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RESUMO

Os alimentos geneticamente modificados sdo uma das principais preocupacdes no
mundo devido a falta de informacdo sobre seus efeitos na seguranca alimentar e
saude. Este trabalho avalia, a nivel prote6bmico, a diferenca entre duas amostras:
uma farinha de milho transgénico (evento MON810 com gene CrylAb, que confere
resisténcia a insetos) e uma farinha de milho ndo-transgénico comercializadas no
Brasil. A técnica 2D-DIGE mostra 99 spots diferenciais, que posteriormente foram
coletados no gel proveniente da técnica 2D-PAGE e identificados por espectrometria
de massa (nESI-QTOF MS/MS). As diferencas na abundancia de proteinas nas
amostras transgénicas e nado-transgénicas podem ser resultantes de modificacédo
genética ou influéncia ambiental, pertinentes as amostras comerciais de farinha de
milho. A principal categoria funcional das proteinas diferenciais encontradas esta
relacionada com a categoria doenca/defesa. Embora tenham sido encontradas
diferencas entre as amostras, toxinas ou proteinas responsaveis por reacdes
alérgicas ndo foram identificadas. As amostras apresentaram grandes diferencas
também na concentragdo dos metais Al, Ca, Cr, Fe, K e Mg. Ambos os resultados
indicam que ao adquirir o produto no mercado, isto ndo significa que sejam

nutricionalmente 0os mesmos.

Palavras-chave: Zea mays, Milho, Organismo geneticamente modificado, MON810,

2D-DIGE, Espectrometria de massa.



ABSTRACT

Genetically modified food is a major concern in the world due to the lack information
concerning safety and health effects. This work evaluates, at proteomic level, the
difference between two different samples crops: transgenic (MON810 event with
CrylAb gene that confers resistance to insects) and non-transgenic maize flour
commercialized in Brazil. The 2-D DIGE technique shows 99 differential spots which
were collected in 2-D PAGE gel and identified by mass spectrometry (nESI-QTOF
MS/MS). The abundance of protein differences from transgenic and non-transgenic
samples may arise from genetic modification or environmental influence pertaining to
commercial sample. The major functional category of proteins found is related to
disease/defense and although differences are found between samples, no toxins or
allergic proteins are found. The samples also showed distinguished differences in the
concentration of the metals Al, Ca, Cr, Fe, K and Mg. Both results indicate that by
purchasing the product on the market, it does not mean that they are nutritionally the

same.

Keywords: Zea mays, Maize, Genetically modified organisms, MON810, 2D-DIGE,
Mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

1.1 ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS

As culturas biotecnolégicas, incluindo o0s organismos geneticamente
modificados (OGM), compdem a tecnologia agricola mais rapidamente adotada na
histéria recente devido aos seus beneficios como, por exemplo, contribuir para a
reducdo da pobreza e da fome. No entanto, as informacBes sobre os alimentos
transgénicos ainda sdo muito escassas (CLIVE, 2012). Os OGM’s possuem em seu
genoma (conjunto de toda a informacdo genética de um organismo) um ou mais
genes provenientes de outra espécie ou da mesma, desde que tenham sido
modificados e/ou inseridos por meio de técnicas da engenharia genética. Todos 0s
organismos vivos sdo constituidos por conjuntos de genes, que determinam suas
caracteristicas e definem as espécies. No entanto, por meio da biotecnologia,
plantas, animais ou microrganismos podem ter sua composi¢do genética modificada
em laboratério, rompendo a barreira natural do cruzamento sexual que separa (isola)
as espécies (EMBRAPA, 2011).

1.2PANORAMA DO MILHO E DO BRASIL NO CENARIO MUNDIAL

Neste panorama acerca das culturas biotecnolégicas, o Brasil ocupa o
segundo lugar no mundo com 36,6 milhdes de hectares, perdendo apenas para os
EUA, podendo, futuramente, emergir como um lider global (Tabela 1). Dentre as
culturas geneticamente modificadas (GM) plantadas em todo o mundo, o milho (Zea
mays) ocupa o segundo lugar, atras somente da soja (Glycine max) como mostra a
figura 1 (CLIVE, 2012).



Tabela 1 — Area global de culturas biotecnoldgicas divididas por pais em 2012.
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Area
Posicéo Pais (milhdes de Cultura biotecnolégica
hectares)
Milho, soja, algoddo, canola, beterraba, alfafa,
1 EUA 69,5 mamao, abdbora
2 Brasil 36,6 Soja, milho, algodao
3 Argentina 23,9 Soja, milho, algodéo
4 Canada 11,6 Canola, milho, soja, beterraba
5 india 10,8 Algodao
6 China 4,0 Algod&o, mamao, tomate, pimentao
7 Paraguai 3,4 Soja, milho, algodéo
8 Africa do Sul 29 Milho, soja, algodao
9 Paquistdo 2,8 Algidao
10 Uruguai 14 Soja, milho
11 Bolivia 1,0 Soja
12 Filipinas 0,8 Milho
13 Australia 0,7 Algodao, canola
14 Burkina Faso 0,3 Algodao
15 Myanmar 0,3 Algodéao
16 México 0,2 Algodao,soja
17 Espanha 0,1 Milho
18 Chile <0,1 Milho, soja, canola
19 Colémbia <0,1 Algodao
20 Honduras <0,1 Milho
21 Sudéo <0,1 Algodéao
22 Portugal <0,1 Milho
23 Republica <0,1 Milho
Tcheca
24 Cuba <0,1 Milho
25 Egito <0,1 Milho
26 Costa Rica <0,1 Algodéo, soja
27 Roménia <0,1 Milho
28 Eslovaquia <0,1 Milho
Total 170,3

Fonte: CLIVE, 2012
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Figura 1 — Area global (em milhdes de acres e hectares) de culturas biotecnoldgicas de 1996 a 2012.
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Fonte: CLIVE, 2012

O milho ocupa o segundo lugar devido a sua importancia nutricional e
econdmica. Ele é produzido em quase todos os continentes, sendo sua importancia
econdmica caracterizada pelas diversas formas de sua utilizagcdo, que vao desde a
alimentacdo animal e humana até a industria de alta tecnologia, como a producéo de
filmes e embalagens biodegradaveis assim como na industria do biodiesel. No ramo
da industria alimenticia, um nimero superior a um bilhdo de consumidores da Africa
Subsaariana e da América Latina tm o milho como alimento basico e, em algumas
situacdes, esse cereal constitui a Unica fonte diaria da alimentacdo, a exemplo das
populacdes do México e do Nordeste do Brasil, onde é a principal fonte de energia
na dieta. O alto consumo de milho, por exemplo, 30-90 kg/per capita/ano, para a
maioria dos paises do oeste africano, satisfaz mais da metade das exigéncias totais
de minerais em dietas das comunidades rurais, sendo tradicionalmente utilizado no
preparo de paes, bebidas e mingaus ou papas, fermentados ou néo, de textura fina
a grossa. No Brasil, cerca de 4% do total da producdo do milho, representando
aproximadamente 1,6 milhdo de toneladas, tem sido utilizada diretamente como
alimento humano e cerca de 10% da producéo destinada as indastrias alimenticias,
gue transformam os graos em diversos produtos, tais como amido, farinhas, canjica
(mungunza), flocos de milho e xaropes, entre outros. Em todas as regides brasileiras

consumidoras de milho, as principais formas de aquisicdo domiciliar ainda séao: o
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milho em gréo, o milho em espiga ou enlatado, o creme de milho (fuba mimoso), os
flocos de milho, a farinha de milho e o pado de milho. Portanto, os produtos ou
derivados obtidos através de moagem seca do milho sdo os mais apreciados, tendo
participacdo efetiva como componente basico na dieta alimentar das camadas mais
pobres da populagédo (EMBRAPA, 2006).

1.3 O MILHO

Os graos do milho sao, geralmente, amarelos ou brancos, podendo
apresentar coloragfes variando desde o preto até o vermelho. O peso individual do
grao varia, em meédia, de 250 a 300mg e sua composicdo média em base seca é
72% de amido, 9,5% proteinas, 9% fibra (a maioria residuo detergente neutro) e 4%
de 6leo. Conhecido botanicamente como uma cariopse, o grao de milho é formado
por trés principais estruturas fisicas: endosperma, gérmen e pericarpo (Figura 2), as
quais diferem em composicdo quimica e também na organizacdo dentro do gréao
(EMBRAPA, 2006).

Figura 2. O grao de milho e suas principais estruturas fisicas.

-~

~
v Endosperma———+—» 5
<+—— Pericarpo ———»
\
Gérmen >
- M

Fonte: FAO, 1992
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1.4 MILHO MON810

No Brasil, muitos eventos de milho GM estdo sendo autorizados desde 2007.
Até 2012, dezoito eventos de milho GM ja foram autorizados no pais (ANEXO A). O
evento MON810 é um deles e foi um dos primeiros que o Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) permitiu o plantio e a comercializagdo no pais
(BRASIL, 2012). Este evento esta presente na linhagem de Zea mays nomeada
como YieldGard da Companhia Monsanto, conhecida internacionalmente como uma
das principais produtoras/fornecedoras de sementes transgénicas tanto de milho

guanto de outros alimentos/cerais como, por exemplo, soja e algodéao.

A caracteristica do MON810 ¢ a presenca do gene CrylAb inserido, derivado
do Bacillus thuringiensis e que produz a toxina Bt, toxica para os insetos da ordem
Lepidoptera, incluindo as espécies Spodoptera frugiperda e Helicoverpa zea, pragas
do milho muito comuns em &reas tropicais (MONSANTO, 2002). As proteinas Cry,
expressa pelo gene de mesma denominacao, sdo altamente toxicas e extremamente
especificas para uma estreita gama de espécies de insetos, sendo essa
especificidade determinada pela estrutura das proteinas e por fatores inerentes ao
inseto, tais como, pH intestinal, classe predominante de proteinases digestivas e
receptores proteicos na membrana das células do epitélio intestinal (GILL et al.,
1992; KNOWLES, 1994). Essa especificidade esté relacionada com a atividade das
toxinas nos receptores do intestino do inseto. Na membrana das células epiteliais do
intestino, a interacdo toxina-receptor leva a formacéo de poros na membrana celular,
0 gue altera o balanco osmotico das células epiteliais, que incham e sofrem rupturas,
levando o inseto a morte por dificuldade de alimentacdo e infec¢cdo generalizada
(septicemia). Entretanto, logo apO0s a ingestdo da toxina pela lagarta, ocorre a
inibicdo da ingestdo dos alimentos, levando a morte do inseto. A toxicidade de
algumas endotoxinas de Bt é similar a de pesticidas organofosforados, mas, devido
a sua especificidade, essas proteinas sao relativamente seguras para insetos
benéficos e outros animais (INTERNATIONAL LIFE SCIENCE INSTITUTE, 1998).
Dessa forma, seres humanos também sédo pouco afetados, pois segundo Glare e
O’Callagham (2000), os casos de Bt causando doencgas neles sdo extremamente

raros, apesar de sua utilizacdo por mais de 60 anos. Os genes cry foram
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classificados por Hofte e Whiteley (1989) de acordo com sua estrutura molecular,
bem como seu alcance de hospedeiros. Na época, os referidos autores
mencionaram a classificacdo de 13 genes cry, os quais foram distribuidos em quatro
classes. Atualmente, as proteinas Cry séo classificadas pela sua sequéncia primaria
de aminoacidos, e mais de 500 sequéncias diferentes do gene cry ja foram
classificadas em 67 grupos (cryl-cry67) (CRICKMORE et al., 2010).

1.5 EQUIVALENCIA SUBSTANCIAL

O alimento geneticamente modificado € alvo de preocupacéo sobre os efeitos
nao intencionais que podem causar e consequentemente apresentarem perigo para
a saude humana (FREWER, 2004). O principal estudo proposto para avaliar a
seguranca de alimentos transgénicos é o conceito de "equivaléncia substancial".
Equivaléncia substancial € um conceito internacionalmente reconhecido que mede
se um alimento ou cultura advindo de uma biotecnologia compartilham
caracteristicas nutricionais e de seguranca alimentar semelhantes a sua contraparte
convencional disponivel no mercado/natureza. Alimentos transgénicos que s&o
substancialmente equivalentes as suas contrapartes convencionais S&o
considerados alimentos seguros (OCDE, 2013; FAO / OMS, 2000; EFSA, 2004). Se
houver diferencas entre o novo alimento GM e qualquer organismo ja existente, o
organismo geneticamente modificado ndo é necessariamente considerado perigoso
para a saude humana, mas outras consideracdes sobre seguranca tornam-se

necessarias.
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1.6 REACAO DE CADEIA EM POLIMERASE (PCR) PARA DETECCAO DO
EVENTO MON810

Na década de 1980, passou-se a utilizar a técnica do PCR para fazer milhares
de cépias de um unico pedaco de DNA. Essa técnica € usada em tubos de ensaio
contendo o DNA e mais alguns compostos necessarios, como primers (DNAs

iniciadores) e a enzima DNA polimerase (enzima que faz a replicacdo do DNA).

Os primers sao fitas de DNA, com mais ou menos 20 bases (A, T, C, G)
complementares, isto €, se ligam por complementaridade ao inicio da sequéncia de
DNA que se quer multiplicar. Quando uma molécula de DNA vai ser multiplicada
deve-se separar a dupla fita, formando assim duas fitas diferentes, mas
complementares entre si. Cada fita servira de molde para a duplicacdo, por isso,
precisamos de dois tipos de primers diferentes. Através desta técnica € possivel
detectar a existéncia do gene crylAb e consequentemente aformar se amostra é

positiva ou negativa para o evento MON810.

1.7 PROTEOMICA NO ESTUDO COMPARATIVO DE OGM'S

A protedbmica é uma ferramenta importante para melhorar o conceito de
equivaléncia substancial. Comparacdes baseadas somente na composicao
centesimal ndo € suficiente para responder todas as perguntas acerca das
diferencas entre os alimentos. O proteoma é definido como o complemento inteiro de
um genoma e o resultado da expressdo génica, sintese ribossomal, e degradacao
proteolitica (WILKINS, 1997). As proteinas sdo consideradas uma preocupacao em
particular para a avaliagcdo de seguranca, pois podem ser toxinas (fitohemaglutinina),
antinutrientes (inibidores da protease) e/ou alérgenos. Além disso, ao contrario do
genoma, que € constante para um organismo, o proteoma € altamente dinamico e
depende do ciclo celular, as influéncias ambientais, e o tipo de tecido / célula
(PASTORELLO, 2000). Estudos anteriores (LEHESRANTA, 2005; BARBOSA, 2012)
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encontraram diferencas entre culturas GM e ndo-GM em linhagens de batata e
sementes de soja em nivel protebmico quando eles consideram apenas a
modificacdo genética. Yan e colaboradores (2012) estudaram que as diferencas
resultantes de uma modificacdo genética no arroz pode também ser influenciadas
pela variacdo do ambiente, mesmo quando plantadas em um mesmo local. Isto
porque uma planta transgénica pode possuir uma sutil diferengca nas condi¢cdes de
crescimento (mais resistentes) em um ambiente ideal que é ligeiramente diferente
para o homologo néo transgénico (mais susceptiveis). Os efeitos das condicdes
ambientais de crescimento sobre o proteoma do arroz ndo sao significativamente

diferentes dos efeitos causados por uma Unica insercao do gene (BARROS, 2010).

Os estudos das alteragfes protéicas em organismos biolégicos, quando estas
sdo expressas em géis de poliacrilamida, sdo realizados por meio de avaliagbes
minuciosas das imagens destes géis. O resultado deste trabalho pode fornecer
informacfes relevantes para estudos protebmicos comparativos (BERTH et al.,
2007). Neste contexto, uma das principais aplicacbes destes estudos esta
relacionada com a obtencdo de possiveis biomarcadores em sistemas biolégicos
(BANDOW et al., 2008).

1.7.1 Eletroforese em gel bidimensional (2D-PAGE)

Dentro do cenario de estudos protedmicos comparativos, a eletroforese
bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) é a plataforma de separagéo
mais aplicada, pois sua alta resolucdo possibilita uma elevada eficiéncia na
separacdo protéica, permitindo, assim, a identificacdo de possiveis spots protéicos
com diferencas de expressao nos geéis avaliados (BANDOW et al., 2008; DOWNSEY
et al., 2003). No entanto, a comparagdo entre géis, o qual é feita pela comparagéo
das imagens digitalizadas destes géis, mostra-se como uma atividade bastante

ardua, que exige elevada atencao por parte do analista (BERTH et al., 2007).
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Além disso, outra questdo envolvida nestes estudos protedmicos usando
analise comparativa de imagens de géis 2D-PAGE, situa-se na alta variacdo que
existe entre os géis obtidos, 0 que acarreta na reprodutibilidade insuficiente dos géis
como também na dificuldade em realizar quantificacbes exatas das proteinas
resolvidas nos géis (HEINEMEYER et al., 2009). Estas variagbes podem ser
atribuidas ao método de preparo da amostra empregado, variagdes naturais quando
se considera amostras biologicas, variacdes relacionadas ao sistema eletroforético
empregado, etc. (BERTH et al., 2007; EVAVCI et al., 2007; CUTLER et al., 2003).

1.7.2 Eletroforese diferencial em gel bidimensional (2D-DIGE)

Uma alternativa promissora as limitacdes da técnica 2D-PAGE consiste na
utilizacdo da técnica de eletroforese diferencial em gel bidimensional. Esta técnica
baseia-se no uso de corantes fluorescentes, os quais possibilitam a realizacdo de
comparacdes proted6micas quantitativas exatas entre duas amostras, 0s quais sao
resolvidas no mesmo gel, minimizando, assim, os problemas acima mencionados
(TIMMS & CRAMER, 2008). Além disso, destaca-se a grande sensibilidade destes
corantes, o que possibilita a deteccdo de proteinas pouco abundantes, quando
comparado a outros corantes usados na deteccao de spots protéicos (MAROUGA et
al., 2005).

Na técnica 2D-DIGE, misturas complexas de proteinas sdo marcadas com
corantes fluorescentes antes da separacdo eletroforética, a partir da ligagédo
covalente destes com as proteinas, permitindo a deteccdo e quantificacdo de
diferencas na abundancia de proteinas em um Unico gel, o0 que minimiza 0s
problemas de reprodutibilidade. Nesta técnica, a analise quantitativa das proteinas é
realizada pela excitacao dos diferentes corantes (Cy2, Cy3 e Cy5) em comprimentos
de onda especificos e a intensidade de fluorescéncia pode ser comparada,
permitindo a quantificagdo de cada proteina presente no gel (UNLU et al., 1997;
TONGE et al., 20011). A Figura 3 mostra a estrutura quimica destes corantes.
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Figura 3. Estrutura quimica dos corantes Cy2, Cy3 e Cy5, usados na técnica de 2-D DIGE.
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Fonte: Figura adaptada de Tonge et al. (2001).

Os corantes fluorescentes sofrem reacdo de substituicdo nucleofilica com o
grupo g-amino dos residuos de lisina para formar uma amida. Os corantes sdo
positivamente carregados para compensar a carga da lisina, que € perdida durante a
reacdo de marcacdo. Além disso, aproximadamente de 1-3% das proteinas sao
marcadas pelos corantes, sendo que cada proteina é marcada por uma unica
molécula de corante, onde as demais proteinas permanecem desmarcadas. Esta
técnica fluorescente possui uma ampla faixa dinamica, de quatro a cinco ordens de
magnitude, permitindo que todas as proteinas visualizadas sejam exatamente
quantificadas (TONGE et al., 2001; ALBAN et al., 2003).

Para a analise quantitativa das proteinas, é utilizado um padrao interno, que
€ marcado por um corante (em geral, o Cy2) e aplicado ao gel de eletroforese,
juntamente com duas amostras a serem analisadas (marcadas com Cy3 e Cy5). O
padrdo interno consiste em uma mistura de quantidades iguais de proteinas das
duas amostras e, portanto, ele contém todas as proteinas que estdo presentes em
cada uma das amostras avaliadas (TIMMS & CRAMER, 2008; ALBAN et al., 2003).
Neste sentido, cada proteina possui um sinal Unico no padrao interno, que é utilizado
para a comparacdo quantitativa direta dentro de cada gel e para normalizar os
valores de abundéancia para cada proteina ao comparar géis diferentes, removendo,
assim, possiveis variacdes experimentais gel-a-gel.

Em um estudo relativamente recente, Alvarez et al. (2009) utilizaram a técnica
de 2-D DIGE para detectar proteinas de raizes de Brassica juncea expressas
diferencialmente, em resposta a tratamento com cadmio, ja que esta planta exibe um
grande potencial na remediagéo de solos contaminados com metais pesados. Para

isso, as plantas foram germinadas em camara de crescimento e, apés 13 dias de
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germinacao, foi adicionado solucédo de CdCl, 250 umol/L. As proteinas extraidas das
raizes das plantas controle foram marcadas com o corante Cy5 e as plantas tratadas
com cadmio foram marcadas com o corante Cy3. O padré&o interno foi marcado com
o corante Cy2, consistindo de uma mistura equivalente das amostras controle e
tratada com cadmio. Em seguida, as amostras foram misturadas para a etapa de
separacao por eletroforese bidimensional. Como resultados, foram identificados 69
spots diferencialmente expressos em resposta ao tratamento com cadmio, onde 43
spots foram sub-expressos e 26 spots foram sobre-expressos. Estes spots protéicos
foram, posteriormente, identificados usando a técnica de nano-LC-MS/MS.

O processo de modificacdo genética em organismos biolégicos vem sendo
cada vez mais discutido na literatura, pois a introducdo de genes exdgenos,
possivelmente, pode alterar a expressdo de genes enddgenos e/ou a producdo de
metabalitos. Neste sentido, Carli et al. (2009) investigaram possiveis alteracdes no
proteoma de folhas de plantas transgénicas a partir da insercao de genes exdgenos
que expressdo anticorpos recombinates direcionados a agir contra proteinas virais,
usando a técnica de 2D-DIGE. Como referéncia, as plantas ndo-transgénicas
também foram utilizadas no trabalho. Os autores sugerem, como hipétese, que a
modificacdo genética nas plantas ndo causa efeitos pleitrGpicos nas mesmas,
validando a protecdo mediada por anticorpos como ferramenta para gerar
organismos resistentes ao ataque de virus. Para isso, duas amostras de plantas
foram utilizadas neste trabalho: tomate (Lycopersycon esculentum cv. Micro-Tom),
expressando o anticorpo scFv (G4) que age contra uma proteina do virus do
mosaico do pepino (Cucumber mosaic virus, CMV), e a planta Nicotiana
benthamiana, o qual expressa o0 anticorpo scFv (B9) que atua contra uma
glicoproteina presente no virus do tomateiro. Os genes, 0s quais codificaram o0s
anticorpos, foram clonados a partir do vetor pBl usando o organismo Agrobacterium
como mediador da transformacédo. Apds extracdo das proteinas, as amostras foram
marcadas com os corantes Cy3 e Cy5, onde o corante Cy2 foi utilizado na marcacéo
de todas as amostras. Seis replicatas biol6gicas foram feitas para cada amostra de
planta.

Como resultados, 10 proteinas da planta de tomate e 08 proteinas da planta
Nicotiana benthamiana foram diferencialmente expressas, em termos de volume,
onde o fator de regulacéo foi de 1,5 a um nivel de confianca de 95% (p < 0,05, de

acordo com o teste t de Student). Todos os spots foram identificados por MALDI-
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TOF MS e uLC-ESI-IT-MS/MS. Os autores sugerem que este numero limitado de
proteinas expressas diferencialmente pode estar relacionado aos eventos de
transformacao.

Em estudos protedmicos, ap0s a separacao das proteinas aplicando a técnica
de 2D-PAGE, os spots protéicos obtidos sdo submetidos a caracterizacdo com 0 uso
da técnicas de espectrometria de massas, 0 qual seré discutida a seguir.

1.8 ESPECTROMETRIA DE MASSA EM PROTEOMICA

Atualmente, a espectrometria de massas juntamente com a bioinformatica
tornaram-se essenciais em estudos protedmicos, devido n&o apenas a sua
sensibilidade, mas, também, ao conteldo total de informacdes que podem ser
obtidas. A técnica de MALDI-QTOF-MS apresenta-se como uma das mais aplicadas
para a caracterizacdo de proteinas apds realizar a separacdo das mesmas pela
técnica de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE), uma vez
que exige proteinas previamente isoladas para realizacdo de uma analise.
Basicamente, a técnica utiliza o feixe de um laser para fornecer energia as
moléculas, proporcionado sua dessorcédo, levando-as para a fase gasosa em sua
forma ibnica (DOMON & AEBERSOLD, 2006; AEBERSOLD & MANN, 2003).

No procedimento de analise, a amostra € misturada com excesso de uma
matriz organica acida que absorva a energia do laser incidente (geralmente utiliza-se
um feixe de N, altamente energético). A absor¢cdo da energia pelo laser causa a
evaporacao da matriz, sendo que o analito, resultante na fase gasosa, torna-se
ionizado via mecanismos de transferéncia de prétons em fase gasosa. Os ions
formados sédo, entédo, conduzidos até o detector por meio da aplicacdo de uma ddp
(KINTER &SHERMAN, 2000).

Além da fonte de ionizacdo do tipo MALDI, outra técnica utilizada para
identificacdo de proteinas é a ionizacao por eletrospray (ESI). Esta técnica tem como

principio transferir os ions existentes em uma solucdo para a fase gasosa. Esta
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versatilidade tem aumentado significativamente a gama de substancias capazes de
serem determinadas, possibilitando, por exemplo, que polipeptidios possam ser
analisados sem que haja sua decomposicdo. A ionizag&o por electrospray envolve a
formacdo de um spray eletrolitico, que gera pequenas gotas carregadas, e, destas,
s&o liberados os ions. E necessaria uma fonte de alta tensdo (1,0 a 7,0 kV) que
esteja em contato com a solucao contendo os eletrdlitos. Esta solucdo é bombeada
através de um microcapilar (d.i. 50 a 100 ym) com uma velocidade de fluxo da
ordem de 1 a 20 yL/min ou menores. Quando um potencial positivo é aplicado na
solucdo, os ions positivos tendem a se afastar para uma regido menos positiva, isto
€, em direcdo ao contra-eletrodo. Conforme a densidade de carga aumenta na gota,
o campo elétrico formado entre o capilar e o contra eletrodo aumenta provocando
uma deformacdo na gota que esta presa na ponta do capilar. A gota ganha forma de
um cone e permanece “presa”’ ao capilar até o momento em que a densidade de
carga na superficie da gota e o0 aumento da repulsdo entre os ions vengcam a tensao
superficial, ocorrendo a liberacdo de pequenas gotas com alta densidade de carga
(COLE, 1997).

No espectrometro de massas, a determinacdo das relacbes massa/carga
pode ser feita utilizando tanto um analisador por tempo de vb6o (TOF), bem como um
analisador tipo quadrupolo, possibilitando que ions especificos sejam selecionados e
sujeitos a fragmentacdo para posterior obtencdo de um espectro de ions
precursores. Em um quadrupolo, os ions sdo selecionados aplicando, nas barras do
quadrupolo, voltagens RF/DC, possibilitando que ocorra a inversdo de polaridade
entre as barras. Com isso, o quadrupolo passa a atuar como um filtro de massas,
permitindo apenas que 0s ions que apresentam estabilidade neste campo possam
ser selecionados. Em analisadores tipo TOF, os ions sdo separados e analisados ao
longo de um tubo de tamanho especifico de acordo com suas diferentes
velocidades. No modo Q-TOF, os ions séo inicialmente selecionados no quadrupolo,
fragmentados em uma célula de colisédo e as massas dos fragmentos dos ions séo
determinados pelo segundo analisador TOF (DOMON & AEBERSOLD, 2006;
AEBERSOLD & MANN, 2003; KINTER &SHERMAN, 2000).

Anterior a analise no espectrometro de massas, realiza-se, primeiramente, a
digestdo proteolitica das proteinas (geralmente usa-se tripsina), sendo que 0s

peptideos formados sao, entdo, misturados com uma matriz. Assim, obtém-se um
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espectro caracteristico para a proteina em questao, numa espécie de “impressao
digital” da macromolécula.

Apés a obtencdo dos espectros dos fragmentos das proteinas, é feita a
identificacdo das mesmas a partir de buscas em bancos de dados utilizando
algoritmos especificos para identificacdo de proteinas (MATRIX SCIENCE, 2014).
Este processo exige conhecimento prévio dos tratamentos aplicados ao longo do
preparo da amostra, seja na etapa de separacédo eletroforética ou durante a digestao
proteolitica das proteinas, incluindo, por exemplo, a enzima utilizada para realizar a

digestado, bem como os agentes de reducao e alquilacdo aplicados.

1.9 ESTUDO COMPARATIVO DE FARINHAS DE MILHO

Neste trabalho, um estudo comparativo entre farinha de milho transgénico
(MON 810) e ndo-transgénico foi realizado, pois a farinha € uma das principais
formas de consumo de milho em todo o mundo. Muitos estudos tém avaliado o efeito
do transgene no alimento primario, mas poucos tém avaliado o produto final. A
seguranca alimentar deve ser considerada em toda a cadeia de producdo, da
fazenda até a mesa do consumidor. Este é o produto que vai ser realmente
consumido pelos seres humanos e animais e a importancia sobre o teor nutricional é
clara. As diferencas entre culturas GM e ndo-GM no produto final € importante para
avaliar o que os consumidores estdo realmente ingerindo, ja que, a principio, todos
esses alimentos deveriam ser nutricionalmente os mesmos. Além disso, é importante
avaliar a seguranca desses alimentos. Exceto para a caracteristica expressa pelo(s)
gene(s) modificado(s) ou introduzido(s), ndo h& diferencas entre as plantas
geneticamente modificadas e as convencionais. Do ponto de vista protedmico, a
Unica diferenca esperada entre a farinha de milho transgénico e a farinha de milho
ndo transgénico deveria ser a presenca da proteina CrylAb. O objetivo deste
trabalho € encontrar as diferencas (em proteinas e metais) entre transgénica e
farinha de milho néo-transgénico, considerando a modificacdo genética (MON810) e

as condi¢cdes ambientais no Brasil.
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2 OBJETIVO

Comparar duas amostras de farinha de milho (uma transgénica e uma nao
transgénica) comercializadas no Brasil através de estudo protedmico e da

concentracdo de metais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Detectar e quantificar o evento (MON810) de transgenia presente na amostra
de cada produto, assim como a auséncia dele através da técnica de PCR.

- Adaptar o protocolo de preparacéo de gel 2D de semente soja para a farinha

de milho.

- Identificar e avaliar as proteinas diferenciais encontradas entre a amostra

contendo OGM e a amostra ndo contendo OGM quanto a sua categoria funcional.

- Determinar os metais Al, Ba, Ca, Cr, Fe, K, Mg, Na e Zn e avaliar suas

concentracdes nos dois produtos
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3 HIPOTESE

Tanto as proteinas quanto os metais ndo devem se diferenciar em grandes
proporcdes jA que as amostras devem se manter equivalentes nutricionalmente e
nao conter alérgenos ou componentes téxicos. Uma diferenca notavel entre as
amostras demonstra que o consumidor pode estar adquirindo produtos com a

composicao nutricional diferente.
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4 METODOLOGIA

A comparagdo foi realizada através de duas ferramentas: a partir da
protedmica (avaliar a diferenca acerca das proteinas) e a partir da determinacdo da
concentracdo de metais. Uma contendo material geneticamente modificado (evento

MONZB10) e uma néo contendo material geneticamente modificado.

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Dezessete amostras de farinha de milho foram obtidas em mercados do
estado do Rio de Janeiro, regido sudeste do Brasil, pelas autoridades sanitarias
reguladoras como parte de um programa de monitoramento da legislacdo sobre
rotulagem de produtos contendo OGM. O cédigo interno e as respectivas marcas

das amostras de farinha de milho coletadas encontram-se na tabela 2.

Tabela 2. Cédigo interno (INCQS) e marca das amostras de farinha de milho coletadas.

Caédigo interno (INCQS) Marca da farinha de milho
3198 Da Roca
3199 Do Valle
919 Do Valle
920 Chinezinho
1213 Yoki
1209 Pereira
2384 Yoki
2467 Yoki
1277 Qualita
1783 Deminas
1784 Combrasil
2466 Bonamil
2278 Do Valle
2289 Mimoso
2290 Granfino
2383 Do Valle

2384 Viapaxbio
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4.2 DETERMINACAO DO GENE ENDOGENO (ZEINA) E DO EVENTO MON810

Para deteccdo de OGMs nas amostras, foram utilizados os materiais de
referéncia certificados (MRC) produzidos pelo “Institute for Reference Materials and

Measurements” — JRC-IRMM - (Bélgica) e comercializados pela Sigma-Aldrich.

A amplificabilidade do DNA extraido foi verificada através da amplificacdo do
gene zel utilizando o par de iniciadores Ze01/Ze02, tendo como alvo o gene zeina
especifico para o milho (MATSUOKA et al., 2000). A reacédo da PCR foi preparada
com 23 uL da solucdo de amplificacdo e 2uL da solucdo de DNA. Os reagentes da
solugdo de amplificagdo foram: tampéao 1X (10 mM Tris HCI pH 8,3, 50 Mm KClI),
1,5U da enzima TagDNA polimerase, 160uM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 240nM de cada
iniciador. Apds a preparacdo da PCR, os tubos foram colocados no termociclador
modelo 7400 (Applied Biosystems) que permite produzir cOpias exatas de
seguimentos especificos do DNA por meio de condicdes adequadas como
temperatura, numero de ciclos e tempo de exposicdo. O programa para 0 gene
zeina foi: desnaturacéo inicial por 3 minutos a 95°C seguida por 40 ciclos de
desnaturacdo durante 1 minuto a 94°C, anelamento durante 1 minuto a 60°C e
extensdo a 72°C por 1 minuto e extenséo final de 7 minutos a 72°C.

Amostras com sinal positivo para o gene zeina foram amplificadas para
deteccdo do evento MONB810 por nested-PCR que apresenta duas fases de
amplificacdo (ZIMMERMANN et al., 1998). A primeira fase com um volume total de
25 pL, sendo 2 pL da solugdo de DNA e a segunda fase com um volume total de 25
UL, sendo 1 pL do produto de amplificacdo obtido na 12 fase. Os reagentes da
primeira e segunda reacao foram: tampéao 1X (10 mM Tris HCI pH 8,3, 50 mM KCI),
1,5U da enzima TagDNA polimerase, 160uM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 240 nM de cada

iniciador.

As condi¢bes de termociclagem foram: desnaturagdo por 3 minutos a 95°C;
amplificacdo por 45 segundos a 95°C, 50 segundos a 60°C, 50 segundos a 72°C
com extensao final por 3 minutos a 72°C. Na 12 fase foram 35 ciclos e na 22 fase 40

ciclos.
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A visualizacdo dos produtos da amplificacdo do gene enddgeno e do evento
de milho transgénico foi realizada por eletroforese em gel de agarose (Sigma) a 2%
(p/v) contendo 3,5 pl de brometo de etidio (Promega), a uma voltagem constante
(80V durante 30 minutos e 100V para 90 minutos) imerso em tampado TBE 1X (90
mM Tris-borato, 2 mM EDTA pH 8,4) e visualizados em transiluminador de luz
ultravioleta e registrados no analisador de imagens (ImageQuant 300, General
Electric-GE Healthcare).

4.3 EXTRACAO DAS PROTEINAS DA FARINHA DE MILHO E DETERMINACAO
DA CONCENTRACAO

O procedimento de extracdo das proteinas foi realizado de acordo com o
método proposto por Sussulini et al (2007). As farinhas de milho foram congeladas
em nitrogénio liquido e maceradas com o auxilio de um almofariz e um pistilo. Para
cada 200 mg de farinha, adicionou-se 1 mL de éter de petréleo, e, entdo, o solvente
foi deixado em contato com a amostra durante 15 minutos, sob agitacdo. O solvente
foi removido com o auxilio de uma pipeta e a amostra foi novamente macerada com
nitrogénio liquido. Este processo foi repetido por mais duas vezes. A seguir, as
proteinas foram extraidas da amostra pela maceracdo desta com 20 mL de uma
solucdo contendo Tris-HCI 50 mmol L™ (pH 8,8), cloreto de potassio 1,5 mmol L™,
DTT 10 mmol L™, PMSF 1,0 mmol L™ e SDS 0,1 % (m/v). O extrato protéico obtido
foi, entdo, agitado por 10 min em banho de gelo, e os materiais insolUveis foram
removidos por centrifugacdo durante 5 min, a 5000 g e a 4 °C. O sobrenadante,
contendo as proteinas, foi coletado em tubos do tipo Eppendorf e armazenado a -20
°C. Antes da obtencdo do gel de eletroforese bidimensional e da quantificacéo das
proteinas, com o intuito de remover possiveis interferentes no processo
eletroforético (como sais e surfactantes aniénicos), o extrato protéico foi submetido a

uma etapa de precipitacdo das proteinas, empregando solucdo de acetato de



34

amonio 0,1 mol.L™ em metanol durante 12 h, a -20 °C. O precipitado protéico foi
coletado por centrifugacédo a 5000 g (4 °C) por 10 min e, em seguida, lavado duas
vezes com solucdo gelada de acetato de aménio 0,1 mol L™ em metanol, uma vez
com acetona gelada, na concentracao de 80 % (v/v) e uma vez com etanol a 70 %

(v/v), também gelado.

O precipitado protéico foi ressolubilizado em tampéo que consistiu de uma
solucdo de uréia 7 mol L™, tiouréia 2 mol L™, CHAPS 2 % (m/v) e anfélitos 0,5 %
(v/v) em pH variando de 3 a 10. Em seguida, realizou-se a centrifugacéo da solucao
resultante por 2 min a 5000 g, de modo a remover qualquer residuo sélido que ainda
permanecesse na amostra. O precipitado protéico foi quantificado utilizando o 2-D
Quant Kit (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) (BERKELMAN,1998).

4.4 SELECAO DAS AMOSTRAS

Uma amostra transgénica (T) e uma nao-transgénica (NT) foram selecionados
a partir de um critério de concentracdo de massa de proteina: a amostra que
apresentou maior concentracdo entre o grupo das amostras transgénicas e a
amostra que apresentou maior concentragdo entre o grupo das amostras nao-
transgénicas foram selecionadas. Isto porque quanto maior a concentracdo de
proteinas, menor o volume necessario para aplicar nas fitas e melhor a manipulacéo
e visualizagcdo na etapa de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida. Na
tabela 3 se observa todas as concentragfes de proteinas encontradas em todas as
amostras coletadas e marcadas com o simbolo de transgénico as amostras positivas
para o evento MON810. A marcacdo em negrito na tabela corresponde as duas

amostras escolhidas (uma T e uma NT) com as maiores concentragdes de proteinas.
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Tabela 3. Concentracdo de proteinas em todas as amostras coletadas: transgénicas
(marcadas com o simbolo T) e ndo-transgenicas.

Amostra (marca da farinha) ug de proteina/mL
A C 759,13
A M 2792,17
A G 915,65
A F 280,87
A B 867,83

D 1066,09
A 2044,35
A H 580,87
A B 741,74
A B 839,57
A E 791,74
AL 674,78
A A 1762,17
A B 957,39
A 963,48

D 578,70

D 578,70

4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE METAIS NAS AMOSTRAS
SELECIONADAS

Para a determinacdo das concentracdes dos elementos aluminio, bario,
calcio, cromo, ferro, magnésio, potassio, s6dio e zinco nas amostras transgénica e
nao-transgénica de farinha de milho utilizou-se primeiramente o procedimento de
digestado por microondas (3 gramas de farinha de milho + 2 mL de HNO3 + 3 mL de
H.O) em um programa pré-selecionado presente no proprio aparelho para alimentos
que contém gordura (como no caso do milho). A determinacdo dos elementos foi
realizada utilizando um Espectrémetro de Emissdo Optica com Fonte de Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP-OES), com configuracdo de visdo dupla (axial e

radial), marca Perkin Elmer, modelo Optima 8300, equipado com camara de



36

nebulizagdo ciclénica, nebulizador do tipo Meinhard, detector de carga acoplado
(CCD) e software operacional WinLab 32, versdo 5.3.0.0656.

As determinagOes foram realizadas utilizando a vista radial ou a axial de
acordo com a concentracdo esperada de cada elemento, a fim de evitar a saturacao
do detector. As condicbes operacionais do instrumento sdo apresentadas na Tabela
4,

Tabela 4: Condi¢cdes operacionais para o ICP-OES utilizadas na determinacdo de elementos
inorganicos nas amostras de farinha de milho transgénica e ndo-transgénica.

Parametro Valor
Poténcia incidente (W) 1300
Vazao de gas do plasma (L min™) 15
Vazao de gas auxiliar (L min™) 0,2
Presséo do nebulizador (bar) 0,65
Tempo de integracéo (s) labs
NuUmero de replicatas de leitura 3
Al: A = 396,153
Ba: A = 233,527
Ca: A =317,933
Cr: A = 267,716
Comprimentos de onda (nm)
Fe: A = 238,204
K: A = 766,490
Mg: A = 285,213
Na: A = 589,592
Zn: \ = 206,200

Para garantir a qualidade analitica foi analisado o material de referéncia
1567a — “wheat flour”, da National Institute of Standards and Technology (NIST),

com valores certificados e comparados com os valores encontrados.
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4.6 SEPARACAO DAS PROTEINAS POR 2D-PAGE

A separacdo de proteinas por 2D-PAGE foi realizada de acordo com as
recomendagOes do fabricante - GE Healthcare, Uppsala, Sweden (Berkelman,
1998). A primeira dimenséo do processo eletroforético foi executada empregando-se
uma fita de 13 cm, sendo que esta fita continha um gel de poliacrilamida onde o
gradiente de pH foi formado pela presenca de anfélitos. Neste trabalho, foi utilizada
a faixa linear de pH de 3 a 10 j4 que a de 4 a 7 ndo permitia a visualizacado de
diversas proteinas. Antes da focalizacdo isoelétrica, foram aplicados 250 uL da
amostra ressolubilizada (desta vez o tampao de ressolubilizagdo continha também
azul de bromofenol 0,002 % m/v para a visualizagdo da “corrida” durante a
focalizacao isoelétrica), contendo 800 ug de proteinas nas fitas de 3 a 10, em um
aparato sobre o qual a fita foi colocada. Esta foi reidratada a temperatura ambiente
por 12 h. Apés este periodo, a fita foi levada ao sistema focalizador e o programa
com quatro etapas foi aplicado: (1) 500 V até 500 Vh, (2) 1000 V até 800 Vh, (3)
10000 V até 11300 Vh e (4) 10000 V até 3000 Vh.

Ao término da focalizacéo, a fita foi equilibrada em duas etapas. Na primeira
delas, foram usados 10 mL de solucdo contendo uréia 6 mol L™, SDS 2 % (m/v),
glicerol 30 % (v/v), Tris-HCI 50 mmol L™ (pH 8,8), azul de bromofenol 0,002 % (m/v)
e DTT 2 % (m/v). Esta etapa € denominada de reducdo e tem como finalidade
manter as proteinas em suas formas reduzidas. Na segunda etapa, foi utilizada uma
solucéo de composicao similar, porém, o DTT foi substituido por iodoacetamida 2,5
% (m/v). Esta etapa é denominada de alquilacdo e tem como finalidade alquilar os
grupos tidis das proteinas, prevenindo que elas sejam reoxidadas durante o
processo eletroforético (BERKELMAN, 1998). Cada uma das etapas durou 15 min e

foi realizada sob leve agitacéo.

ApoOs o equilibrio da fita, foi realizada a segunda dimensédo do processo
eletroforético (SDS-PAGE). Para isso, a fita foi aplicada em um gel de poliacrilamida
13 % (m/v) previamente preparado em placa de 180 x 160 x 1,5 mm. Foi colocado
sobre o gel, ao lado da fita, um pedaco de papel de filtro contendo 8 uL de um

padrdo de massa molar contendo as proteinas B-fosforilase (97,0 kDa), albumina
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(66,0 kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbdnica (30,0 kDa), inibidor de
tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa). A fita e o papel de filtro foram
vedados com uma solugdo quente de agarose 0,5 % (m/v), de modo a garantir o
contato destes com o gel de poliacrilamida. A corrida eletroforética foi executada em
duas etapas: (1) 90 V, 25 mA gel™ e 100 W, durante 30 min e (2) 250 V, 25 mA gel™
e 100 W, durante, aproximadamente, 5 h. Apos o término desta etapa, as proteinas
foram fixadas no gel, durante 1 h, empregando-se uma solugdo contendo &cido
aceético 10 % (v/v) e etanol 40 % (v/v). Em seguida, as proteinas foram reveladas
empregando-se o corante Coomassie coloidal (Candiano, 2004), que consistiu em
uma solucéo de sulfato de amonio 8 % (m/v), acido fosfoérico 1,6 % (v/v), CBB G-250
0,08 % (m/v) e metanol 25 % (v/v). O corante ficou em contato com o gel durante 48

h e, depois, foi removido por lavagens com agua desionizada.

O gel obtido foi escaneado e sua imagem foi analisada pelo programa de tratamento
de imagens ImageMaster 2D Platinum, versao 6.0, que permite obter uma estimativa
dos pontos isoelétricos e das massas molares das proteinas separadas, bem como

calcular o numero de spots obtidos no gel de eletroforese.

Os primeiros géis obtidos seguindo exatamente o protocolo de soja podem
ser observados nas figuras 4 e 5. Nota-se que esses geéis tiveram uma resolucao
inferior além de uma corrida eletroforética ineficiente. Ja os géis com o protocolo
ajustado para as farinhas de milho (figuras 6 e 7) obtiveram uma resolu¢cdo muito
superior e uma corrida eletroforética satisfatéria podendo se visualizar os spots com

muito mais clareza.
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Figura 4. Primeira tentativa de confeccao de gel 2D-PAGE para a amostra de farinha

de milho T seguindo exatamente o protocolo de semente de soja.
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Figura 5. Primeira tentativa de confeccao de gel 2D-PAGE para a amostra de farinha

de milho NT seguindo exatamente o protocolo de semente de soja.
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Figura 6. Confeccdo de gel 2D-PAGE para a amostra de farinha de milho T adaptando o

protocolo de semente de soja.
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Figura 7. Confeccdo de gel 2D-PAGE para a amostra de farinha de milho NT adaptando o

protocolo de semente de soja.
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4.7 SEPARACAO DAS PROTEINAS POR 2D-DIGE

Para a separacdo das proteinas por 2D-DIGE, o precipitado protéico foi
ressolubilizado em um tamp&o que consiste em uma solu¢do de uréia 7 mol L-1,
tiouréia 2 mol L-1, CHAPS 2 % (m/v) e Tris-HCI 40 mmol L-1 (pH 8,8). Em seguida,
ap6s quantificagcdo, um volume correspondente a 75 ug de proteinas de cada
amostra e 75 ug do padréo interno, composto por 37,5 pg de cada amostra, foram
marcados com os corantes CyDye ™ DIGE Fluors. A reconstituicdo dos corantes foi
realizada seguindo as instrucdes do fabricante. Os corantes Cy2, Cy3 e Cy5 foram,
entdo, misturados com as proteinas, de modo que cada 75 ug de proteinas de cada
amostra fossem marcados com 400 pmol do corante selecionado. A reagao foi
realizada (em gelo) a 4 °C por 30 minutos. Foi adicionado 1 pL de lisina a 10 mmol
L-1 por 75 ug de proteina para interromper a reagdo de marcagado com incubagéo a
4 °C, em gelo, por 10 min. no escuro. As amostras (padrdo interno marcado com
Cy2 e duas amostras marcadas com Cy3 e Cy5) foram misturadas, e, em seguida, 0
volume foi completado a 250 yL com tampéo de rehidratagao, o qual € composto por
uréia 7 mol L-1, tiouréia 2 mol L-1, CHAPS 2% (m/v), anfélitos 0,5% (v/v) em pH
variando de 3 a 10, e azul de bromofenol 0,002% (m/v). O procedimento para
separacao eletroforética bidimensional em gel foi 0 mesmo como mencionado
anteriormente. O corante Cy2 € considerado um normalizador, aumentando a

confianca estatistica na quantificacdo entre os géis (Lin et al., 2012).

As imagens dos géis foram obtidas por um scanner especifico para detectar a
fluorescéncia das amostras e padrao interno, e a andlise das imagens foi realizada
com o programa DeCyder™ 2-D Differential Analysis Software v.7.0 (GE
Healthcare), que permite a deteccdo dos possiveis spots com diferenca de
expressdo entre as amostras avaliadas. Com este procedimento foram feitas trés
replicatas para as amostras de farinha de milho. A imagem obtida neste trabalho do

gel 2D-DIGE com seus corantes esta representada na figura 8.
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Figura 8. Spots diferencias marcados em gel 2D-DIGE de amostras de farinha de milho
transgénico e ndo-transgénico - 75 ug de proteina aplicado na fita.
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4.8 DIGESTAO PROTEOLITICA E IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS POR
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Primeiramente, o0s spots de proteinas a serem caracterizados por
espectrometria de massas foram recortados do gel de poliacrilamida e cada um

deles foi colocado em um pocinho de uma placa, denominada Zip Plate (Millipore),
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na qual foi realizada a digestao triptica. A digestéo triptica foi realizada com o uso de
um kit especifico (In-Gel Digestze Kit) que, além de digerir a proteina, purifica os

peptideos obtidos.

As andlises dos peptideos presentes nos digestos protéicos por LC-MS foram
realizadas em um cromatégrafo Waters nanoAcquity UPLC acoplado a um
espectrometro Waters Synapt HDMS, equipado com fonte de nanoESI. Tipicamente,
2 a 5 pL de amostra aquosa foram injetados pelo auto-injetor do sistema UPLC e
direcionados a uma pré-coluna (Waters Symmetry Cig, 20 mm x 180 uym d.i.,
particulas de 5 pm), onde foram dessalinizadas por 3 min com fluxo de 5,0 yL min™
de 97:3 H,O/MeCN com 0,1% &cido férmico v/v, sendo entédo transferidas para a
coluna analitica (Waters BEH130 C;5, 100 mm x 100 pm i.d., particulas de 1,7 um) e
eluidas com com fluxo de 1,0 uL min™ de acordo com o seguinte gradiente linear

mostrados na tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas do gradiente linear de elui¢ao.

Tempo % A % B
(min) (H,O com 0,1% &cido férmico v/v) (MeCN com 0,1% &cido férmico v/v)

0 97 3
5 85 15
10 65 35
22 40 60
26 3 97
28 97 3

30 97 3
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A deteccdo dos peptideos foi feita de forma online pelo espectrébmetro de
massas, configurado para operar em modo de aquisicdo dependente de dados
(DDA), contendo uma funcéo de MS (fullscan de m/z 200 a 2000), trés funcdes de
MS/MS e uma funcéo de padrdo externo de calibracdo (lockmass). Como demais
parametros do espectrometro de massas estao voltagem do capilar 3,0 kV, voltagem
do cone 30 V, temperatura da fonte 100°C, fluxo do gas de nanoESI 0,5 L h™,
energias de colisdo das celas Trap e Transfer respectivamente em 6 e 4 eV, detector
em 1700 V. Os espectros de MS (fullscan) e MS/MS (espectro de ions fragmentos
por dissociacdo induzida por colisdo) foram adquiridos a uma taxa de 1 espectro s™.
Previamente as analises, o instrumento foi calibrado com oligbmeros de acido
fosférico (solugdo de H3PO,4 0,05% viv em H,O/MeCN 50:50) de m/z 90 a 1960.

Argdnio a uma presséo de 9,7.10° mbar foi utilizado como gés de coliséo.

4.9 PROCESSAMENTO DAS CORRIDAS DE LC-MS E BUSCA EM BANCO DE
DADOS

A identificacdo das proteinas foi feita utilizando os dados gerados pelo
espectrometro de massas juntamente com o programa Mascot. Os espectros obtidos
no formato “.pkl” (extens&o de arquivo fornecida pelo aparelho) foram processados
por meio do programa Mascot Distiller, os quais foram convertidos no formato “.mgf”,
compativel para o0 processo de identificacio no Mascot Server
(http://www.matrixscience.com). As buscas foram realizadas em bancos de dados
nao-reduntantes, usando os seguintes parametros: bancos de dados do NCBI, os
quais contem proteinas gerais e com sequéncias nao-idénticas, e Zea mays, o qual
€ especifico para proteinas de milho; um sitio de clivagem; digestdo com tripsina,
carbamidometilacdo como modificacdo fixa; oxidagdo em metionina como

modificacdo variavel e erro, em massa, de 0,1 Da.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTE DE METODOS DE QUANTIFICACAO DE PROTEINAS E DIFERENTES
EXTRACOES

Foram testados dois métodos de quantificacdo de proteinas: 2D-Quant e
Bradford. Além dessa variavel, também foram testados diferentes volumes de
tampdao extrator e diferentes proporcdes de extrato (amostra) e solucao precipitante
(acetato de aménio). Os valores encontrados e as variaveis testadas encontram-se

na tabela 6.

Tabela 6 — Resultados de concentracdo de proteinas obtidos apdés mudangas de trés
variaveis (volume do extrato, volume do tampao extrator e proporcdo de extrato e solgucéo
precipitante.

Bradford 2D Quant

Amostra de Volume Volume de Proporgéao
farinha de extrato (mL) tampéo extrato:acetato pg/mL
milho extrator (mL) de aménio
(4 gramas)
5 30 1:5 1601,6 2012,5
5 15 1.5 2721,6 2500,0
1 5 30 1:3 881,6 1575,0
5 15 1:3 2513,6 21125
10 30 1:1 1801,6 2575,0
5 30 1:5 497,6 1237,5
2 5 30 1:3 713,6 1050,0
10 30 1:1 1049,6 1737,5

O valor das variaveis escolhidos foram aqueles que apresentaram tanto a
maior concentracdo de proteinas quanto menor diferenca entre os métodos de
quantificacdo. Logo, o escolhido foi: 5 mL de extrato, 15 mL de tampao extrator e

proporcao extrato:acetato de aménio 1:5.
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5.2 PROTEOMICA COMPARATIVA DE FARINHA DE MILHO TRANSGENICO E
FARINHA DE MILHO NAO-TRANSGENICO

Para a protebmica comparativa, a eletroforese 2D € uma plataforma que
permite a analise de mapas de proteinas com alta resolucdo. No entanto, as
caracteristicas intrinsecas da técnica (sistemas de eletroforese, as estratégias de
preparacdo de amostras, possivel identificacdo de varias proteinas a partir de um
ponto) e as variacdes naturais podem influenciar a comparacédo (BRANDAO et al.,
2010). Portanto, para assegurar a repetitividade e reprodutibilidade
(consequentemente a homogeneidade da farinha), seis géis de cada amostra foram
confeccionados por 2-D PAGE antes do procedimento de 2-D DIGE. Com um
programa de analise de imagem (Master 2D Platinum 6.0), trés spots marcadores
iguais de cada gel foram escolhidos e uma alta porcentagem de equivaléncia foi
alcancada (> 70%), indicando que obteve-se géis alinhados e sem distor¢des. Em
seguida, a técnica de 2-D DIGE foi utilizada para visualizar as diferencas nos perfis
proteicos de farinha de milho T e NT, expresso como o resultado de trés réplicas
biologicas. A técnica de 2D-DIGE, associada a ESI-QTOF MS/MS foi utilizada para
visualizar a expressdo dos perfis proteicos em amostras de farinha de milho

transgénico e farinha de milho ndo-transgénico.

A Figura 9 mostra o gel de eletroforese diferencial em gel bidimensional
(DIGE) de farinha de milho transgénico e farinha de milho n&o-transgénico. Em
vermelho, estdo marcados 0s spots correspondentes as proteinas sub-expressas, ou
seja, mais expressas na farinha nao-transgénica, e, em azul, estdo mostrados os
spots correspondentes as proteinas sobre-expressas, ou seja, mais expressas na
farinha transgénica. O fator de regulacao foi considerado como sendo = 2,0 (100 %
de variacao), conforme determinado pelo programa de analise de imagens Decyder
2D software, e considerando diferencas estatisticamente significantes na expressao
(p £ 0,05, de acordo com o teste t de Student). Mais detalhes sobre este
procedimento podem ser encontrados na literatura (ARRUDA et al., 2011). Esta
técnica permite que duas amostras possam ser executadas no mesmo gel, evitando

os efeitos de eletroforese que sao frequentemente observados em 2-D PAGE.
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De acordo com os dados obtidos pelo software, um total de 99 possiveis
spots protéicos foram diferencialmente expressos, levando em consideracdo uma
variacdo de expressao ao nivel de 100 % (2,0). Deste total, 46 foram sobre-
expressos, ou seja, foram mais expressos na farinha de milho transgéncia e 53
foram sub-expressos no gel, ou seja, menos expressos na farinha de milho
transgénica. Destes 99 spots apresentados pela técnica de 2-D DIGE, 64 puderam
ser encontrados no gel preparativo de 2-D PAGE para identificacdo das proteinas
por espectrometria de massa. Isto pode ter ocorrido, pois a 2-D DIGE é uma técnica
mais sensivel do que a 2-D PAGE e mais spots podem ser detectados / visualizados
em 2-D DIGE do que em 2-D PAGE. A informacao estatistica sobre os testes t e a
propor¢cdo média do volume dos spots de proteinas identificadas estdo descritas na
Tabela 7.

Figura 9. Andlise por 2-D DIGE (faixa de pH entre 3 e 10) para farinha demilho transgénico (MON810)
e nado-transgéncia. Em vermelho estdo marcadas as proteinas sub-expressas e, em azul, as sobre-
expressas. Os nimeros sdo relacionados as identificacdes das proteinas (Ver tabela 7).
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Figura 10. Exemplo de um spot (nimero 91) com variagdo de abundancia entre as amostras de
farinha de milho T e NT. A area delimitada pelo software, com coloracdo amarela, mostra o spot com
variagdo de abundancia.

Gel da farinha de milho ndo-transgénica Gel da farinha de milho transgénica
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Figura 11. Triplicatas das amostras de farinha de milho NT e T.
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As Figuras 10 e 11 mostram um exemplo de um spot (nimero 91) proteico
obtido com diferenca de abundancia neste trabalho. A Figura 11 leva em
consideracao as trés replicatas avaliadas entre as amostras. A area dos spots esta
delimitada em amarelo. O nivel de diferenciacdo de abundéancia entre esse spot

exemplificado encontra-se na Tabela 7.

O programa DeCyder™ 2-D Differential Analysis v.7.0 (GE Healthcare) foi
utilizado para as andlises comparativas das imagens dos geéis referentes aos
corantes fluoroforos misturados as amostras de farinha demilho transgénico e nao-
transgénico. Este software utiliza um algoritmo de co-deteccdo que detecta
simultaneamente spots protéicos marcados em diferentes imagens presentes em um
mesmo gel. Esta co-deteccdo aumenta significativamente a precisdo no estudo
protebmico comparativo, ou seja, areas equivalentes de cada imagem podem ser
comparadas de forma mais exata (KARP et al., 2004; FODOR et al., 2005). Sendo
assim, a deteccao dos spots a partir do programa utilizado permite apenas a selecao
automatica dos spots ndo sendo possivel nenhuma edicdo manual, seja na adi¢ao

de spots ou quanto a regido delimitada nos mesmos (KARP et al., 2004).

A vantagem deste modo baseia-se no fato de que, como duas amostras séo
corridas no mesmo gel, a delimitacdo das areas dos spots correlacionados entre as
amostras € a mesma. Entretanto, uma possivel limitacdo deste modo de selecéo é
gue alguns spots podem ser delimitados de forma incorreta na imagem do gel. Isto
pode ser evidenciado observando-se o spot 91 (Figura 10), onde a area delimitada
para o spot na amostra ndo-transgénica seria maior quando comparado a area que

seria delimitada manualmente.

Desta forma, é possivel dizer que o numero de spots diferenciais entre as
amostras analisadas poderia ser diferente (tanto para mais quanto para menos)
levando em consideracdo a possivel edicdo manual dos spots detectados pelo
programa utilizado, seja na inser¢cao ou remocao de spots bem como na corre¢ao

das areas delimitadas pelo software utilizado.



Tabela 7: Caracterizacdo das espécies de proteinas identificadas que demonstraram diferenca na abundancia usando um fator de regulacéo de 2,0 (100% de variacao).

Spot Nome da proteina Acesso teéfilé(':g l\(/IDa) obsef\:;';/lol\s/l(Da) '\:;S;Zt CO?;‘)’;UFQ s,;lqoupeenpctil’:ggsb ttest TEE}E%?
Categoria funcional: Doenga/defesa
1 E'izgfgr‘]etica' B SO DAL T Dl E e e T 0i[242066550 6.07/65,470 5.62/53683 63 5 3 0.0007 263
6 LOC100285569 [Zea mays] - “Heat shock protein STI” gi[226531388 6.26/65,791 6.52/63220 315.9 22 11 1.3x10°% 2.97
7 E'izgf;?]e”ca' P SERET DR AR E83 bRl |[SErE 4i[242066550 6.07/65,470 6.50/63629 55 5 3 8.6 x 10* 2,93
9 [Lzoewa 2::;”'“ weight heat shock protein precursor gi|162458147 6.47/23801 6'?%2?029 130 23 6 0.0007 2.70
29 E‘c’(p)f;';]e”‘:a' P SO DA [P gersed [l 0i[242065900 6.79/24,208 5.79/33,217 82 6 1 8.9 x 10* 223
35 E‘c’(p)f;';]e”‘:a' P SO DA [P gersed [l 4i[242065900 6.79/24,208 6.34/29,131 80 6 1 8.9 x 10* -2.23
69 Pathogenesis-related protein 2 [Zea mays] gi|105990543 4.70/17,101 4.2/15,571 77 5 1 0.0012 4.03
70 ll;:)égi)ér:]etical L SO DL AP [l T 4i[242065900 6.79/24,208 4.03/16,155 300 6 1 8.9 x 10* 223
80 TPA: heat shock protein 70 [Zea mays] 0i|414868557 5.13/71,447 4.83/17,210 113 17 9 0.0016 -3.23
89 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 4A [Zea mays] 0i|162462586 5.46/15,079 5.81/17,329 66 8 1 0.0013 -2.70
90 Putative glutathione peroxidase [Zea mays] 0i|226501294 6.59/18,619 5.76/16,531 102 20 3 0.0015 -3.30
94 Lactoylglutathione lyase [Zea mays] gij226500150 5.49/15,084 5.31/15,411 60 10 1 8.9x10* -4.20
Categoria funcional: Energia
37 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Zea mays] 0i]293889 6.25/26,486 6.66/33,022 92 10 2 8.9x10* -3.00
38 malate dehydrogenase [Zea mays] 0i|195628708 7.63/35,669 6.87/33,217 75 10 3 7.7x10* 3.20
Categoria funcional: : Metabolismo
39 hypothetical protein precursor [Zea mays] 0i|226491894 7.11/34,443 6.96/27,909 197 47 12 1.7x10°% 2.50
40 hypothetical protein precursor [Zea mays] 0i[226491894 7.11/34,443 6.80/27,738 477 54 14 1.2x10° 2.14
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Tabela 7 (Continuacéo)

Spot Nome da proteina Acesso ’p'I/MM PUMM Masct':\t Cobertura N pept'l' deosb t-test Razdo médica
teoricos (Da) observados (Da) score (%) sequenciados do volume

Categoria funcional: Transporte intrecelular

21 hypothetical protein ZEAMMB73_176599 [Zea mays] 0il413945376 5.48/50,339 5.75/45291 55 22 9 1.2x10° 2.26
Categoria funcional: Transdugéo de sinal

25 14-3-3-like protein GF14-6 [Zea mays] 0i|195635799 4.84/30,985 4.46/29,131 393 50 12 7.0x10* 2.90
Categoria funcional: Sintese de proteinas

28 elongation factor 1-beta [Zea mays] 0i|195618244 4.55/23,440 4.29/27,134 77 24 4 12x10°% 3.00

36 ribosome-inactivating protein [Zea mays] 0i|58803213 6.02/33,401 6.17/31,753 105 18 6 9.3x10* -2.97

63 eukaryotic translation initiation factor 5A [Zea mays] gi|162458009 5.61/17,714 3.51/17,630 86 26 3 9.3x10* 3.14
Categoria funcional: Estrutura celular

74 profilin-5 [Zea mays] 0i|162461296 4.59/14,219 4.14/13,195 99 24 2 7.0x10* -3.75

76 profilin-5 [Zea mays] 0i[162461296 4.59/14,219 4.05/12,718 55 24 2 1.2x10° 3.33
Categoria funcional: Destino e armazenamento de proteina

93 E);gzr;'?;;esr]ase Tla{er B CONERIE POEEEAE  aomamsang 5.78/18,783 5.63/16,940 198 49 7 15x10° 419
Categoria funcional: Crescimento/divisao celular

26 TPA: rab28 protein [Zea mays] gi|414864900 4.54/28,391 3.99/30,653 383 55 9 9.5x10* 2.22

34 embryonic protein DC-8 precursor [Zea mays] 0i|226497424 6.16/33,552 6.35/30,653 74 20 5 1.7x10°% -2.60
Categoria funcional: Sem classificacao

22 desconhecida [Zea mays] 0i|219885633 5.10/71,517 5.83/41,527 121 15 8 9.5x10* 2.29

91 desconhecida [Zea mays] 0i|194696816 6.30/16,531 6.12/15,824 76 10 1 7.0x10* 4.49

95 uncharacterized protein LOC100279055 [Zea mays] 0i|226530955 5.42/18,806 5.39/15989 209 34 4 1.7x10°% -4.49

96 desconhecida [Zea mays] 0i|194696816 6.30/16,531 6.70/14,500 97 32 4 7.0x10* -4.61

Score é uma medida de significancia estatistica de equivaléncia.
PPorcentagem de cobertura da proteina pelos peptideos identificados.

“Uma razdo positiva ou negativa representa um relativo acréscimo ou decréscimo, respectivamente, na abundancia das espécies de proteinas da farinha de milho T comparada a NT.
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5.3 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS E SUA AVALIACAO FUNCIONAL.

Sessenta e quatro spots de proteinas provenientes do gel de 2-D PAGE
foram levados para a espectrometria de massa para identificacdo das
proteinas. Utilizando o programa Mascot para encontrar nas bases de dados a
identidade das proteinas a partir da sequéncia de aminoacidos, geraram-se
varias identificacbes possiveis para alguns dos spots. O critério utilizado para
selecionar a proteina mais provavel foi baseado nos scores e coberturas mais
altos. A partir dos 64 spots diferenciais identificados, 34 possuiam bons indices
de score e cobertura, mas apenas 30 puderam ser combinados e confrontados
com seus respectivos pl (ponto isoelétrico) e MM (massa molecular) teéricos e
experimentais (Tabela 7). Assim, 53% dos spots presentes no gel foram
identificados na base de dados, mas 46% foi identificado com sucesso como
proteinas de milho (Zea mays) ou como homélogos de proteinas de outros
cereais como sorgo (Sorghum bicolor), podendo assim ser considerado. Isto
indica que uma boa eficiéncia foi alcangcada na identificacdo de acordo com
estudo anterior (XU et al., 2006).

A MM observada da “low molecular weight heat shock protein precursor”
(precursor da proteina de choque térmico de baixo peso molecular - spot 9)
apresenta um valor cerca de trés vezes maior do que a sua MM tedrica. Pode-
se explicar este fato devido a possivel formacdo de um trimero, que consiste
em trés subunidades idénticas (HAUSER & PAULSSON, 1994). O “eukaryotic
translation initiation factor 5A” (fator 5A de iniciacdo de traducéo de eucariotos -
spot 63) tem a mesma MM tedrica e experimental, porém pl diferentes,
indicando uma possivel isoforma desta proteina. A proteina de choque térmico
70 (spot 80) mostra uma MM observada quase quatro vezes menor do que o
sua MM teodrica e uma boa pontuacao (113) de cobertura. Provavelmente, um

fragmento desta proteina foi detectado.
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Figura 12. Gréfico representando a distribuicdo funcional das espécies de proteinas (em %)
identificadas nas abundéancias diferenciais entre as farinhas de milho NT e T.

Incerta
13%

Destino/Armazenamento
3%

Crescimento/Divisdo \

celular
7%

Metabolismo
7%

Sintese de proteinas
10%

Estrutura celular '

Transdug@o de sinal
3%

Doenc¢a/Defesa
40%

Energia

7%

Transporte intracelular
3%

As proteinas identificadas foram classificadas em categorias de acordo

com suas atividades biolégicas (BEVAN, et al.,1998; UNIPROT, 2013) (Tabela

7 e Figura 12). Neste trabalho, 40% (12 pontos) das proteinas foram

relacionadas com a funcdo de doenca/defesa, 7% (2 pontos) com energia, 3%

(1 ponto) com o transporte intracelular, 3% (1 ponto) com a transducdo de

sinal, 10% (3 pontos) com a sintese de proteina , 7% (2 pontos ) com o

metabolismo , 7% (2 pontos) com a estrutura celular, 3% (1 ponto) com o

crescimento / divisédo celular, 3% (2) com destino e armazenamento de proteina

e, finalmente, 13% (4 pontos) das proteinas tiveram uma classificagdo incerta,

nao ficando muito clara sua classificacao devido a falta de informacgéo sobre as

mesmas.
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Insercbes de um unico gene podem afetar um numero limitado de
proteinas, como por exemplo, um numero de 47 spots citado em trabalho
anterior realizado por Arruda e colaboradores (2013). Em contraste, um grande
namero de alteracdes de proteinas potenciais pode ser esperado como
resultado de mudancas ambientais significativas. Neste trabalho, obteve-se um
namero significativo de 99 spots na diferenca (utilizando um fator de regulacdo
de 2,0) entre as farinhas de milho T e NT. Este resultado é duas vezes maior
gquando considerada apenas a modificacdo genética, como no trabalho
anteriormente citado. Isto pode ser corroborado com um estudo utilizando
sementes de arroz onde se mostrou que um namero significativo de proteinas
foi diferencialmente regulado tanto pelo ambiente quanto pela modificacéo
genética. Os niveis de aproximadamente 21 proteinas foram diferencialmente
moduladas como consequéncia da influéncia do meio ambiente, enquanto 22
proteinas expressas diferencialmente foram encontrados em sementes T, em
comparacdo com a sua linhagem NT (BARROS et al., 2010). Assim, metade
das proteinas € devido a modificacbes genéticas e metade € devido as
condicbes ambientais. Isso mostra que o produto final consumido ndo é
nutricionalmente o mesmo entre si, como 0S consumidores esperam. A
diferenca é clara e pode ser atribuida a modificacdo genética e/ou influéncia
ambiental, sendo também evidente quando se leva em conta o estudo

protedmico.

A principal categoria funcional de proteinas encontrada (40%) foi a
categoria doenca/defesa, tais como um estudo sobre identificacdo de proteinas
reguladas por ABA (acido abscisico) em resposta a seca e estresse ao calor
em raizes de milho. Eles caracterizaram 26,32 % das proteinas nesta mesma
categoria de doenca/defesa e consideraram altamente abundantes (LIU et al.,
2013). As proteinas identificadas nesta categoria ndo puderam ser associadas
com a modificacdo genética, pois sete spots estao relacionados com a farinha
de milho transgénico e cinco spots com a farinha de milho NT. Algumas dessas
proteinas podem resultar do mecanismo de defesa induzido pelo estresse
mecanico sofrido durante a colheita e também pelo processo de obtencdo da
farinha (BEN THABET et al., 2010).
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Um percentual de 13% das proteinas ndao puderam ser classificadas
devido a falta de informacao. No website UniProt Knowledgebase existem cinco
tipos de evidéncias para a existéncia de uma proteina: 1. Evidéncia em nivel de
proteina propriamente dito; 2. Evidéncia em nivel de transcricdo; 3. Inferida a
partir da homologia; 4. Prevista e; 5. Incerta. Este percentual de 13% das
proteinas encontradas foi inserido na classificacdo incerta ou prevista, o que
significa que ainda ndo ha estudos suficientes sobre elas, ndo podendo ser

classificadas até o presente momento.

Este estudo mostra que existem diferencas protedbmicas entre as farinha
de milho T e NT comercializadas no Brasil. Esta diferenca pode ser atribuida a
modificacdo genética e/ou as influéncias do meio ambiente. Observagdes
anteriores na literatura indicaram que os efeitos nao intencionais de transgenes
tém muito pouco impacto, sobretudo quando comparado com as grandes
diferencas observadas entre as linhagens produzidas pelo melhoramento
convencional (LEHESRANTA et al., 2005; BAUDO et al., 2006; CATCHPOLE
et al., 2005) ou em resposta a variacdo ambiental (BARROS et al., 2010; COLL
et al. 2010; ZOLLA et al., 2008). Os autores também defendem a ideia de que
as diferencas entre as duas variedades convencionais sdo maiores do que

aguelas entre uma variedade GM e sua contraparte nao-GM.

Vale ressaltar que nenhuma toxina ou proteinas alergénicas foram
encontradas, como, por exemplo, a proteina de transferéncia de lipideos (LTP)
(PASTORELLO et al., 2000; PASTORELLO et al.,, 2003; NAKAJIMA et al.,
2007), thierodoxin (WEICHEL et al., 2006) ou a 50 kDa protein (PASINI et al.,
2002).
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5.4 CONCENTRACAO DE METAIS NAS FARINHAS DE MILHO
TRANSGENICO E NAO-TRANSGENICO.

Neste trabalho, foram determinadas as concentracdes dos elementos Al,
Ba, Ca, Cr, Fe, K, Mg, Na e Zn nas farinhas de milho transgénica e néo-
transgénica para simples comparacdo entre dois produtos liberados para
consumo humano. O resultado obtido encontra-se na tabela 8. Para essa
andlise, utilizou-se o material de referéncia SRM 1567a - Wheat Flour da
National Institute of Standards and Technology (NIST). As recuperacfes
encontradas foram 100%, 82% e 77% para Na, Mg e K, respectivamente,
mostrando bons resultados e uma analise confiavel. O resultado encontrado
com maior diferenca foi a concentracdo de ferro. Enquanto a farinha NT
possuia 3,191 mg.kg™ de ferro, a farinha T apresentou um valor de 64,018, isto
€, um valor aproximadamente 20 vezes maior para a farinha T. A farinha NT
(que continha em sua embalagem a informacéo de ser enriquecida com ferro e
acido fdlico), neste caso, ja seria condenada pela ANVISA pela Resolucdo
RDC n° 344, de 13 de dezembro de 2002 em que é obrigatéria a adicdo de
ferro e de acido félico nas farinhas de trigo e nas farinhas de milho pré-
embaladas na auséncia do cliente e prontas para oferta ao consumidor, as
destinadas ao uso industrial, incluindo as de panificacdo e as farinhas
adicionadas nas pré-misturas, devendo cada 100g de farinha de trigo e de
farinha de milho fornecerem no minimo 4,2 mg (quatro virgula dois miligramas)
de ferro e 150 mcg (cento e cinquenta microgramas) de &cido félico (BRASIL,
2002).

O Ba, Na e Zn nado apresentaram diferencas consideraveis entre as
amostras. O Ca e Cr obtiveram concentra¢cdes mais altas na amostra NT. O Al,
K e o Mg foram mais altos na amostra T. Um estudo realizado avaliou o
consumo de Al por homens adultos nos EUA e revelou que o consumo
estimado de aluminio é de 8,2 mg/dia (WHO, 1997). Com base neste valor, os
resultados apresentados neste trabalho indicam uma baixa concentragéao de Al.
Em gréos e cerais a faixa de concentracdo de Cr encontrada varia de 0,04 a
0,22 mg.kg™® (ATSDR, 2000; WHO, 1988) revelando que as farinhas de milho
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analisadas possuem baixas concentracdes. Mas esse resultado ndo pode ser
considerado como conclusivo, pois os valores no qual a legislacdo se baseia
para permitir ou condenar encontra-se como Cr(lll) ou Cr (VI), j& que sua
toxicocinética sdo diferentes. Apesar da discussao acerca da concentracdo de
metais em alimentos o0 mais importante seria um estudo futuro de
biodisponibilidade dos mesmos e também um estudo sistemético para avaliar
0os teores de metais em produtos T e NT j& que, neste trabalho, foram

analisadas somente as amostras que geraram os géis bidimensionais.

Tabela 8. Comparacdo da concentracdo de elementos traco e macronutrientes entre farinhas
de milho ndo transgénica (NT) e transgénica (T). Em negrito encontram-se as maiores

concentracdes, comparativamente.

Elemento quimico Farinha NT Farinha T
mg.kg™ mg.kg™
Al 1,250 + 0,835 3,202 + 2,480
Ba 0,063 + 0,026 0,085 + 0,010
Ca 22,892 + 8,044 11,809 + 2,381
Cr 0,073 £ 0,060 0,025 + 0,008
Fe 3,191 + 1,726 64,018 * 4,996
K 702,575 + 1,546 1262,258 + 1,587
Mg 113,469 + 2,702 325,806 * 6,288
Na 1,927 + 0,896 1,685 + 0,655
Zn 4,475 + 2,537 3,869 + 0,593
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, na principal diferenca encontrada, as proteinas
pertenciam a classificacdo de categoria funcional “doenga/defesa” com 40%
seguida da classificagdo “incerta” com 13%. Isto pode sugerir que os produtos
consumidos ndo sdo 0s mesmos, porém, as diferencas ndo séo perigosas para
a saude e o alimento pode ser considerado seguro. Nenhuma toxina ou
proteinas alergénicas foram encontradas. Além disso, o resultado deste
trabalho estd de acordo com estudos anteriores sobre transcriptoma e
metaboldmica, onde os resultados néo foram diretamente atribuidos ao evento
transgénico MON810 (IOSET et al., 2007).

Os potenciais efeitos indesejados mostrados poderiam muito bem cair
dentro da variabilidade natural que existe entre linhagens de milho e que foi
além do escopo deste estudo, tais como diferentes variedades, ou diferentes
locais e climas. Por este motivo, 0o objetivo do estudo incidiu sobre o produto
final. A investigacdo sobre o controle de qualidade em diferentes produtos é
um importante requisito tanto para uso industrial quanto para 0 consumo
(POMPA et al., 2013).

Os dados apresentados servem como um estudo exploratério sobre o
uso da técnica de protebmica para a seguranca ou até mesmo uma simples
comparacao entre diferentes farinhas de milho comercializados no Brasil. O
uso da tecnologia protedmica para essa finalidade deve ser considerado caso-
a-caso, devido a complexidade e duracdo dos ensaios e sua importancia é

positiva para os alimentos GM.

As amostras apresentaram grandes diferencas também na concentracao
dos metais Al, Ca, Cr, Fe, K e Mg. Ambos os resultados indicam que ao
adquirir os produtos (as farinhas de milho) no mercado, isto néo significa que

sejam nutricionalmente os mesmos.
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ABSTRACT

Genetically modified food is a major concerns in the world due to the lack information
concerning safety and health effects. This work evaluates, at proteomic level, the
difference between two different samples crops: transgenic (MON810 event with
CrylAb gene that confers resistance to insects) and non-transgenic maize flour
commercialized in Brazil. The 2-D DIGE technique shows 99 differential spots which
were collected in 2-D PAGE gel and identified by mass spectrometry (nESI-QTOF
MS/MS). The abundance of protein differences from transgenic and non-transgenic
samples may arise from genetic modification or environmental influence pertaining to
commercial sample. The major functional category of proteins found is related to
disease/defense and although differences are found between samples, no toxins or

allergic proteins are found.

Keywords: Zea mays, Maize, Genetically modified organisms, MON810, 2-D DIGE,

Mass spectrometry
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1. Introduction

Biotech crops, including genetically modified organisms (GMO), are the fastest adopted
crop technology in recent history due to its benefits as contributing to the alleviation of
poverty and hunger, for example. However, there is little information about the

transgenic food in the literature®.

In this scenario, Brazil ranks second, losing only to the USA in worldwide biotech crops
cultivation, with 36.6 million hectares, and is emerging as a global leader. Of the crops

worldwide, maize (Zea mays) occupies the second place just behind soybean®.

In Brazil, many events of genetically modified (GM) maize are authorized since 2007.
MONS810 event is one of them and it was the first ones of maize that MAPA, a Brazilian
public agricultural sector institution, allowed to be commercialized in the country?. It is
a Zea mays line known as YieldGard from Monsanto Company. The characteristic of
MONS810 is the inserted gene CrylAb derived from the Bacillus thuringiensis bacteria.
The product of expression of CrylAb gene is the CrylAb protein which produces the Bt
toxin and it is poisonous to insects in the Lepidoptera order, including Spodoptera
frugiperda and Helicoverpa zea, very common in tropical areas®. In its free form, Bt
toxin is a so-called protoxin. It is not active and is therefore harmless. The characteristic
of the toxin is that it becomes active only when it ends up in the stomach and intestinal
tract of certain insects. The stomach enzymes of the insects cut off a piece of the Bt
toxin, which will convert the protoxin into an active toxin. Once activated, the Bt toxin
attaches itself to the cell membranes in the stomach and intestinal canal of the insect.

There, it upsets the composition of the cell membranes — the cells are ruptured and start
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leaking. The cells break, and the stomach and intestinal tract can no longer function

properly®*.

The GM food is a target of concern due to unintended effects that could be dangerous to
human health®. The main study proposed to evaluate the safety of GM derived food is
the "substantial equivalence” concept. It is an internationally recognized standard that
measures whether a biotech food or crop shares similar health and nutritional
characteristics with its conventional counterpart. Biotech foods that are substantially
equivalent have been determined to be as safe as their conventional counterparts®®, If
there is a non-complete correspondence between the new GM food and any existing
organism, the modified organism is not necessarily considered as dangerous to human

health, but further considerations about safety are required.

In view of these facts, proteomic is an important tool to improve the concept of
substantial equivalence. Comparison based only in centesimal compositional is not
enough to answer questions about the differences between food. The proteome is
defined as the entire complement of a genome and the result of genetic expression,
ribosomal synthesis, and proteolytic degradation®. Proteins are of special concern for the
safety assessment because they could be toxins (e.g., phytohemagglutinin), antinutrients
(e.g., protease inhibitors) and allergens, or they may be involved in their synthesis.
Moreover, contrary to the genome, which is constant for an organism, the proteome is
highly dynamic and depends on cell cycle, environmental influences, and tissue/cell
type®®. Previous studies'®** found differences between GM and non-GM lines in potato
and soybean seeds in proteomic level when they consider only the genetic modification.

Yan et al*?

studied that the differences result from genetic modification in rice can also
be influenced by environmental variation even though they are planted in the same

location. It is because a transgenic plant can have a slightly different growth conditions
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(more resistant) in an ideal environment that is slightly different for the non-transgenic
counterpart (more susceptible). The effects of environmental growth conditions on the
rice proteome are not significantly different than effects caused by a single gene

insertion®®,

In this work, a proteomic comparative study between transgenic (T) and non-transgenic
(NT) maize flour was performed because it is highly consumed all over the world.
Many studies have evaluated the effect of the transgene on the primary food but few of
them have evaluated the final product, the so called “table product”. Food safety must
be considered from “farm-to-table”. This is the product that will be actually consumed
by human and animals and the importance about the nutritional content is clear. The
differences between GM and non-GM in final product are important to the consumers,
once that, in principle, all these food should be nutritionally the same. More than that, it
is also important to evaluate for the safety, health and nutritional concerns. From the
proteomic viewpoint, the only expected difference between T and NT maize flour
should be the presence of the CrylAb protein, which is encoded due to the gene
insertion. Then, the aim of this work is to find the differences, through proteomic
approaches, between T and NT maize flour, due to its commercial importance,
considering the genetic modification (MON810) and environmental conditions in

Brazil.

2. Material and methods

2.1 Samples

The maize flour samples were obtained from commercial market in Rio de Janeiro,

southeastern region of Brazil, by regulatory health authorities as part of monitoring
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program of labeling legislation containing GMOs. One T and one NT sample were
selected by protein mass concentration criteria. A total of fourteen samples were
collected but, in many of them, a low concentration of protein was found which may
affect the gel resolution. For this reason, the sample that has showed the highest mass

concentration in your category (T or NT) was chosen for the final gels.

2.2 Detection of MON810 transgenic event

The amplificability of DNA extracted was verified using the primers ZE01/ZEOQ2
specific to intrinsic maize gene zein (Ze 1) detection to confirm the presence and quality
of DNA extracted from maize-containing samples*. The samples with positive signal
for zein gene were analyzed for detection of the E35S promoter/hsp70 exon-intron
cassette of MON 810 maize by nested PCR using the primer pairs mgl/mg2 and
mg3/mg4 *°. The visualization of amplicon of 149bp in agarose gel indicated the

presence of MON810 maize in the sample.

2.3 Protein species extraction from maize flour and separation by 2-D PAGE

The protein extraction was carried out based on the method proposed by Sussulini et
al™®. Transgenic or NT maize flour (approximately 4 g) was frozen in liquid nitrogen
and ground for 30 min. After this step the sample was mixed with petroleum ether and
gently agitated (ca. 10 min) to remove the oils. Protein extraction was performed using
a buffer containing 50 mM tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)-HCI pH 8.8, 1.5
mM KCI, 10 mM dithiothreitol, 1.0 mM phenylmethanesulfonyl fluoride, and 0.1%

(w/v) sodium dodecyl sulfate (SDS), in a 10:1 (v/w) ratio. After the mixture had been
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centrifuged at 5,000 g for 10 min at 4 °C, the supernatant was collected and stored at
—20 °C. To precipitate the proteins for sample cleaning, a solution of 0.1 M ammonium
acetate plus methanol (1 : 5 v/v) was added to the protein extract, keeping in contact for
1 h at -20 °C. The proteins were then collected after centrifuging at 4 °C and 5000 g for
10 min, washing twice with the ammonium acetate—methanol solution, twice with cold
80% (v/v) acetone and, finally, once with cold 70% (v/v) ethanol. The proteins were
quantified by the 2-D Quant Kit (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). A total of 800 pg
of precipitated protein, as previously optimized, were resolubilized in a rehydration
buffer solution containing 7 mol L™ urea, 2 mol L™ thiourea, 2% (m/v) 3-[(3-
cholamidopropyl)dimethyl- ammonium]-1-propanesulfonate (CHAPS), 0.002% (m/v)
bro-mophenol blue and 0.5% (v/v) carrier ampholytes, and loaded onto immobilized pH
gradient strips in the 3—10 pH range. The strips were rehydrated at room temperature for
at least 12 h. The protein separation by 2-D PAGE was performed according
manufacturer’s (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) recommendations'’. For the 2-D
SDS-PAGE, the final gel concentration was 13% (m/v) polyacrylamide and the buffer
system consisted in a solution of 25 mmol L™ Tris-HCI pH 8.3, 192 mmol L™ glycine
and 0.1% (m/v) SDS. Gels were stained with colloidal Coomassie brilliant blue®,
scanned and then analyzed by ImageMaster 2-D Platinum 6.0 (GeneBio, Geneva,

Switzerland) software.

2.4 2-D DIGE analysis

2-D DIGE gels of each group of T and NT maize flour protein species were prepared in
triplicate. Protein samples were labelled according to the manufacturer’s protocol for

minimal labelling (GE Healthcare). The The protein pellet obtained after protein
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extraction was resolubilized in a lysis buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 4% (m/v)
CHAPS, and 20 mM Tris, pH 8.8, without any reducing agent), prior to dye labelling.
For labeling with CyDye DIGE Fluor minimal dyes, 75 pg (pH range 3-10) of each
sample was labeled with 400 pM CyDye DIGE Fluor minimal dyes (GE Healthcare)
and incubated on ice in the dark for 30 min. For each replicate reaction, one sample was
labeled with Cy3, the other sample with Cy5, and the internal standard with Cy2. Two T
and two NT maize flour samples were labeled with Cy5 and Cy3, respectively. For the
third replicate, the CyDyes were swapped to correct for any bias introduced by the
different fluorescence characteristics of acrylamide at the different excitation
wavelengths of Cy3 and Cy5. The internal standard, labeled with Cy2, consisted of a
pooled sample comprised of equal amounts of each T and NT maize flour sample used
for each triplicate. The Cy2 dye itself is considered to be a normalizer®, increasing the
statistical confidence for quantification among different gels. The reactions were
quenched by adding 1 puL of 10 mM lysine followed by incubation for an additional 10
min. Each labeled protein sample was diluted with rehydration solution. IEF was
performed with Immobiline Dry Strips (pH 3-10, 13 cm, GE Healthcare) at 14,600 Vh.
The final gels were scanned with an Ettan DIGE Imager Scanner (GE Healthcare) and
analyzed for proteome differences. A DeCyder Differential Image Analyzer (GE
Healthcare) was used for image analysis, spot detection, matching between the gels, and
normalization based on the pooled internal standard before quantification. A regulation
factor of 2.0 (100% variation) was chosen as determined by the DeCyder 2-D version
7.0 (GE, Healthcare) image analysis program. Differential intensity was considered to
be statistically significant based on Student’s t-test for p<0.05. After image analysis, 2-

D gel electrophoresis was performed as previously described: the gel from maize flour
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was stained with colloidal Coomassie, and the spots of interest were excised manually

and subjected to protein species identification by mass spectrometry.

2.5 Digestion of peptides with trypsin

In-gel digestion of protein spots (from 2-D PAGE) showing changes in intensity was
performed. For this task, the spots (ca. 2 mm) were manually cut from the gel and
placed on a micro-SPE plate containing peptide affinity resin using the Montage® In-
Gel digestZzP kit (Millipore, Bedford, USA). The digestion and vacuum elution
protocols were performed according to the manufacturer’s recommendations. In brief, a
dye removal step using acetonitrile was first employed, followed by trypsin digestion
(using ca. 166 ng of enzyme for each spot). Then, a clean-up step was carried out using
130 pL of 0.2% (v/v) TFA solution. Finally, purified peptides were eluted from the
resin using 20 uL of 0.1% (v/v) TFA in 50% (v/v) acetonitrile solution. For vacuum

elution, a Multiscreen® Vacuum Manifold (Millipore) was used.

2.6 Protein species identification

For nESI-QTOF MS/MS analysis, the peptides obtained by enzymatic digestion were
dried and resolubilized in deionized water. An aliquot (4.5 uL) of the resulting peptide
mixture was separated using a C18 column (Waters, Manchester, UK, BEH C18, 100

mm x 100 um) RP-nanoUPLC (nanoAcquity, Waters) coupled to a Synapt HDMS mass
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spectrometer (Waters) with a nano-electrospray source at a flow rate of 1.0 pL min™.
The gradient was 2-90% acetonitrile in 0.1% (v/v) formic acid over 40 min. The
instrument was operated using Data Dependent Analysis (DDA), in which the
equipment acquires one spectrum per second, and when multi-charged species were
detected, the three most intense species were fragmented in the collision cell (collision
energy set according to precursor m/z and charge). Spectra were acquired using

MassLynx v.4.1 software.

All mass spectra were processed into peak list format using Mascot Distiller (Matrix
Science, London, UK) and subjected to the NCBI database (checked in October 2013).
The Mascot Server 2.3 MS/MS search parameters were used for searching the protein
identity, which included oxidation of methionine as a variable modification,
carbamidomethylation of cysteine as a fixed modification, = 0.1-Da peptide and
fragment mass tolerance, and a maximum of one missed cleavage. The significance

threshold was set at p<0.05, which corresponds to a minimum score of 55.

3. Results/Discussion

3.1 Comparative proteomics of transgenic and non-transgenic maize flour

For comparative proteomics, 2D Electrophoresis is a platform that allows analysis of
protein maps with high protein resolution. However, the intrinsic characteristics of the
technique (electrophoretic systems, sample preparation strategies, possible identification

of several proteins from one spot) and natural variations may influence the
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comparisons®. Therefore, to ensure the repeatability and reproducibility (consequently
the homogeneity of flour), six gels of each sample was performed by 2D-PAGE before
the DIGE procedure. With an image analysis program (Master 2D Patinum 6.0), three
landmarkers were chosen and a high match percentage was achieved (> 70%) indicating
that aligned and undistorted gels were obtained. Then, the 2-D DIGE technique was
employed to visualize the protein profiles of T and NT maize flour, expressed as the
result of three biological replicates. Details about this procedure can be found in the
literature?*. The fact is that this technique allows two samples can be run in the same

gel, avoiding the electrophoretic effects that are frequently observed for 2-D PAGE.

In this study, the 2-D DIGE technique presented 99 differential protein spots (47 higher
and 52 lower abundant) between T and NT maize flour at a 2.0 regulation factor of
100% variation as shown in Fig. 1. Of these 99 spots, 64 could be found and collected
in the preparative gel from 2-D PAGE to identify the proteins by mass spectrometry. It
could be occurred because the 2-D DIGE is a more sensitive technique than 2-D PAGE
and more spots can be detected/visualized in 2-D DIGE than in 2-D PAGE. Statistical
information from t-tests and the volume average ratio of the identified proteins spots are

described in Table 1.

3.2 Protein identification and its functional evaluation.

Sixty-four protein spots cut from 2-D PAGE were taken to mass spectrometry to
identify the proteins. Using the Mascot program for seraching protein identification
databases generated multiple possible 1Ds for some of the spots. The criterion used to

select the most likely related protein was based on the higher scores and coverage. From
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the 64 differential spots identified, 34 had both highest scores and coverage but only 30
could be matched with its theoretical and experimental pl/MW (Table 1). Thus, 53% of
the spots present in the gel were identified in the database but 46% were successfully
identified as maize (Zea mays) proteins or as homologous of proteins from another
cereal as sorghum (Sorghum bicolor) and could be considered, indicating that there was

good efficiency achieved in this identification according to previous study?.

The observed MW of the low molecular weight heat shock protein precursor (spot 9)
exhibits a value almost three times higher than its theoretical MW. It can be explain by
a trimmer formation (three identical subunits)®. The eukaryotic translation initiation
factor 5A (spot 63) has the same theoretical and observed MW but different pl, thus,
indicating a possible isoform of this protein. The heat shock protein 70 (spot 80) shows
an observed MW almost four times lower than its theoretical MW and a good score

(113) and coverage. Probably, a fragment of this protein was identified.

The proteins identified were classified into categories according to their biological
activities?*® (Table 1 and Fig. 2). In this study, 40% (12 spots) of the proteins were
related to disease/defense function, 7% (2 spots) to energy, 3% (1 spot) to intracellular
traffic, 3% (1 spot) to Signal transduction, 10% (3 spots) to protein synthesis, 7% (2
spots) to metabolism, 7% (2 spots) to cell structure, 3% (1 spot) to cell growth/division,

3% (2 spot) to protein destination and storage and 13% (4 spots) unclear classification.

Single gene insertions may affect a limited number of proteins as a number of 47 spots
as previous work®®, in contrast, a great number of potential protein changes may be
expected as a result of significant environmental changes. In this work, a substantial
number (99 spots) showed difference (2.0 regulation factor) between T and NT maize

flour, two times more than when consider only genetic modification. It can be
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corroborate with a study by using rice seeds where a significant number of proteins
were shown to be differentially regulated by both environment and genetic
modification. The levels of approximately 21 proteins were differentially modulated as
a consequence of environmental influence, whereas and 22 differentially expressed
proteins were found in T seeds in comparison to their NT lines'®. Thus, half of proteins
is due to genetic modifications and half is due to environmental conditions. It shows
that the final product consumed is not nutritionally the same between each other as
consumers think. The difference is clear and can be attribute due to genetic modification
and/or environmental influence, being also evident when taking into account the

proteomic level.

The major functional category of proteins found (40%) was related to disease/defense
such as previous study about identification of proteins regulated by ABA (Abscisic
acid) in response to combined drought and heat stress in maize roots. They
characterized 26.32% of the proteins into this category and were highly abundant?’. To
the proteins identified, it can not be linked to the genetic modification because seven
spots were from transgenic maize flour and five spots from its counterpart. Some of
these proteins could result from the mechanism of defense induced by the mechanical

stress undergone during the collect?® and the process to obtain the final product (flour).

Some proteins (13%) could not be classified due to lack of information. In UniProt
Knowledgebase” there are five types of evidence for the existence of a protein:
evidence at protein level, evidence at transcript level, inferred from homology, predicted
and uncertain. These unclear classified proteins are in the predict and uncertain type,
which means without evidence at protein, transcript, or homology levels and the

existence of the protein is unsure, respectively.
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This study shows that there are differences between T and NT maize flour
commercialized in Brazil at the proteomic level. This difference can be attributed due to
the genetic modification and/or the environmental influences. Previous observations in
the literature indicated that unintended effects of transgenes have very little impact,
particularly when compared to the large differences observed between lines produced

10,29,30

by conventional breeding approaches or in response to varying environmental

factors™>31%,

They also support the idea that the differences between two
conventionally bred varieties are larger than those between a GM variety and its non-

GM counterpart.

In this work, the main difference was in the proteins classified as disease/defense
functional category followed by unclear classification. It can suggest that the products
consumed are not the same however the differences are not dangerous to health and the
food can be considered safe. No toxins or allergenic proteins were found, such as lipid

%335 thierodoxin®® or 50 kDa protein®’. Moreover, in agreement

transfer protein (LTP)
with previous transcriptomics and metabolomics results, they were all variety specific

and thus could not directly be attributed to the MONS10 transgenic character®®,

The potential unintended effects shown could very well fall within natural variability
that exists among maize lines and that was beyond the scope of this study, such as
different landraces, or more diverse locations and climates. For this reason, the aim of
the study focused on the final product. The investigation on quality performance across

different products is an important requirement both industrial use and consumers™.

The data presented serve as an exploratory study into the use of proteomic technique for
safety or even a simple comparison between different maize flour commercialized in

Brazil. The use of the proteomic technology for this purpose should be considered on a
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case-by-case basis due complexity and duration of the assays and your importance is

positive to the GM food.

Abbreviations Used

DNA deoxyribonucleic acid

2-D DIGE  Two-dimensional Difference gel electrophoresis

2-D PAGE  Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis

GM genetically modified

GMO genetically modified organism

MAPA Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
MW molecular weight

NCBI National Center for Biotechnology Information

nESI-QTOF MS/MS nano-electrospray ionisation quadrupole time-of-flight mass

spectrometry

NT non-transgenic

PCR Polimerase Chain Reaction
pl isoelectric point

T transgenic
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Figure captions

Fig. 1 - 2-D DIGE gels of protein species from T maize flour, in blue, and NT maize
flour, in red.
Fig. 2 — Graphic representing the functional distribution of protein species (in %)

identified in the differentially abundant proteins between T and NT maize flour.
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Table 1: Characterization of the identified protein species showing changes in abundance using a regulation factor of 2.0 (100% variation).

Spot Protein name Protein accession Theoretical Observed Mascot Coverage Matt_:heci t-test ;/\?elllj;g;g
number pl/MW (Da) pl/MW (Da) score? (%) peptides ratio®

Functional category: Disease/defense
1 E'izgfgr‘]etica' B SO DAL T Dl E e e T 0i[242066550 6.07/65,470 5.62/53683 63 5 3 0.0007 263
6 LOC100285569 [Zea mays] - “Heat shock protein STI” 0i|226531388 6.26/65,791 6.52/63220 315.9 22 11 1.3x10% 2.97
7 E'izgf;?]e”ca' P SERET DR AR E83 bRl |[SErE 4i[242066550 6.07/65,470 6.50/63629 55 5 3 8.6 x 10* 2,93
9 [Lzoewa 2::;”'“ weight heat shock protein precursor gi|162458147 6.47/23801 G'Qt?iﬁ?ﬁzg 130 23 6 0.0007 2.70
29 E‘c’(p)f;';]e”‘:a' S SRR PR ST SO 4i[242065900 6.79/24,208 5.79/33,217 82 6 1 8.9 x 10* 223
35 E‘c’(p)f;';]e”‘:a' S SRR PR ST SO 4i[242065900 6.79/24,208 6.34/29,131 80 6 1 8.9 x 10* -2.23
69 Pathogenesis-related protein 2 [Zea mays] gi|105990543 4.70/17,101 4.2/15,571 77 5 1 0.0012 4.03
70 ;zgfgr‘]etica' L SO DL AP [l T 4i[242065900 6.79/24,208 4.03/16,155 300 6 1 8.9 x 10* 223
80 TPA: heat shock protein 70 [Zea mays] 0i|414868557 5.13/71,447 4.83/17,210 113 17 9 0.0016 -3.23
89 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 4A [Zea mays] 0i|162462586 5.46/15,079 5.81/17,329 66 8 1 0.0013 -2.70
90 Putative glutathione peroxidase [Zea mays] 0i|226501294 6.59/18,619 5.76/16,531 102 20 3 0.0015 -3.30
94 Lactoylglutathione lyase [Zea mays] gi[226500150 5.49/15,084 5.31/15,411 60 10 1 8.9x10* -4.20

Functional category: Energy
37 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Zea mays] 0i]293889 6.25/26,486 6.66/33,022 92 10 2 8.9x10* -3.00
38 malate dehydrogenase [Zea mays] 0i|195628708 7.63/35,669 6.87/33,217 75 10 3 7.7x10* 3.20

Functional category: Metabolism
39 hypothetical protein precursor [Zea mays] 0i[226491894 7.11/34,443 6.96/27,909 197 47 12 1.7x10°% 2.50
40 hypothetical protein precursor [Zea mays] 0i[226491894 7.11/34,443 6.80/27,738 477 54 14 1.2x10° 2.14




Table 1 (Continued)

Spot Protein name a'zggstseggn Theoretical Observed Mascot Coverage Mat;he(i t-test ;/\2?:;
number pI/MW (Da) pI/MW (Da) score? (%) peptides ratio®

Functional category: Intracellular traffic

21 hypothetical protein ZEAMMB73_176599 [Zea mays] gi|413945376 5.48/50,339 5.75/45291 55 22 9 1.2x10° 2.26
Functional category: Signal transduction

25 14-3-3-like protein GF14-6 [Zea mays] 0i|195635799 4.84/30,985 4.46/29,131 393 50 12 7.0x10* 2.90
Functional category: Protein synthesis

28 elongation factor 1-beta [Zea mays] 0i|195618244 4.55/23,440 4.29/27,134 77 24 4 1.2x10% 3.00

36 ribosome-inactivating protein [Zea mays] 0i|58803213 6.02/33,401 6.17/31,753 105 18 6 9.3x10* -2.97

63 eukaryotic translation initiation factor 5A [Zea mays] 0i|162458009 5.61/17,714 3.51/17,630 86 26 3 9.3x10* 3.14
Functional category: Cell structure

74 profilin-5 [Zea mays] 0i|162461296 4.59/14,219 4.14/13,195 99 24 2 7.0x10* -3.75

76 profilin-5 [Zea mays] 0i[162461296 4.59/14,219 4.05/12,718 55 24 2 1.2x10° 3.33
Functional category: Protein destination and storage

93 ?Zez};rr‘]f;;e;]ase Tla{er B COMERIG FOEmEEAE e 5.78/18,783 5.63/16,940 108 49 7 15x10° 419
Functional category: Cell growth/division

26 TPA: rab28 protein [Zea mays] 0i|414864900 4.54/28,391 3.99/30,653 383 55 9 9.5x10* 2.22

34 embryonic protein DC-8 precursor [Zea mays] 0i|226497424 6.16/33,552 6.35/30,653 74 20 5 1.7x10°% -2.60
Functional category: Unclear classification

22 unknown [Zea mays] 0i|219885633 5.10/71,517 5.83/41,527 121 15 8 9.5x10* 2.29

o1 unknown [Zea mays] 0i[194696816 6.30/16,531 6.12/15,824 76 10 1 7.0x 10" 4.49

95 uncharacterized protein LOC100279055 [Zea mays] 0i|226530955 5.42/18,806 5.39/15989 209 34 4 1.7x10°% -4.49

96 unknown [Zea mays] 0i|194696816 6.30/16,531 6.70/14,500 97 32 4 7.0x10* -4.61

Score is a measure of the statistical significance of a match
PPercentage of predicted protein sequence covered by matched peptides

°A positive or negative average ratio represents a relative increase or decrease, respectively, in the abundance of protein species from T compared to NT maize flour.
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