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COMISSÃO TÉCNICA NACIONAL DE BIOSSEGURANÇA
PARECER TÉCNICO Nº 1640/2021/SEI-CTNBio - Membros

PARECER TÉCNICO: 7795/2021

Processo: 01250.014650/2019-71

Data de Protocolo: 28/03/2019

Assunto: Liberação comercial da farinha de trigo geneticamente modificado, evento IND-ØØ412-7.

Requerente: Tropical Melhoramento Genético S.A.

CQB: 284/09

CNPJ: 6.331.414/0001-80

Endereço: Rod. Celso Garcia Cid Km 87, no município de Cambé/PR.

Extrato Prévio: 6507/2019

Decisão: Deferido

Reunião: 246ª Reunião Ordinária ocorrida em 11/11/2021

Identificação do OGM:

Designação do OGM: Trigo HB4

Espécie: Triticum aestivum

Característica Inserida: O trigo geneticamente modificado pela introdução do gene HaHB4 apresenta o
fenótipo de tolerância a diversos estresses ambientais, incluída a tolerância ao déficit hídrico e a tolerância a
herbicidas baseados em glufosinato de amônio.

Método de introdução da característica: O trigo IND-00412-7 foi produzido utilizado um método de co-
transformação com dois plasmídeos. Ambos os vetores estão baseados em uma série de plasmídeos que
utilizam o promotor de ubiquitina de milho para direcionar a expressão de genes em plantas.

Uso proposto: uso exclusivo em alimentos, rações ou produtos derivados ou processados.

Solicitação:

A Comissão Interna de Biossegurança da Tropical Melhoramento e Genética S.A. solicitou à CTNBio
parecer para comercialização do derivado (farinha) do trigo geneticamente modificado para tolerância à seca
e a herbicida, evento IND-ØØ412-7, contendo o gene HaHB4 proveniente de Girassol, para importação e
uso exclusivo em alimentos, rações ou produtos derivados.

O evento de trigo IND-00412-7 foi desenvolvido pela empresa argentina Bioceres. No Brasil, Bioceres e
Tropical Melhoramento e Genética (TMG) firmaram uma parceria para viabilizar o uso desse evento
transgênico no país. Por meio dessa parceria, a TMG teve acesso aos estudos realizados para solicitar a
liberação comercial do evento.
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O gene HaHB4, proveniente do Girassol (Helianthus annuus) confere ao trigo significativo potencial para
aumento de produtividade em situações e ambientes de baixa disponibilidade hídrica, sem prejudicar o teto
produtivo em condições ambientais ótimas para a cultura. Tal contribuição tem sido demostrada ao longo de
diversos anos e locais de testes na Argentina.

Os dados aqui apresentados são oriundos de estudos realizados na Argentina. Foram testados a campo o
evento de trigo IND-00412-7 (também designado como “trigo HB4”), o controle parental convencional (não
geneticamente modificado) e variedades comerciais de referência. O evento IND-00412-7 foi gerado através
da metodologia de bombardeamento de micropartículas e contêm os seguintes genes: 1) o gene do fator de
transcrição HaHB4 do girassol; 2) o gene bar de Streptomyces hygroscopicus que confere tolerância ao
glufosinato de amônio. O gene HaHB4 (Helianthus annuus Homeobox 4), naturalmente presente no girassol,
é expresso em níveis muito baixos, e ativado quando as plantas são submetidas a condições de estresse
hídrico, salino, escuridão ou ataques de insetos. Assim, a proteína HAHB4 é um componente natural da
alimentação humana e animal.

O evento IND-00412-7 possui uma cópia completa do gene HaHB4 com elementos regulatórios funcionais e
duas cópias completas do gene bar com seus elementos regulatórios na posição correta. A proteína HAHB4
no evento IND-00412-7 pertence à família de fatores de transcrição HD-Zip, caracterizada pela presença de
dois domínios funcionais: o Homeodomínio (HD), responsável pela ligação ao DNA e um motivo de “Zíper
de Leucinas” (LZ), envolvido na interação proteína e dimerização. A proteína não possui nenhuma função
inseticida ou de tolerância a herbicida e atua principalmente em resposta a estresse abióticos, principalmente
em vias sinalizadas por etileno. A proteína PAT presente no evento IND-00412-7 confere às plantas o
fenótipo de tolerância a herbicidas baseados em glufosinato de amônio, através da expressão da proteína
fosfinotricina N-acetil-transferase.

Foram realizadas diversas análises, avaliações e estudos a campo e em laboratório com o evento transgênico
IND-00412-7, na Argentina, para comprovar sua segurança alimentar e ambiental.

A análise extensiva da proteína HAHB4 confirma a sua segurança alimentar, nutricional e ambiental. Esta
conclusão baseia-se em um peso de evidências de múltiplas fontes: origem do gene a partir de vegetal já
utilizado na alimentação humana e histórico de uso e exposição; avaliação da digestibilidade e estabilidade
térmica da proteína HAHB4 em ensaio in vitro; comparações de bioinformática da sequência de aminoácidos
com toxinas, alérgenos e sequências alergênicas conhecidas; estado de glicosilação; estudo de toxicidade oral
da proteína HAHB4; e nível de proteína HAHB4 em forragem e grão de trigo IND-00412-7.

O ensaio in vitro de fluido gástrico simulado revelou uma rápida degradação da proteína HAHB4. Não foram
observados fragmentos de proteína após os primeiros 30 segundos de digestão. A proteína HAHB4 não se
fragmentou durante a exposição a ciclos de calor prolongados, o que permite que a proteína seja observada
através de análises SDS-PAGE. Pesquisas de bioinformática não revelaram homologia de HAHB4 com
proteínas alergênicas ou tóxicas conhecidas. Os resultados indicam a improbabilidade de que a proteína
HAHB4 cause uma reação alérgica em seres humanos ou que seja tóxica para seres humanos ou animais e,
portanto, é segura para consumo humano e animal.

Um estudo de toxicidade oral da proteína HAHB4 foi conduzido em ratos na dose de 3822 mg da proteína
HAHB4 por kg de peso corporal. Todos os ratos sobreviveram e não apresentaram quaisquer efeitos adversos
causados pela proteína testada durante o estudo. Todos esses resultados sugerem que a dose máxima tolerada
de proteína HAHB4, sem a observação de efeitos adversos, é maior do que 3822 mg/kg PC e, portanto, o
Nível de Efeito Adverso Não Observado (NOAEL) é superior a 3822mg/kg PC. Por essa razão, conclui-se
que a toxicidade oral aguda deve ser muito baixa, uma vez que nenhuma mortalidade foi observada em ratos,
assim como nenhum efeito adverso foi observado pelo consumo da proteína HAHB4.

A proteína PAT é expressa em inúmeras culturas transgênicas que foram aprovadas para sua liberação
comercial (ver, por exemplo, EFSA, 2007a, b e c, 2011 e 2013). Essas aprovações incluíram abundante
informação e dados sobre as características físico-químicas da proteína PAT que confirmam a carência de
propriedades alergênicas ou tóxicas, incluindo a sua digestibilidade, sensibilidade térmica e ausência de
toxicidade (Hérouet et al., 2005). A ausência de ações tóxicas atribuíveis a proteína PAT tem sido
amplamente verificada ao longo de quase 20 anos de consumo de diversas culturas geneticamente
modificada que possuem o gene e que expressam a proteína PAT (CERA, 2011, 2012).
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Os níveis de expressão da proteína HAHB4 foram determinados em sementes de trigo e tecido foliar
colhidas de ensaios de campo na Argentina (2012-2013). Um método LC-MS / MS específico e sensível foi
desenvolvido e validado para detectar os baixos níveis esperados deste fator de transcrição. Como esperado
para um fator de transcrição, os níveis de expressão da proteína HAHB4 no evento de trigo IND-00412-7
estavam abaixo do limite inferior de quantificação (LLOQ). Isso sugere que o evento de trigo IND-00412-7
não contém níveis de proteína transgênica que possam afetar negativamente organismos não-alvo, pois a
expressão do gene HaHB4 no evento de trigo IND-00412-7 é extremamente baixa. Assim, a proteína
HAHB4 não têm potencial para produzir efeitos adversos nos níveis de exposição no campo sobre espécies
representativas de invertebrados benéficos.

A análise composicional do evento de trigo IND-00412-7 foi realizada seguindo o documento de consenso
da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE) (2003a). Foram determinados 45
componentes (nutrientes, micronutrientes, vitaminas, minerais e antinutrientes) em amostras de grão e
forragem procedentes do evento transgênico IND-00412-7, do controle parental convencional Cadenza, e de
um conjunto de variedades comerciais de referência, obtidas de ensaios de campo realizados em seis
localidades diferentes da Argentina. Considerando a variabilidade natural que apresenta a composição das
culturas de trigo, a composição do trigo IND-00412-7 foi substancialmente equivalente à composição de seu
controle parental convencional e/ou estava dentro da variabilidade natural das variedades comerciais de
referência e/ou dentro do intervalo reportado na literatura.

Aspectos relacionados à Saúde Humana e dos Animais e Segurança Alimentar:

O girassol é cultivado e consumido no Brasil. O Estado de Mato Grosso (MT) é responsável por
aproximadamente 51% da área semeada com girassol no Brasil. Goiás (16.600 ha) e Minas Gerais (9.300 ha)
são o segundo e o terceiro produtor, respectivamente (CONAB, 2018). A respeito da inocuidade da proteína
HAHB4, originada nesse organismo doador, é relevante mencionar que HAHB4 é um fator de transcrição
(FT) natural de girassol, cultura que tem sido parte da alimentação humana há séculos e que não tem sido
identificada como uma fonte significativa de alérgenos. Segundo as observações experimentais realizadas, o
HAHB4 é expresso naturalmente em girassol, em condições de estresse hídrico, salino, em escuridão e
perante ataque de insetos, constituindo um dos pilares da planta na sua defesa contra fatores ambientais
(Gago et al., 2002; Manavella et al., 2008a, b e c). O HAHB4 é, assim, um componente natural da
alimentação humana e animal.

Os efeitos dos genes introduzidos no trigo IND-ØØ412-7 estão restritos à tolerância a fatores ambientais
adversos (proteína expressa HAHB4) e tolerância a herbicidas a base de glufosinato de amônio (proteína
PAT). A extensiva análise da proteína HAHB4 confirma a sua segurança na alimentação humana e animal.
Esta conclusão baseia-se em evidências de múltiplas fontes:

a) origem do gene a partir de vegetal já utilizado na alimentação humana e histórico de uso e exposição;

b) avaliação da digestibilidade e estabilidade térmica da proteína HAHB4 em ensaio in vitro;

c) comparações de bioinformática da sequência de aminoácidos com toxinas, alérgenos e sequências
alergênicas conhecidas;

d) estado de glicosilação;

e) estudo de toxicidade oral da proteína HAHB4; e

f) nível de proteína HAHB4 em forragem e grão de trigo IND-ØØ412-7.

O ensaio in vitro de fluido gástrico simulado revelou uma rápida degradação da proteína HAHB4. Não foram
observados fragmentos de proteína após os primeiros 30 segundos de digestão. A proteína HAHB4 não se
fragmentou durante a exposição a ciclos de calor prolongados, o que permite que a proteína seja observada
através de análises SDS-PAGE. Houve uma ligeira alteração na mobilidade eletroforética após um curto
período a 90°C, o que não foi significativo. Pesquisas de bioinformática não revelaram homologia de
HAHB4 com proteínas alergênicas ou tóxicas conhecidas. Os resultados indicam a improbabilidade de que a
proteína HAHB4 cause uma reação alérgica em seres humanos ou que seja tóxica para seres humanos ou
animais e, portanto, é segura para consumo humano e animal.
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A proteína HAHB4 é expressa em quantidades muito baixas no trigo HB4, é rapidamente degradada no trato
digestivo e não interage com sistemas biológicos próprios de animais, incluído o reprodutor. A proteína PAT
está na dieta humana faz quase 20 anos e nunca foram reportados efeitos adversos sobre a gestação em
animais que consomem as quantidades presentes nas culturas que expressam a proteína. Ambos os produtos
têm características que comprovam sua inocuidade e têm histórico de uso seguro, por isso é bem pouco
provável que causem algum efeito nocivo em animais.

Fatores de transcrição (FT) são proteínas que controlam a expressão de outros genes. Como o trigo HB4
superexpressa um FT que afeta, entre várias categorias gênicas, alguns genes que codificam inibidores de
alfa-amilase e tripsina (vários desses genes estão envolvidos em alergias causadas pelo consumo de farinha
de trigo), foi pedido à requerente que realizasse uma análise do transcriptoma por RNA-Seq dos grãos de
trigo não transgênico e HB4. Dessa maneira, seria possível avaliar quais genes tiveram seu padrão de
expressão alterado pela ação do FT HB4, os processos biológicos a eles associados e particularmente se
genes com potencial alergênico foram afetados.

Em atendimento à diligência da CTNBio, a requerente realizou um experimento em câmara de crescimento,
coletando grãos de trigo entre 14 e 21 dias após a antese, de plantas dos genótipos Cadenza (não transgênico)
e HB4 (transgênico) submetidos à seca e também mantidos sob irrigação normal.

Após o sequenciamento e geração de dados de RNA-Seq, a análise de expressão diferencial foi feita
utilizando-se a ferramenta EdgeR. Genes foram considerados diferencialmente expressos em comparações de
pares (entre genótipos e entre condições de seca/irrigação dentro do mesmo genótipo) quando houve uma
variação do valor logarítmico de fold change maior que 1 ou menor que -1. O número de genes
diferencialmente expressos, em cada uma das comparações entre genótipos e condições de seca/irrigação, é
apresentado na Tabela 1. Além disso, na mesma tabela, ao lado da coluna com o número total de genes
diferencialmente expressos, encontra-se uma coluna que informa quantos desses genes são descritos como
potencialmente alergênicos, de acordo com o trabalho de Juhász et al. (2018).

Tabela 1. Número de genes diferencialmente expressos entre HB4 e Cadenza nas diferentes condições de
seca (estresse) e irrigação (N).

Comparação 
Genes Regulados Posi�vamente Genes Regulados Nega�vamente
Total Juhász et al. (2018) Total Juhász et al. (2018)

HB4 vs Cad (irrigação) 258 19 62 1
HB4 vs Cad (seca) 69 2 82 2

Cad seca vs Cad irrigação 1667 101 2420 6
HB4 seca vs HB4 irrigação 574 100 1600 6

 

Para que se pudesse avaliar a quais processos biológicos os genes diferencialmente expressos estão
associados, foi feita uma análise de anotação de ontologia gênica, utilizando-se a ferramenta BLast2Go. Os
genes que são superexpressos no genótipo Cadenza, na condição de seca comparada à condição irrigada,
estão envolvidos em processos biológicos relacionados principalmente à fotossíntese, produção de óxido
nítrico (estratégia associada à proteção ao estresse hídrico), modificação da parede celular, resposta à
escassez hídrica e controle da conformação proteica. O genótipo HB4 também apresenta genes
superexpressos relacionados a vários desses mesmos processos biológicos identificados no Cadenza. Dentre
um total de 18 processos biológicos relacionados a alterações na expressão gênica no trigo HB4 durante a
seca, 14 são comuns aos processos biológicos afetados no genótipo Cadenza, indicando o uso de estratégias
semelhantes pelos dois genótipos na resposta ao déficit hídrico.

Com relação à expressão específica de genes que codificam proteínas com potencial alergênico, ambos os
genótipos superexpressam número semelhante de genes, 100 e 101 genes no trigo HB4 e no trigo Cadenza,
respectivamente, em condições de seca. A análise dos níveis de expressão revela que os valores observados
no genótipo HB4 em condição de seca são semelhantes aos encontrados não só no genótipo Cadenza como
também em outros genótipos de trigo descritos na literatura e disponíveis no banco de dados Wheat-
Expression (www.wheat-expression.com).
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A comparação de genes diferencialmente expressos entre os dois genótipos na condição irrigada revelou que
258 genes estão superexpressos no trigo HB4. Esses genes estão envolvidos principalmente em processos
fotossintéticos. Já na condição de seca, os genes superexpressos no genótipo HB4 em relação ao Cadenza
estão relacionados a mecanismos de síntese de óxido nítrico, sugerindo que esse talvez seja uma das razões
da maior tolerância do trigo transgênico à seca, uma vez que o óxido nítrico é sabidamente um sinalizador
importante de resposta à estresse hídrico em plantas, contribuindo também para a detoxificação celular de
espécies reativas de oxigênio.

A comparação entre genótipos na condição irrigada revelou que 19 genes que codificam proteínas com
potencial alergênico são superexpressas no trigo HB4 em relação ao Cadenza. No entanto, os valores de
expressão desses genes no trigo HB4 são menores do que os encontrados em outros genótipos de trigo,
disponíveis no banco de dados Wheat-Expression (www.wheat-expression.com). Uma variação da expressão
dentro da variabilidade natural encontrada entre diversos genótipos de trigo também foi observada nos dois
genes que codificam proteínas com potencial alergênico superexpressos no trigo HB4 em relação ao Cadenza
na condição de seca.

Dessa maneira, após uma avaliação detalhada do transcriptoma do grão de trigo na fase de maior acúmulo de
proteínas de reserva (muitas delas com potencial de causar alergias em seres humanos), esse estudo revelou
que os valores de expressão encontrados nos genes superexpressos no trigo HB4 estão dentro do intervalo de
valores observados em diversos outros genótipos de trigo. Revelou também que a condição de estresse
hídrico/irrigação é a principal responsável pela variação nos níveis de expressão gênica. Além disso, a
maioria dos processos biológicos afetados no trigo HB4 em condições de seca também é alterada no trigo
Cadenza. Assim, com base na análise de risco realizada a partir dos dados apresentados pelo proponente,
presentes na literatura cientifica, trazidos à CTNBio por especialista, aportados durante a audiência pública e
por outros interessados, a CTNBio avaliou que a farinha produzida a partir do trigo HB4 é similar à farinha
produzida a partir de genótipos de trigo convencionais em relação a segurança à saúde humana e animal.

Conclusão:

Diante do exposto e considerando os critérios internacionalmente aceitos no processo de análise de risco de
matérias-primas geneticamente modificadas é possível concluir que a farinha de trigo geneticamente
modificado, evento IND-ØØ412-7 é tão segura quanto seus equivalentes convencionais. 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 farinha de trigo geneticamente modificado, evento IND-ØØ412-7 é
substancialmente equivalente à farinha de trigo convencional, sendo seu consumo seguro para a saúde
humana e animal. A CTNBio considera que essa atividade não é potencialmente causadora de significativa
degradação do meio ambiente ou de agravos à saúde humana e animal. As restrições ao uso do OGM em
análise e seus derivados estão condicionadas ao disposto na Lei 11.460, de 21 de março de 2007.

A análise da CTNBio considerou os pareceres emitidos pelos membros da Comissão; documentos aportados
na Secretaria Executiva da CTNBio pela requerente; resultados de liberações planejadas no meio ambiente e
textos relacionados. Foram também considerados e consultados estudos e publicações científicas
independentes da requerente e realizados por terceiros, bem como as análises já realizadas em outros países
pelos respectivos órgãos de regulamentação de organismos geneticamente modificados.

Deliberação:

A CTNBio decidiu, por unanimidade, aprovar a comercialização da farinha do trigo geneticamente
modificado evento IND-ØØ412-7 para importação e uso exclusivo em alimentos, rações ou produtos
derivados.
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