle de pragas, o que repercutiu negativamente no crescimento e desenvolvimento da cultura, e conseqüentemente na eficiência produtiva (48). Estes resultados mostram que os genótipos geneticamente modificados e convencionais foram igualmente sensíveis quando submetidos a estresses bióticos, o que demonstra não haver vantagem competitiva das plantas geneticamente modificadas quando em condições adversas de ambiente. Também não foram encontradas evidências de alteração na capacidade de sobrevivência e invasividade das plantas geneticamente modificadas, já que o número de frutos por planta, a produção de algodão em caroço e o vigor de rebrote tiveram valores similares aos observados para o genótipo convencional. Assim, não há evidências cientificas que relacionem a expressão dos genes bar, cry1Ab e cry2Ae com o surgimento de características que levem os eventos T304-40, GHB119 ou o algodão TwinLink (T304-40 x GHB119) a se tornar mais invasivo ou com maior capacidade de sobrevivência do que os genótipos convencionais em ecossistemas não agrícolas (48), de forma que estes eventos de algodão geneticamente modificados continuam dependendo da intervenção humana no controle de plantas pragas para o bom desenvolvimento da cultura.

Segundo Freire (11), a possibilidade de fluxo gênico entre o algodão GM e os algodoeiros silvestres é remota devido ao isolamento da distribuição espacial prevista para os cultivos comerciais (distribuídos nas lavouras de alta tecnologia do cerrado) em áreas reconhecidamente distantes dos centros de origem e de distribuição de espécies silvestres. Caso a transferência ocorra, a vantagem adaptativa representada por tolerância a herbicida e pela resistência a lepidópteras será nula, uma vez que estes algodoeiros são cultivados em pequenas áreas, capinados manualmente e com baixa infestação por pragas. Além disso, nas condições brasileiras, as regiões de cultivo com algodão não apresentam qualquer planta daninha que seja sexualmente compatível com as espécies de Gossypium cultivadas, de forma que a possibilidade de que os transgenes sejam transferidos do algodão TwinLink para plantas daninhas tornando-as mais invasivas é remota. 
O estudo de Degrande (49) teve como objetivo geral avaliar o impacto de linhagens dos algodoeiros geneticamente modificados T304-40 x GHB119 (TwinLink), GHB119 e T304-40, sobre aspectos bioecológicos de espécies de artrópodes fitofagos alvo e não-alvo, e de inimigos naturais, em duas regiões de cultivo de algodão do Cerrado Brasileiro (em Santo Antonio do Leste/MT e Riachão das Neves/BA), sob duas condições de controle químico de pragas. Para isso, foi avaliada a intensidade de incidência de todas as espécies ocorrentes e a dinâmica populacional de espécies consideradas mais relevantes, assim como parâmetros relacionados a determinados tipos de injúrias causadas por algumas espécies de pragas e a produtividade das linhagens testadas. No primeiro estudo, o algodão TwinLink foi avaliado em comparação a sua linhagem convencional, em cultivo sem aplicação de inseticidas para o controle de lepidópteros (condição 1) e em cultivo com aplicação sistemática de inseticidas para o controle de todas as espécies de pragas (condição 2). No segundo estudo o algodão TwinLink foi comparado em relação a seus eventos isolados T304-40 e GHB119 e em relação a isolinha convencional, também nas condições de cultivo sem aplicação de inseticidas (condição 1) e com o controle total de insetos (condição 2).
Os resultados deste estudo (49) indicaram que o algodão geneticamente modificado TwinLink apresentou alta eficiência no controle das pragas lepidópteras Alabama argilácea, Heliothis virescens, Pseudoplusia includens, Spodoptera eridania, Spodoptera frugiperda e Spodoptera cosmioides, demonstrando a eficiência da tecnologia. Também se demonstrou que a proteína Cry1Ab expressa na linhagem T304-40, a proteína Cr2Ae expressa no evento GHB119, e ambas as proteínas expressas no evento T304-40 x GHB 119, ou TwinLink, não apresentam nenhum efeito direto sobre as pragas não-alvo A. gossypii, B. tabaci, E. heros, A. grandis, Liriomyza sp, Agallia sp, T. urticae e P. latus. Também não se identificou nenhum efeito direto destas proteínas sobre os inimigos naturais C. sanguinea, E. connexa, H. convergens, Chrysoperla sp, D. luteipes, P. nigrispinus, M. confusa, Calososoma sp, Syrphidae, Araneae, Euplectrus sp, Tachinidae, Trichogramma spp. e N. rileyi. As linhagens de algodoeiro geneticamente modificadas T304-40, GHB 119 e T304-40 x GHB 119, ou TwinLink, ao suprimir as populações de Lepidoptera são capazes de reduzir populações de inimigos naturais importantes no controle biológico natural de lepidópteros, como N. rileyi, E. connexa, D. luteipes, Aranae e Tachinidae. As diferenças encontradas para estas espécies de inimigos naturais podem estar associadas à menor disponibilidade de presas sobre as linhagens geneticamente modificadas estudadas e não à ação direta das proteínas exógenas expressas pelas linhagens geneticamente modificadas, uma vez que para a maioria das espécies de inimigos naturais não foram detectadas diferenças significativas para o número de indivíduos entre as linhagens geneticamente modificadas e o controle convencional, e que as populações de lepidópteros foram eficientemente controladas pela tecnologia TwinLink.
As proteínas Cry1Ab e Cry2Ae são ambas muito específicas para insetos lepidópteros. Mesmo não havendo evidências de toxicidade sobre outras espécies não-alvo, foi selecionado uma gama de organismos (Apis mellifera, Coleomegilla maculata, Chrysoperla rufilabris, Folsomia candida, Elsenia fétida e Daphnia magna) com maior probabilidade de exposição ao algodão GM e suas partes para avaliar sua sensitividade às proteínas Cry produzidas pelo algodão TwinLink. Para a maioria das espécies identificadas o teste foi realizado com proteína purificada expressa em E.coli. Dessa forma a Cry1Ab e Cry2Ae puderam ser incorporadas às dietas apropriadas a cada organismo testado e ainda, em concentrações superiores àquelas encontradas nas condições ambientais. Os resultados demonstraram que a adição destas proteínas na dieta das espécies não-alvo não acarretou nenhuma alteração significativa nas taxas de sobrevivência, desenvolvimento ou capacidade reprodutiva. 

Também foi avaliada a degradabilidade das proteínas Cry expressas no algodão TwinLink para confirmar se ocorre ou não a estabilidade estrutural destes componentes e, consequentemente, sua atividade biológica. Para isso, um estudo (50) foi conduzido em que plantas geneticamente modificadas de algodão TwinLink e plantas convencionais foram cultivadas em vasos de contendo solo da região de Santo Antonio do Leste/MT, que tem importante representatividade para a região produtora de algodão no Brasil. As plantas foram cultivadas em casa de vegetação. O cultivo em vaso foi mantido até o primeiro botão floral, quando foram retiradas, pesadas, picadas e incorporadas ao solo dos respectivos vasos, de forma a adicionar a mesma quantidade em todos os vasos.  As proteínas foram extraídas do solo de acordo com o método descrito por Murase e colaboradores (51). Após isolamento e confirmação da presença de proteína Bt no solo, foi determinada a quantidade das proteínas Cry 1Ab e Cry2Ae. Os resultados demonstraram que as quantidades da proteína Cry1Ab existente estiveram abaixo dos níveis de detecção da técnica de ELISA, o que significa que são quantidades insignificantes que podem estar livres no ambiente, não oferecendo nenhum tipo de risco as comunidades de microrganismo e da macrofauna do solo. A degradabilidade da proteína Cry2Ae apresentou comportamento diferente da Cry1Ab. Enquanto a Cry1Ab não foi detectada, a Cry2Ae foi detectada em níveis crescentes a partir de 30 dias de incubação, alcançando o nível máximo aos 45 dias, em seguida a concentração decresceu até valores perto de zero. Estes resultados demonstram que as duas proteínas Cry1Ab e Cry2Ae quando produzidas pela planta possuem diferente comportamento no solo durante a degradação dos tecidos da planta. No entanto, ambas chegam a valores não detectáveis em tempos diferentes, o que representa nenhum risco para os processos microbiológicos e bioquímicos do solo. Este estudo também avaliou diversos parâmetros da microbiota do solo em amostras coletadas de diferentes áreas cultivadas com algodão TwinLink e algodão convencional utilizando controle químico com inseticidas. Os resultados demonstraram que nenhum dos parâmetros avaliados, tais como a população de protozoários, de fungo micorrízico, a taxa de respiração do solo e a biomassa de carbono e nitrogênio foram impactados negativamente pela presença dos tecidos vegetais contendo as proteínas Cry. Também foi avaliada a biodegradabilidade de plantas do algodão TwinLink comparativamente à linhagem convencional. Para isso um experimento foi conduzido em casa de vegetação onde as plantas foram mantidas em vasos contendo solo oriundo da região de cultivo tradicional do algodão (Santo Antonio do Leste/MT). As plantas foram cultivadas até o primeiro botão floral, quando foram retiradas dos vasos, sendo separadas a folhas, galhos e raízes. Foi pesado 1 g de cada parte da planta para acondicioná-las em saches de malha de nylon e enterradas no solo. Cada tratamento teve 5 repetições para cada parte da planta. Após 30 dias mantidos em condição de casa de vegetação, os saches foram retirados e pesados, sendo novamente enterrados, e, aos 60 dias os saches foram novamente retirados do solo, e a biomassa não degradada foi pesada, secada e estimada a matéria seca restante nas duas avaliações. Os resultados obtidos mostraram que a biodegradabilidade das raízes, assim como a da parte aérea foram iguais quando comparada a variedade GM e a isolinha convencional. As folhas das plantas GM apresentaram maior degradabilidade quando comparada com a isogênica não-Bt, o que não representa modificação na segurança do produto para o meio ambiente ou, especificamente, para a biota do solo. 

Os dados apresentados indicam que plantas derivadas do Algodão TwinLink não apresentam nenhuma característica que possa conferir vantagem seletiva indesejada ao algodão geneticamente modificado ou comportamento atípico à espécie. As avaliações sobre organismos não-alvo e inimigos naturais demonstraram que os eventos testados são seguros e agem especificamente sobre as pragas lepidópteras alvo. No monitoramento pós-colheita, realizado nas áreas experimentais, a presença de plantas remanescentes (espontâneas) de algodão a partir de sementes e de rebrotas foi avaliada e se mostraram sendo igualmente e facilmente eliminadas por práticas usuais, indicando que o OGM não permanece no ambiente agrícola sem a intervenção humana, de forma diferente, nem apresenta características que o torne mais agressivo ou invasor no ecossistema do que seus parentais convencionais.
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, exceto nas Áreas de Proteção Ambiental”; assim como nos municípios estabelecidos no Anexo da Portaria 21 de 16/01/2006 do Ministério da Agricultura – MAPA.
Os estudos apresentados pela requerente demonstram que não ocorreram diferenças significativas entre o algodão geneticamente modificado e sua isolinha convencional com relação às 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 microbiota do solo, bem como a outros vegetais e à saúde humana e animal. Assim, o cultivo e o consumo do algodão TwinLink 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 algodão ou seus derivados, exceto nos locais contemplados pela Lei 11.460, de 21 de março de 2007 e no Anexo da Portaria 21 de 16/01/2006 do Ministério da Agricultura – MAPA.
Após 17 (52) 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 ao algodão transgênico. É necessário enfatizar que a falta de efeitos negativos resultantes do cultivo de plantas transgênicas de algodão 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 variedades transgênicas na agricultura.
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, exceto nas Áreas de Proteção Ambiental”, assim como nos Municípios estabelecidos na Portaria 21/2005 do MAPA.
VIII. Conclusão
Considerando que a variedade de algodão (Gossypium hirsutum) TwinLink, evento T304-40 x GHB119, pertence a espécie bem caracterizada e com sólido histórico de segurança para consumo humano e que os genes cry1Ab e cry2Ae e bar introduzidos nessa variedade codificam proteínas ubíquas na natureza.

Considerando que a construção desse genótipo ocorreu através de melhoramento genético clássico e que resultou na inserção de uma cópia estável e funcional dos genes cry1Ab e cry2Ae e bar a qual proporcionou tolerância das plantas ao herbicida glufosinato de amônio e resistência a insetos.

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 ainda que:

1. O evento T304-40 x GHB119 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. As proteínas Cry1Ab e Cry2Ae pertencem à família de proteínas Cry, derivadas de B. thuringiensis, organismo que vem sendo usado comercialmente há mais de 40 anos na produção de formulações microbianas para controle de insetos.

3. A proteína PAT, que confere tolerância ao herbicida glufosinato de amônio, é expressa em vários eventos de diferentes culturas agrícolas já aprovados para uso comercial em diversos países ao redor do mundo.

4. Durante as avaliações agronômicas realizadas com o algodão T304-40 x GHB119 não se observou a expressão de quaisquer outras características que não aquelas esperadas, descartando a possibilidade de ocorrência de efeitos pleiotrópicos ou epistáticos dos genes introduzidos.
5. Aves tratadas com torta de algodão contendo o evento Twinlink, ou os parentais isoladamente, não apresentaram variação nas características sanitárias e de crescimento quando comparadas à torta com algodão convencional.
6. A rápida degradação das proteínas em ensaios de simulação de sistema gástrico e intestinal demonstrou sua segurança para uso na alimentação humana e animal.
7. Ensaios de toxicidade oral aguda demonstraram não haver nenhuma anormalidade ou sinais clínicos significativos em camundongos após administração das proteínas Cry1Ab e Cry2Ae
8. Análises in silico demonstraram não haver similaridade entre as proteínas Cry e alérgenos ou toxinas conhecidas.

9. Avaliações agronômicas demonstraram não haver alterações em parâmetros de crescimento, desenvolvimento, capacidade reprodutora e caracteres fenotípicos entre as plantas de algodão geneticamente modificadas e a cultivar convencional.
10. As plantas geneticamente modificadas demonstraram ser igualmente sensíveis a estresse biótico, de forma que não há evidência de alteração na capacidade de sobrevivência e invasividade das mesmas

11. Não foi observado nenhum efeito direto sobre pragas-não alvo e inimigos naturais derivado do cultivo dos eventos de algodão geneticamente modificado 

12. Não foi observada evidência de toxicidade das proteínas Cry sobre espécies não-alvo selecionadas após incorporação das proteínas purificadas na dieta

13. Análises de degradabilidade das proteínas Cry demonstram que ambas chegam a valores não detectáveis, embora em tempos diferentes, não acarretando risco para processos microbiológicos e bioquímicos do solo.
14. Diversos parâmetros relacionados à microbiota do solo, como a população de protozoários, fungo micorrízico, biomassa de carbono e nitrogênio e taxa de respiração do solo não foram afetados pela presença de tecidos vegetais do algodão geneticamente modificados TwinLink.
15. A biodegradabilidade das raízes e da parte aérea das plantas do algodão TwinLink foi a mesma comparativamente à linhagem convencional. As folhas de algodão TwinLink demonstraram maior degradabilidade, o que não representa modificação na sua segurança para a biota do solo.
16. Os critérios internacionalmente aceitos no processo de análise de risco de matérias-primas geneticamente modificadas (53)
É possível concluir que o algodão TwinLink 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 algodão TwinLink é substancialmente equivalente ao algodão convencional, sendo  seu consumo seguro para a saúde humana e animal. No tocante ao meio ambiente, A CTNBio concluiu que o algodão TwinLink não é potencialmente causador de significativa degradação do meio ambiente, guardando com a biota relação idêntica ao algodão convencional.
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 bar, 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 cry1Ab e cry2Ae, 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 dois 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, realizados por terceiros.

IX. Bibliografia
1. Fryxell, P.A. 1979. The natural history of the cotton Tribe Malvaceae (Tribe Gossypieae). Texas A&M University Press, College Station;

2. Munro, J.M. 1987. Cotton. 2nd Ed. John Wiley & Sons, New York, NY;

3. Fryxell, P.A., Craven, L.A. e Stewart, J.McD. 1992. A revision of Gossypium Sect. Grandicalyx (Malvaceae) including the description of six new species. Systematic Botany, v.17, n.1, p.91-114;
4. LEE, J.A. Cotton as a world crop. In: RHOEL, R.J.; LEWIS, C.F. (eds). Cotton. Madison: American Society of Agronomy p.1-16. 1984.
5. GRIDI-PAPP, I.L. Botânica e genética. In: Instituto Brasileiro de Potassa. Cultura e adubação do algodoeiro. São Paulo. P.117-160. 1965.
6. BRUBAKER, C.; BOURLAND, E.M.; WENDEL, J.E. 1999. The origin and domestication of cotton. In: SMITH, C.W.; COTHREN, J.T. Cotton: origin, history, and production. New York: John Wiley & Sons, p. 3-31.
7. MOREIRA, J.A.N.; SANTOS, R.F. 1994. Origem, crescimento e progresso da cotonicultura do Brasil. Campina Grande: EMBRAPA-CNPA / Brasília: EMBRAPA-SPI, 169p.
8. BARROSO, P. A. V.; FREIRE, E. C.; AMARAL, J. A. B. do; SILVA, M. T. 2005. Zonas de exclusão de algodoeiros transgênicos para preservação de espécies de Gossypium Nativas ou naturalizadas. Campina Grande: Embrapa Algodão, 7 p. (Comunicado Técnico, 242).
9. FREIRE, E.C.; MOREIRA, J.A.N.; MIRANDA, A.R.; PERCIVAL, A.E. E STEWART, J.M. Identificação de novos sítios de ocorrência de Gossypium mustelinum no Brasil. Pesquisa em Andamento, 10, 7p. 1990.
10. WENDEL, J.F.; ROWLEY, R.; STEWART, J.M. Genetic diverstiy in and phylogenetic relationships of the brazilian endemic cotton, Gossypium mustelinum (malvaceae). Plant Systematcs and Evolution, v.192, p,49-59, 1994
11. FREIRE, E.C.. Distribuição, coleta, uso e preservação das espécies silvestres de algodão no Brasil. Embrapa- CNPA. Documentos, 78. Campina Grande. 22p. 2000
12. BELTRÃO, N. E. de M. 1999. Algodão brasileiro em relação ao mundo: situação e perspectiva, In: BELTRÃO, N. E. de M. (Ed.). O agronegócio do algodão no Brasil. Brasília: Embrapa Comunicação para Transferência de Tecnologia, v. 1, p.17-27.
13. ABRAPA - Associação Brasileira dos Produtores de Algodão. Série Histórica do Algodão - Safras 1976-77 a 2008-09 (http://www.abrapa.com.br/estatisticas.asp).
14. SILVEIRA, D. et al. Fibras são saudáveis. In: Anuário brasileiro do algodão 2009. Ed. Gazeta Santa Cruz, 2009, 128p.
15. FERREIRA, I.L. & FREIRE, E.C. Industrialização. In: BELTRÃO, N.E.M. O agronegócio do algodão no Brasil. Embrapa Algodão: Brasília, v. 2, 1999, p.897-931.
16. CHERRY, J.P. & LEFFLER, H.R. Seed. In: Cotton. Kohel, R.J. & LEWIS, C.F. (eds). Cotton. Madison: American Society of Agronomy, 1984, p. 512-570.
17. DEBLAERE R., REYNAERTS A., HÖFTE H, HERNALSTEENS J.-P., LEEMANS J., VAN MONTAGU, M. (1987). Vectors for cloning in plant cells. Methods in Enzymology, 153, 277-292.
18. MURRAY, F.; LLEWELLYN, D.; MCFADDEN, H.; LAST, D.; DENNIS, E. S.; PEACOCK, W. J. Expression of the talaromyces flavus glucose oxidase gene in cotton and tobacca reduces fungal infection, but is also phytotoxic. Molecular Breeding, 5, 219 - 232. 1999.
19. LAMBERT, B.; HÖFTE, H.; ANNYS, K.; JANSENS, S.; SOETART, P.; PEFEROEN, M. Novel Bacillus thuringiensis insecticidal crystal protein with a silent activity against coleopteran larvae. Applied and Environmental Microbiology, Washington, v.58, p.2536-2542, 1992.
20. DULMAGE, H. T. Microbial control of pests and plant diseases 1970 - 1980. In: BURGES, H. D. (Ed). London: Academic Press, 1981. p. 193-222.
21. KLAUSNER, A. Microbial insect control. Bio/Technology, v. 2, p. 408-419, 1984.
22. ARONSON, A. I.; BACKMAN, W.; DUNN, P. Bacillus thuringiensis and related insect pathogens. Microbiol. Rev., v. 50, p. 1-24, 1986.
23. MACINTOSH, S. C.; STONE, T. B.; SIMS, S. R.; HUNST, P.; GREENPLATE, J. T.; MARRONE, P. G.; PERLAK, F. J.; FISCHHOFF, D. A.; FUCHS, R. L. Specificity and efficacy of purified Bacillus thuringiensis proteins against agronomically important insects. J. Insect Path., v. 56, p. 258-266, 1990.
24. WHITELEY, H. R.; SCHNEPF, H. E. The molecular biology of parasporal crystal body formation in Bacillus thuringiensis. Ann. Rev. Microbiol., v. 40, p. 549-576, 1986.
25. CANTWELL, G. E.; LEHNERT, T.; FOWLER, J. Are biological insecticides harmful to the honey bee. Am. Bee J., v. 112, p. 294-296, 1972.
26. KRIEG, A.; LANGENBRUCH, G. A. Susceptibility of arthropod species to Bacillus thuringiensis. In: Microbial Control of Pests and Plant Diseases. BURGES, H. D. (Ed). London: Academic Press, 1981. p. 837-896.
27. FLEXNER, J. L.; LIGHTHART, B.; CROFT, B. A. The effects of microbial pesticides on non-target beneficial arthropods. Agric. Ecosys. Environ., v. 16, p. 203-254, 1986.
28. UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY. Guidance for the re-registration of pesticide products containing Bacillus thuringiensis as the active ingredient. Springfield, VA.: US EPA/National Technical Information Service, 1988. v. 89, p. 164-198.
29. KNOWLES, B.H. Mechanism of action of Bacillus thuringiensis insecticidal δ-endotoxins. Advances in Insect Physiology, San Diego, v.24, p.275-308, 1994.
30. SCHNEPF, E., CRICKMORE, N., VAN RIE, J., LERECLUS, D., BAUM, J., FEITELSON, J., ZEIGLER, D.R. AND DEAN D.H. Bacillus thuringiensis and its pesticidal crystal proteins. Microbiol. Mol. Biol. Rev., 62(3), 775-806. 1998.
31. Van RIE, J., JANSENS, S., HÖFTE, H., DEGHEELE, D. AND VAN MELLAERT, H. Receptors on the brush border membrane of the insect midgut as determinants of the specificity of Bt deltaendotoxins. Appl. Env. Bacteriol., 56, 1378-1385. 1990.
32. GILL, S.S.; COWLES, E.A.; PITRANTONIO, P.V. The mode of action of Bacillus thuringiensis endotoxins. Annual Review of Entomology, Palo Alto, v.37, p.615-636, 1992.
33. DAI, S. -M.; GILL, S. S. In vitro and in vivo proteolysis of the Bacillus thuringiensis subsp. Israelensis CRYIVD protein by Culex quinquefasciatus larval midgut proteases. Insect Bioch. and Molec. Biol. v.23. p.273-283, 1993.
34. MONNERAT, R.G.; BRAVO, A. Proteinas bioinseticidas produzidas pela bactéria Bacillus thuringiensis: Modo de ação e resistência. In: ITAMAR MELO (org.). Controle biológico. 1ed, São Paulo: Embrapa, 2000, v.3, p.163-192.
35. THOMPSON, C.J.; MOVVA RAO, N.; TIZARD, R.; CRAMERI, R.; DAVIES, J.E.; LAUWERES, M. & BOTTERMAN, J. Characterization of the herbicide resistance gene bar from Streptomyces hygroscopicus. EMBO J., v.6, n.9, p.2519-2523, 1987.
36. OAKS, A.; HIREL, B. Nitrogen assimilation in roots. Ann. Rev. Plant Physiol., v.36, p.345-365, 1985.
37. TACHIBANA, K.; WATANABE, T.; SEKIZUWA, Y.; TAKEMATSU, T. Accumulation of ammonia in plants treated with bialaphos. Journal of Pesticide Science, v.11, p.33-37, 1986.
38. WEHRMANN, A.; VAN VLIET, A.; OPSOMER, C.; BOTTERMAN J.; SCHULZ, A. The similarities of bar and pat gene products make them equally applicable for plant engineers. Nature Biotechnology, v.14, p.1274-8, 1996.
39. STAFFORD, J.M. Broiler Chicken Nutritional Equivalency Study with TwinLink Cotton. Bayer Cropscience. Internal Report, 223p, 2008.
40. STAFFORD, J.M. Broiler Chicken Nutritional Equivalency Study with T304-40 Cotton. Bayer Cropscience. Internal Report, 259p, 2009a.
41. STAFFORD, J.M. Broiler Chicken Nutritional Equivalency Study with GHB119 Cotton. Bayer Cropscience. Internal Report, 249p, 2009b.
42. OECD. (Organization for Economic Co-operation and Development). Task Force for the Safety of Novel Foods and Feeds. Draft Consideration for the Safety Assessment of Animal Feedstuffs Derived from Genetically Modified Plants. ENV/JM/FOOD(2001)8/REV1. France. 2002.
43. THOMAS, K., AALBERS, M., BANNON, G.A., BARTELS, M., DEARMAN, R.J., ESDAILE, D.J., FU, T.J., GLATT, C.M., HADFIELD, N., HATZOS, C., HEFLE, S.L., HEYLINGS, J.R., GOODMAN, R.E., HENRY, B., HEROUET, C., HOLSAPPLE, M., LADICS, G.S., LANDRY, T.D., MACINTOSH, S.C., RICE, E.A., PRIVALLE, L.S., STEINER, H.Y., TESHIMA, R., THOMAS, K., VAN REE, R., WOOLHISER, M., ZAWODNY, J., 2004. A multi-laboratory evaluation of a common in vitro pepsin digestion assay protocol used in assessing the safety of novel proteins. Regul. Toxicol. Pharmacol. 39, 87–98.
44. ROUQUIE, D. Cry1Ab protein in vitro digestibility sutdy in human simulated gastric fluid. Bayer Cropscience. Internal report, 56p, 2007a.
45. ROUQUIE, D. Cry2Ae protein in vitro digestibility sutdy in human simulated gastric fluid. Bayer Cropscience. Internal report, 55p, 2008.
46. ROUQUIE, D. Cry1Ab protein. Acute toxicity by oral gavage in mice. Bayer Cropscience, Internal Report, 58p, 2007b.
47. HEROUET, C.; ESDAILE, D.J.; MALLYON, B.A.; DEBRUYNE, E.; SCHULZ, A.; CURRIER, T.; HENDRICKX, K.; KLIS, R.J.Van; ROUAN, D. Safety evaluation of the phosphinothricin acetiltransferase proteins encode by the pat and bar sequences that confer tolerance to Glufosinate-ammonium herbicide in transgenic plants. Regulatory Toxicology and Pharmacology, n.41, p.134-149, 2005.
48. Relatório Técnico. 2009. Prof. Dr. Ederaldo José Chiavegato. Ensaios com algodão geneticamente modificado com autodefesa contra pragas lepidópteras (Algodão TwinLink – Eventos T304-40xGHB119). Anexo I do Requerimento de Liberação Comercial do Algodão TwinLink (T304-40 x GHB 119).
49. Relatório Técnico. 2009. Prof. Dr. Paulo Eduardo Degrande. Ensaios com algodão geneticamente modificado – Metaanálise do impacto de linhagens dos algodoeiros geneticamente modificados T304-40, GHB119 e T304-40xGHB119 (TwinLink) na artropodofauna alvo e não-alvo do cerrado brasileiro. Anexo II do Requerimento de Liberação Comercial do Algodão TwinLink (T304-40 x GHB 119).
50. Relatório Técnico. 2009. Prof. Dr. Galdino Andrade. Análise de alguns parâmetros da microbiota do solo, em áreas cultivadas e em regime de contenção com algodão geneticamente modificado TwinLink® (eventos combinados T304-40xGHB119) e a linhagem convencional não modificada sob as mesmas condições agronômicas. Anexo III do Requerimento de Liberação Comercial do Algodão TwinLink (T304-40 x GHB 119).
51. MURASE A, YONEDA M, UENO R, YONEBASHI K. Isolation of extracellular protein from greenhouse soil. Soil Biol Biochem 35:733-736. 2003.
52. Center for Enviromental Risk Assessment. GM Crop Database 2010 (http://cera-gmc.org/index.php?action=gm_crop_database).
53. EFSA. European Food Safety Authority. Guidance document of the Scientific Panel on Genetically Modified Organisms for the risk assessment of genetically modified plants and derived food and feed, the EFSA Journal (2006) 99, 1-100.
Dr. Edilson Paiva
Presidente da CTNBio

Assessora Técnica: Thais Haline Vaz
Voto divergente:
Os membros da CTNBio Dr. Paulo Yoshio Kageyama e Dra. Solange Teles da Silva, ambos da Subcomissão Setorial Permanente da Área Vegetal, e o Dr. José Maria Gusman Ferraz, da Subcomissão Setorial Permanente da Área Ambiental, votaram contrariamente à liberação comercial do algodão TwinLink.
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