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RESUMO

Atualmente, boa parte da producdo mundial de alimentos vem de Organismos Geneticamente
Modificados (OGM). Culturas vegetais de OGM, também chamadas de eventos, t€m permissao
para cultivo e importacdo em 75 paises, cobrindo mais de 180 milhdes de hectares de terras.
Entretanto, existem fatores relacionados a seguranca de consumo desses produtos a serem
considerados. Proteinas introduzidas em culturas por modificagdo genética podem gerar
compostos diferentes das suas contrapartes convencionais e sofrer efeitos ndo intencionais, que
podem acarretar na formacao de um alérgeno. A Organizacdo de Alimentos e Agricultura das
Nagoes Unidas e a Organizacdo Mundial da Saide (FAO/WHO), estabelecem conceitos e
abordagens para avaliagdes de seguranca de culturas geneticamente modificadas, mas esses
testes possuem limita¢des que necessitam de estudos usando novas informacoes, ferramentas e
abordagens para serem superadas. Este trabalho buscou utilizar andlises in silico para efetuar
reavaliacdo de risco quanto a alergenicidade de 13 proteinas Cry expressas em cultivares
transgénicas liberadas para comercializacdo no Brasil, desde 2005, atendendo a necessidade de
atualizacdo das informacdes de seguranca de produtos biotecnoldgicos. Foi realizada uma
revisdo de literatura sobre a alergenicidade das proteinas Cry seguida de uma busca em bancos
de dados por similaridade de sequéncia de proteinas Cry com alérgenos conhecidos. Também,
a similaridade de cada uma com alérgenos conhecidos foi pesquisada por meio de predi¢do de
homologia remota, predi¢do de homologia baseada em motivos lineares e identidade de
propriedades fisico-quimicas. Finalmente, foi analisada a estabilidade de proteinas Cry contra
digestdo sequencial in silico. A partir dos estudos in silico foi encontrado que as proteinas Cry
liberadas para comercializa¢ido no Brasil mantém seu perfil de seguranca, mostrando um baixo

potencial de desencadear alergias alimentares.

PALAVRAS-CHAVE: proteinas cry, Alergia Alimentar, reavaliagdo de seguranca de uso,
bioinformética, Bacillus thuringiensis.



ABSTRACT

Currently, much of the world's food production comes from Genetically Modified Organisms
(GMOs). Crops of GMOs, also called events, have now approval to cultivation and trade in 75
countries, covering more than 180 million hectares of land and it is increasing each day.
However, there are factors to consider about these products. Proteins introduced into crops by
genetic modification can generate compounds different from their conventional counterparts
and suffer unintended effects, which may result in the formation of an allergen. The Food and
Agriculture Organization of the United Nations and the World Health Organization (FAO /
WHO) establish concepts and approaches for safety assessments of genetically modified crops,
but these tests have limitations that require studies using new information, tools and approaches
to be overcome. This work sought to use in silico analyses to carry out a risk reassessment
regarding the allergenicity of 13 Cry proteins expressed in transgenic cultivars released for
commercialization in Brazil, since 2005, considering the need for updating that is inherent to
such evaluations. A review of the literature on the allergenicity of Cry proteins was made
followed by a search in databases for Cry protein sequence similarity with known allergens.
Also, the similarity of each protein with known allergens was investigated by means of remote
homology prediction, prediction of homology based on linear motifs and identity of
physicochemical properties. Finally, the stability of Cry proteins against in silico sequential
digestion was analysed. It was found that the Cry proteins approved for commercialization in
Brazil maintained a in silico safety profile in relation to Food Allergy after a reevaluation with

new tools and approaches.

KEYWORDS: cryproteins, Food Allergy, safety reassessment, bioinformatics, Bacillus
thuringiensis
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1. INTRODUCAO

1.1 Problematica

1.1.1 Biotecnologia, producio de alimentos e seguranca

Atualmente, boa parte da producdo mundial de alimentos vem de Organismos
Geneticamente Modificados (OGM). Culturas vegetais de OGM, também chamadas de eventos,
tem permissdo para cultivo e importacdo em 75 paises, cobrindo atualmente mais de 180
milhdes de hectares de terras e com projecdo para aumento progressivo dessa darea. A
tecnologia, que permite transferir caracteristicas genéticas especificas de um organismo para
outro, comecou a ser aplicada na agricultura em 1990 e desde entdao tem reduzido as perdas

econdmicas com pragas e intemperies numa escala de milhdes de ddlares (ISAAA, 2016).

As culturas de OGM apresentam diversas vantagens como: conduzir a redu¢do, durante
a producgdo, do uso de substancias quimicas, que podem se acumular nos alimentos € no
ambiente causando efeitos deletérios a médio e longo prazo; tornar vidvel o cultivo por pessoas
de baixa renda que dificilmente teriam acesso a tecnologia para manter uma produ¢do com uma
boa qualidade agrondmica pelos meios tradicionais e possibilitar o enriquecimento do alimento
com caracteristicas especiais, como a adicdo de proteinas terapéuticas (ISAAA, 2016;

BROOKES et al., 2016).

Entretanto, existem outros fatores relevantes que devem ser levados em consideracao
durante o desenvolvimento de culturas de OGM. Proteinas introduzidas em culturas por
modificacdo genética usando tecnologia do DNA recombinante, por exemplo, podem alterar a
composi¢dao ou mesmo gerar compostos diferentes das suas contrapartes comerciais. Isso pode
ser ocasionado porque uma variedade de aplicagdes biotecnoldgicas tem potencial de provocar
modificagdes randomicas no genoma do organismo receptor do material genético exogeno. Os
chamados “efeitos ndo intencionais” podem causar rompimento ou silenciamento de genes
existentes, ativacao de genes silenciosos ou modificacdes na expressao de genes existentes, bem
como resultar na formacdo de padrdes novos ou modificados de metabdlitos. Esses efeitos
podem refletir na formacdo de um alérgeno e € fato que uma grande parte dos alérgenos

conhecidos € de natureza proteica (AALBERSE, 2000). Com isso em mente, fica clara a
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necessidade das avaliagdes de seguranga quanto a alergenicidade alimentar de todo evento para

antes da liberagdo comercial.

1.1.2Alergia Alimentar

A Alergia Alimentar (AA) faz parte de um grupo de doencas semelhantes, que sdo
denominadas de reacdes adversas aos alimentos. Estas compreendem todas as reacdes anormais
associadas a ingestdo de um alimento (ASBAI, 2018). Existe uma ampla variedade de
acontecimentos que sao denominados AA, mas o mecanismo que todos eles compartilham € a
quebra da tolerancia clinica e imunoldgica contra um alimento. Essa quebra resulta em doencgas
que podem ou nao ser mediadas pela imunoglobulina E (IgE). Os sintomas tipicos da Alergia
Alimentar incluem distdrbios da pele, trato respiratorio e trato gastrointestinal, bem como
anomalias cardiovasculares. A reacdo alérgica mais grave € conhecida como anafilaxia, que
causa a hipersensibilidade alimentar imediata. Pode envolver vérios sistemas diferentes do

corpo, comprometer a respiracao e induzir choque hipovolé€mico, que ocorre com a reducao do

suprimento de sangue para 6rgaos vitais gerando risco de vida (RENZ et al., 2018).

Uma grande quantidade de informagdes indica que houve um aumento global na
prevaléncia de AAs nas ultimas 3 décadas, particularmente em paises desenvolvidos e
ocidentalizados. Essa condi¢do mostrou-se comum em diversos paises e mais frequente em
criangas, chegando a atingir 10% da populacdo mais jovem da Austrdlia, onde algumas das

maiores taxas de ocorréncia desse tipo de alergia foram registradas (RENZ et al., 2018).

Os pesquisadores que investigam a prevaléncia de alergias alimentares tendem a
encontrar certa dificuldade em concatenar todos esses dados, pois as reacdes alérgicas se
manifestam com diferentes gravidades. Adicionalmente, os estudos disponiveis podem usar
defini¢Oes para alergia e metodologias diferentes entre si, bem como costumam focar em
populacdes e alimentos especificos. Além disso, existem variagdes geograficas, de di eta, idade,

raca e etnia (SICHERER et al., 2018; RENZ et al., 2018).

A maior parte do material indicativo vem de casos de pessoas diagnosticadas em
emergéncias hospitalares com anafilaxia, que € mediada por IgE, mostrando como uma
variedade de respostas alergénicas nao relacionadas com esse anticorpo permanece indefinida,

de forma que um nimero definitivo para a prevaléncia ndo existe, embora seja potencialmente
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grande. Pesquisas com testes laboratoriais, como provocacao oral e deteccao de anticorpos em
individuos sensibilizados, sdo consideradas mais confidveis, mas ainda assim é possivel que
uma pessoa diagnosticada com AA desenvolva tolerancia ao respectivo alérgeno ou, mais
raramente, que uma pessoa tolerante se torne alérgica. Ainda assim, a recorréncia desse
diagndstico € alta o suficiente para ser considerada um 6nus para a satde publica (SICHERER

et al., 2018).

As causas que levam a AA sdo até entdo objeto de especulacdo. Entre as hipdteses
consideradas mais proeminentes sdo citados: o uso de detergentes agressivos relacionados com
altos niveis de eczema na infancia; a falta de exposi¢do a luz ultravioleta relacionada a
dimunuicao dos niveis endégenos de vitamina D (potencial indutora de tolerancia); as dietas
ocidentalizadas e nutricionalmente pouco diversas e a alta sanitizacao de ambientes controlados

associada a baixa exposicao a microrganismos (PETERS et al., 2017).

N3ao h4 cura para Alergia Alimentar. Seu gerenciamento eficaz requer evitar a ingestao
de alimentos alergénicos e administracdo imediata de medicamentos no caso de uma reacao
alérgica. Atualmente, existem alguns tratamentos relacionados a imunoterapia, em que 0O
paciente recebe doses minimas de um alérgeno modificado e isso gradualmente induz a
tolerancia. Contudo, a saude de muitas pessoas ainda obtém grandes beneficios quando uma

identificacdo acurada dos alérgenos alimentares € realizada (RENZ et al., 2018).

1.1.3 Caracteristicas importantes de alérgenos alimentares

A hipersensibilidade instantanea é a manifestacdo mais comum de reagdo alérgica a um
alimento. Ocorre quando os antigenos ingeridos encontram IgE especificos ligados a mastdcitos
e basdfilos que desencadeiam a liberacdo de mediadores que produzem uma resposta fisioldgica
no tecido alvo sensibilizado. Esse contato ocorre necessariamente apds a absor¢do do alérgeno
através do epitélio intestinal e ocorre concomitantemente com o acesso dele a mucosa e a
corrente sanguinea. Os mediadores liberados promovem vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular, contragao dos musculos lisos e produ¢do de muco, gerando inchaco
da parede intestinal e no caso de permanéncia da exposicado ao alérgeno pode provocar vomitos,

diarreia e anafilaxia (RENZ et al., 2018; TAYLOR et al., 1996).
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A interacdo de IgE com o antigeno alimentar é o que define a sensibilizacdo, mas nem
sempre € o que desencadeia os sintomas. As reacdes nao mediadas por IgE sdo muito relevantes
para a hipersensibilidade que leva ao processo inflamatério cronico. Doenga celiaca e as
sindromes de enterocolite, esofagite e proctocolite induzidas por proteina sdo desordens
comuns desse tipo, que nao sdo permeadas por mastdcitos, mas por células T (RENZ et al.,2018;

TAYLOR et al., 1996).

Em ambas as formas de manifestacdo, existem indicios de que a quebra de tolerancia
contra um alimento € influenciada por fatores externos e o impacto deles sobre a microbiota do
trato digestorio, uma vez que o cerne dessas doengas € a dificuldade fisiolégica de distinguir
entre proteinas inofensivas e organismos nativos e elementos patogénicos. As células T CD4
ajudantes alérgeno-especificas (T CD4+ TH2) induzem ativacdo dos mastdcitos intestinais € o
aumento do transporte pré-alergénico de macromoléculas através do epitélio intestinal
subjacente, enquanto a geracdo de células T reguladoras (Teg) suprime esses efeitos. Essas duas
respostas precisam ser iniciadas por células apresentadoras de antigenos (APC) especializadas,
que ingerem e processam antigenos para peptideos menores depositados nas moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II em sua membrana celular. As
APCs e sua atuacdo no balanco das células T, por sua vez, sofrem ingeréncia dos micro-

organismos comensais do intestino (RENZ et al., 2018; TAYLOR et al., 1996).

Levando em consideracdo o que foi exposto anteriormente, pode-se afirmar que os
aspectos estruturais de uma proteina que provavelmente sdo relevantes para a alergenicidade
sdo: a solubilidade, a estabilidade, o tamanho e a compactacdo da proteina enovelada, que
refletem o potencial de transporte através da parede intestinal e das barreiras de mucosas e
suscetibilidade a proteases, e a presenca de modificagdes pds-traducionais, que afeta a interacao
com APCs cujo processamento pode formar novos epitopos alergénicos (AALBERSE, 2000).
Por outro lado, os aspectos conformacionais da estrutura proteica t€ém recebido menos atencao
que outros elementos nos estudos de alergenicidade alimentar, uma vez que os epitopos
"tridimensionais" estao sujeitos a protedlise durante a digestdo. Dessa forma, a capacidade de
sensibilizacdo de um antigeno ingerido tende a ser relacionado com as estabilidades térmica e
quimica, bem como a abundancia de epitopos lineares reativos ao sistema imune (PEKAR et
al., 2018). Os testes de seguranca buscam abranger todas essas caracteristicas e estabelecer

parametros para predicdo de alérgenos alimentares.
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1.1.4 Avaliacao de seguranca de alimentos geneticamente modificados

A Organizacdo de Alimentos e Agricultura das Nac¢des Unidas e a Organiza¢cdo Mundial
da Satide (FAO/WHO), estabelecem conceitos e abordagens para avaliagdes de seguranca de
culturas geneticamente modificadas como parte de uma andlise de risco geral, envolvendo risco
a saude humana, ambiental e social, a serem implementadas pelos 6rgaos regulamentadores de
cada pais, como a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio), no Brasil

(FAO/WHO, 2001).

De acordo com a FAO/WHO (2001), o ponto de partida usado para estruturar a
avaliacdo de seguranca de um novo alimento € o conceito de equivaléncia substancial, o qual
agrupa o conjunto de parametros que servem para identificar se um perigo, preocupacao
nutricional ou de seguranca de consumo estd presente no OGM e, em caso de identificagdo,
coletar informacdes sobre sua natureza, severidade e relevancia para a saide humana,

comparando-a com sua contraparte convencional.

Ainda de acorodo com a FAO/WHO (2001), utiliza-se na avaliacdo uma abordagem que
leva em conta evidéncias derivadas de varios tipos de informagdes, jd que nenhum critério
isolado tem valor preditivo suficiente. Inicialmente, sdo considerados os dados sobre reacdes
alérgicas associadas ao organismo fonte do material genético introduzido. Em seguida, sdao
realizadas pesquisas de homologia de sequéncia, que comparam a estrutura das proteinas
analisadas com todos os alérgenos conhecidos, e de reatividade cruzada com IgE entre a
proteina analisada e alérgenos conhecidos. Também, as proteinas analisadas sdo submetidas a
ensaios de digestibilidade, preferencialmente com pepsina, para emular o aparato gastrico
humano, e os peptideos sdo avaliados quanto ao seu potencial imunoldgico in vitro, no qual se

identifica a presenca de regides de ligacao com IgE ou de interacdo com células sensiveis.

O ponto final da avaliagdo recomendada pela FAO/WHO € uma conclusdo quanto a
probabilidade de a proteina ser um alérgeno alimentar. Em pesquisas cientificas, recomenda-se
lancar mao de outras metodologias, como testes in vivo, multiplos testes com soro de pacientes
sensiveis ao alimento em questdo, identificacdo de epitopos de receptores de células T e

presenca de motivos de aminodcidos associados com alérgenos conhecidos.

A CTNBio adere a essas diretrizes incluindo em sua avaliacdo de risco uma descricao

completa dos organismos envolvidos na criagado do OGM (doadores e receptores do transgene),
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dos vetores e dos processos de transformag¢do e um monitoramento de cinco anos do
comportamento dos eventos em campo. Também deve conter a caracterizacdo molecular do
inserto junto com o produto de expressao, possiveis interagdes, efeitos adversos e caracteristicas
relacionadas a hereditariedade e estabilidade. A avaliagc@o de seguranga propriamente dita leva
em considerac¢do o histérico de uso seguro, efeitos na cadeia alimentar, composi¢do quimica e
nutricional comparativa com variedades convencionais, testes de desempenho in vivo por
periodos de dieta com o evento, efeitos deletérios no sistema reprodutivo de animais sob dieta
e efeitos toxicos ou fisioldgicos em células animais, além dos testes anteriormente citados

(CTNBio, 2018).

1.1.5 Limitacoes da abordagem atual de avaliacao de seguranca

Ja foram abordadas pela FAO/WHO as limita¢gdes de aplicar equivaléncia substancial
como principio para uma avaliacdo de seguranca em diversas publicacdes (FAO, 2004). O
conceito € capaz de estabelecer semelhancas e diferencas entre um OGM e sua versdo
convencional, de forma que ndo requer que o produto geneticamente modificado seja
absolutamente seguro, mas tdo seguro quanto o que nio passou por esse processo. Isso
frequentemente € considerado suficiente para desconsiderar a possibilidade de uma eventual
reacdo alérgica ser causada pela caracteristica inserida por transgenia. Mas, esse tipo de
comparacdo nao contempla a chance de ocorrerem efeitos aleatérios ndo intencionais, como,
por exemplo, uma proteina que foi considerada segura (i.e. ndo alergénica) para uma
determinada populagdo pode ser capaz de exercer impacto deletérios a outra populacdo de

forma imprevista.

Existe, também, uma lacuna de informagdes no que tange ao que pode ser avaliado num
ensaio de laboratério comparado com o que vem a ser vivenciado pelas pessoas expostas a um
alérgeno alimentar cotidianamente. Uma avaliacdo padrdo de seguranca da CTNBio ou da
Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA), por exemplo, pondera a estabilidade de
uma proteina dentro do trato digestério, mas nem sempre demanda para deferimento de
liberacdo comercial uma investigacdo da acdo dela em vias aéreas, epitélios e outros tecidos
que podem entrar em contato com um elemento alergénico no ambiente de trabalho de quem

cultiva, transporta e processa alimentos geneticamente modificados (EFSA, 2018).
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Outra limitagdo, talvez ainda mais insidiosa, é a comum auséncia de consideracao aos
aspectos nao epistémicos de uma investigacdo. As avaliacdes de seguranga siao projetadas para
gerar julgamentos por peso de evidéncia, ou seja, pareceres que, dentro das mesmas condi¢des
de experimentacdo, chegariam a conclusdes semelhantes (CRAIG et al., 2008). Na prética, mais
de uma vez, andlises com resultados idénticos, que geralmente sido fornecidos pelos préprios
desenvolvedores de produtos biotecnoldgicos, chegaram a juizos opostos (ROCCA &
ANDERSEN, 2017). Isso € um reflexo de como, para além dos conflitos de interesse, a
interpretacdo dos investigadores influencia na definicdo do que € seguranga ou risco
(HARTLEY et al., 2016). E um consenso que a divulgaco aberta das posi¢des de todas as
instancias envolvidas numa avalia¢do de seguranca € fundamental para que esta funcione, mas
a maneira ideal de aderir mais transparéncia a esses processos ainda € topico de debate na

comunidade cientifica.

Apesar do que foi exposto, essas deficiéncias sdo bem aceitas pela maioria do publico
leigo e especializado. A natureza imprevisivel de um produto biotecnoldgico opera dentro de
intervalos de possibilidades conhecidas e os indices de incidentes negativos sdo absoluta e
relativamente baixos em um longo histérico de uso ndo apenas na agricultura (SANCHEZ &
WAYNE, 2017). Também, embora muitas avaliacdes de seguran¢a ndo levem em consideragcao
alguns aspectos do uso pratico dos seus objetos de estudo, a adi¢do de informagdes através de
trabalhos com novos possiveis alérgenos e reavaliacdes de proteinas bem estudadas usando
novas metodologias pode amparar as conclusdes dessas investigacdes. Essa pluralidade de
conhecimento também € benéfica para a questao do viés de pesquisa. Em resumo, a atualizacao

de informag¢des € um instrumento para superar as limitacdes de uma avaliagdo de seguranca.

1.1.6 Bioinformatica como ferramenta de avaliacao de seguranca

As analises in silico, que compreendem simulacdes de computador, sdo ferramentas que
tem obtido relevancia crescente. A Bioinformética, que é um campo de conhecimento
multidisciplinar usudrio de instrumentos computacionais no estudo de problemas e questdes
bioldgicas, tem permitido avaliagdes de seguranca com mais economia de recursos, velocidade
e acurdcia, ao ponto de ser inerente a varios testes requisitados para liberacdo comercial de uma
cultura de OGM (FAO/WHO, 2001). O uso da Bioinformdtica, em termos de seguranca

alimentar, tem servido para identificar tracos de patdogenos infecciosos (TABOADA et al,,
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2017), monitorar a qualidade nutricional de culturas e gerar dados sem a necessidade de
amostragem e prever alergenicidade em alimentos geneticamente modificados (WANG et al,,

2013).

1.2 Objeto de Estudo

1.2.1 Culturas vegetais transgénicas Bt

Este trabalho tem como escopo os vegetais geneticamente modificados que expressam
proteinas oriundas da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt). Os produtos de Bt estdo presentes na
agricultura ha mais de 70 anos (ROMEIS et al., 2006). Inicialmente, o carro-chefe eram os
inseticidas microbianos de uso superficial ou de subprodutos microbianos, que surgiram como
alternativas para as versdes quimicas (SHELTON et al., 2002). Em 1987, material genético de
Bt foi introduzido em Nicotiana tabacum dotando a planta de resisténcia ao ataque de
lepiddpteros adultos e suas larvas (VAECK et al., 1987). Nos anos que se seguiram, a tecnologia
foi aprimorada, para melhorar a expressdo das caracteristicas inseridas no vegetal receptor e
adequar os OGM aos emergentes padroes de FAO/WHO, e em 1996 as primeiras culturas de
plantas Bt chegaram ao mercado (RAHMAN et al.,, 2015). Em 2016, a area de produgdo de
culturas Bt mundial ultrapassava 67 milhdes de hectares distribuidos em 18 paises, sendo
consideradas um dos grupos de mercadorias mais populares da histéria da agricultura
(HUESING & ENGLISH, 2016). No Brasil, a adog¢do de culturas de OGM foi oficializada em
2003, apds quase uma década de ilegalidade, e sua utilizacio cresceu intensamente tornando o
pais um dos maiores consumidores de produtos biotecnoldgicos, integrando culturas de Bf como
destaque (ALMEIDA et al., 2017). As culturas de Bt disponiveis no mercado incluem tomate,

milho, algoddo, soja, berinjela, batata e, particularmente no o Brasil, cana-de-agucar.
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1.2.2 Bacillus thuringiensis

O B. thuringiensis € um bastonete Gram-positivo, aerébio ndo estrito, com faixa de
temperatura de crescimento entre 10 e 45 °C, com dimensdes de 3 a 7 um? em uma célula
vegetativa e geralmente mével. A bactéria produz esporos com formato elipsoidal que ficam
dispostos na regido central da célula-mde. E ubiqua, pois apresenta um amplo complexo
enzimatico, que lhe permite utilizar uma variedade de substratos. O Bt é capaz de sintetizar uma
variedade de proteinas, mas a caracteristica Unica para essa espécie dentro de seu género € a
producdo e deposi¢do intracelular de um cristal proteico entomopatogénico (Figura 1),
geralmente durante a fase esporulacdo. Apds um ciclo de fermenta¢do uma cultura de B.
thuringiensis pode conter em média 6 a 8% de sélidos, dos quais metade equivale a esporos e
cristais (ANGELO et al., 2010). Ecologicamente, esses microrganismos sao entomoparasitas e
tendem a se proliferar no intestino de cadaveres de insetos, onde € mais favordvel de ocorrer a

germinagdo de seus esporos (VILAS-BOAS et al., 2012).

Figura 1. Esporo e cristal gerados por Bacillus thuringiensis.

ESPORO CRISTAL

Fonte: Adaptada de Jurat-Fuentes Laboratories web.utk.edu/~jurat

1.2.3 Proteinas Cry

Os cristais produzidos por Bt sdo formados majoritariamente por uma toxina proteica
denominada Cry, “Crystal”, também conhecida como dé-endotoxina. Compoem um grupo
extremamente variado, pois as proteinas sdo agrupadas pela capacidade de formarem uma

estrutura cristalina ao invés do uso da homologia entre sequéncia de aminodcidos como
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indicativa de hereditariedade. Dessa forma, essas proteinas apresentam muitas linhagens. Em
2014, existiam 73 subgrupos de proteinas Cry com um total de 900 membros (HERNANDES-
FERNANDES, 2015).

No que tange a estrutura, a totalidade de proteinas Cry se divide em quatro familias. A
maioria pertence a familia de trés dominios. Proteinas desse tipo sdo compostas de moléculas
globulares contendo trés dominios estruturais conectados por um tnico ligante. Cada dominio
exerce uma fun¢do em favorecimento da a¢do patogénica, cujo mecanismo serd apresentado em
maiores detalhes adiante. Descritas adiante, as outras familias de proteinas Cry sdo pequenas e

apresentam diferentes organizacdes estruturais (PALMA et al., 2014).

A familia das toxinas “Cytolytic” (Cyt) formam um subconjunto que possui atividade
citolitica ndo seletiva. Sio compostas de proteinas com um tinico dominio de trés camadas alfa-
beta com uma dobra tnica. Os membros da familia das toxinas bindrias (Bin) formam cristais
comumente nocivos a mosquitos. Sua estrutura € composta por duas proteinas separadas, mas
homdlogas. Por fim, a familia das toxinas mosquitocidas (Mtx) também € integrada por uma
variedade de proteinas cristalinas oriundas de patégenos de mosquito, que se relacionam por
homologia sequencial. Estruturalmente, elas também mostram homologia com a citotoxina de
Pseudomonas aeruginosa, com a toxina €psilon de Clostridium perfringens e aerolisina de
Aeromonas hydrophila, que tem uma capacidade formadora de poros relevante (DE MAAGD

et al., 2003).

Na Figura 2 ¢ mostrado o modo de ac¢do das proteinas Cry da familia de trés dominios.
O processo € iniciado com a ingestdo da proteina integral, identificada como pro-toxina. Entao,
ela € solubilizada no limen do intestino médio das larvas, devido ao pH elevado e condi¢des
redutoras, e ativada pelas proteases intestinais, gerando um fragmento de toxina monomérica.
A toxina liga-se a receptores de aminopeptidase N (APN) e fosfatase alcalina (ALP) em uma
interacdo de baixa afinidade que a imobiliza nas proximidades da membrana das células da
parede intestinal. Depois, realiza uma ligagao com o receptor similar a caderina (CAD) em uma
interacdo de alta afinidade que induz a clivagem proteolitica da extremidade N-terminal da
toxina. A toxina clivada pode, entdo, oligomerizar. O oligdmero resultante liga-se aos
receptores ALP e APN com alta afinidade e a estrutura se insere na membrana causando a
formacdo de poros. Acredita-se que a atividade do canal i6nico gerado pelas toxinas Cry leva a
uma lise coloidal osmética das células do intestino médio. Ao induzir a passagem
indiscriminada de todo tipo de molécula pequena a formagdo de poros acarreta um influxo de

4gua, que resulta em inchago e eventual lise celular (PARDO-LOPEZ et al., 2013).
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Figura 2. Modo de acdo inseticida das proteinas Cry
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Fonte: Adaptada de Jurat-Fuentes Laboratories web.utk.edu/~jurat

Na Figura 3 sdo mostrados os trés dominios que compoem a estrutura tridimensional
das proteinas Cry. O dominio I € creditado como o dominio formador de poros, localizado em
diregdio ao N terminal. E constituido por um aglomerado de sete hélices a que é submetido a
clivagem proteolitica durante a ativagdo da toxina. Dominio II consiste de trés folhas 3
antiparalelas que desempenham um papel importante nas interagdes com os receptores ALP e

N

APN, assim como o dominio IIl. Este é um dominio de ligacdo a galactose, que ¢é
proteoliticamente clivado em algumas proteinas Cry de trés dominios. Sua estrutura é de um
sanduiche de folhas [ antiparalelas. Também estd envolvido na formacao de poros (BRAVO et

al. 2013).



Figura 3. Estrutura tridimensional de uma proteina Cry de trés dominios
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Fonte: Adaptada de Bravo et al., 2012.
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2. JUSTIFICATIVA

Como foi apresentado anteriormente, o impacto das AA na sadde publica, a
responsabilidade do biotecnologista sobre a seguranca de uso de OGM e a necessidade de
contornar as limitacdes das avaliacdes de seguranca sdo elementos que trazem uma necessidade:
a atualizacdo de conhecimento em avalia¢des de risco realizadas para liberacdo comercial de
alimentos transgénicos, como as plantas expressando proteinas Cry para resisténcia a insetos,

conhecidas como plantas Bt.

No Brasil, a liberacdo do primeiro evento transgénico expressando uma proteina Cry
completa treze anos em 2018. O Algodao Bollgard Evento 531, da Monsanto do Brasil Itda.,
que expressava a proteina CrylAc, deu inicio a uma entrada intensa de produtos
biotecnoldgicos no Pais (CTNBio, 2018). As avaliacdes de biosseguranga alimentar, portanto,
tém um papel fundamental, num esforco para predizer os possiveis riscos, avaliando dentre
muitos aspectos, o cardter alergénico das proteinas exdgenas de vegetais geneticamente

modificados.

Existe, porém, uma falta de padronizacgdo nos testes e abordagens de avaliag¢do de risco,
visto que as metodologias e parametros de avaliacdo ndo conseguem responder a todas as
questdes de seguranca que envolvem produtos com construcdes genéticas e aplicacdes tao
distintas. Isso pode gerar incertezas quanto a seguranca alimentar de produtos GM, tais como
aqueles contendo proteinas Cry. Outro aspecto importante é a evolugdo das abordagens de
avaliacdo de risco. OGM que comercializados hd muito anos precisam ser reavaliados, pois
novos instrumentos de investigacdo surgiram e foram se tornando elementos imprescindiveis
em uma avaliacdo de risco. Ferramentas de Bioinformatica se enquadram particularmente nesse

perfil.

Deste modo, faz-se necessario submeter mesmo os alimentos que ja passaram por testes
de seguranca, a novas e diferentes avaliacdes utilizando tecnologias computacionais modernas
e atualizadas ao longo dos anos, a fim de reduzir ao méximo as incertezas e facilitar o
gerenciamento adequado de alimentos biotecnoldgicos, assim beneficiando a populagdo que €

diretamente relacionada a producdo, processamento e consumo desses alimentos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar andlises in silico para reavaliacao de risco quanto a alergenicidade de proteinas
Cry expressas em cultivares transgénicas liberadas para comercializacdo no Brasil, desde 2005,
atendendo a necessidade de atualizacdo dos dados de seguranca desses produtos

biotecnoldgicos.

3.2 Objetivos Especificos

e Identificar as proteinas Cry liberadas para comercializacdo no Brasil, bem como sua
sequéncia primdria de aminoécidos;

e Realizar uma revisdo de literatura sobre a alergenicidade das proteinas Cry;

e Buscar em bancos de dados especializados, similaridade de sequéncia de proteinas Cry
com alérgenos conhecidos;

e Pesquisar similaridade de proteinas Cry com alérgenos conhecidos por predicdo de
homologia remota, de homologia baseada em motivos lineares e por identidade de
propriedades fisico-quimicas;

e Analisar a estabilidade de proteinas Cry contra digestdo sequencial in silico;

e Reunir informacdes atualizadas sobre a biosseguranca alimentar das proteinas Cry

liberadas para comercializa¢do no Brasil.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Sitios relacionados com seguranca biotecnoldgica utilizados nas pesquisas

4.1.1 “National Center for Biotechnology Information” (NCBI)

NCBI é um centro de informacdes americano de acesso publico, que oferece diversas
tecnologias da informacdo para auxiliar em pesquisas de bioquimica, biologia molecular,
genética e biotecnologia, sobretudo, com atencdo para a drea da saide humana. Entre vérias
outras acdes para a producdo de informacdes sobre biotecnologia tanto nacional como
internacionalmente, o NCBI realiza pesquisas sobre métodos computacionais avancados de
processamento de dados para analisar a estrutura e funcdo de moléculas biologicamente

importantes (NCBI, 2018).

O centro ainda d4 suporte a uma diversidade de bancos de dados incluindo GenBank
para sequéncias de DNA, Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), Molecular Modeling
Database (MMDB) para estruturas quaterndrias de proteinas, Unique Human Gene Sequence
Collection (UniGene), o Mapa de Genes do Genoma Humano, Taxonomy Browser (Navegador
de Taxonomia) e Cancer Genome Anatomy Project (CGAP). Também, fornece ferrementas de
busca, como a Entrez, que d4 acesso a dados de sequéncia, mapeamento, taxonomia, dados
estruturais e oferece visualizacdes graficas de seqiiéncias e mapas cromossdmicos, e interfaces
de agregacdo de bibliografia, como o PubMed (Public/Publisher MEDLINE)
(COORDINATORS, 2016).

4.1.2 Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio)

A let n° 11.105, de 24 de marco de 2005, criou e pds em execugdo este esforco
multidisciplinar para prestar assisténcia de consultores técnicos e assessoramento ao Governo
Federal em todas as matérias relativas a Politica Nacional de Biosseguranca que trata de

organismos geneticamente modificados. A comissdo elabora normas técnicas de seguranca e
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Pareceres Técnicos referentes a protecdo da sadde humana, dos organismos vivos € do meio
ambiente, bem como diretrizes para construcdo, experimentacdo, cultivo, manipulagdo,
transporte, comercializa¢do, consumo, armazenamento, liberacdo e descarte de OGM e

derivados (CTNBio, 2018).

4.2 Elementos tuteis de alinhamento utilizados nas pesquisas

4.2.1 “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST)

BLAST sao programas desenvolvidos pelo NCBI, que localizam regides de similaridade
local entre sequéncias. Os programas comparam sequéncias de nucleotideos ou proteinas a
bancos de dados especializados e calculam a significancia estatistica das correspondéncias.
Com eles é possivel depreender relagdes funcionais, homologia entre sequéncias relacionada a
evolucdo e identificar a formacdo de familias de genes ou seus membros (ALTSCHUL et al.,

1990).

4.2.2 Algoritmos FASTA

Os algoritmos FASTA servem para facilitar pesquisas de similaridade de sequéncia. O
fazem usando um método para identificacdo veloz de regides de sequéncia similar, que atribui
uma pontuagdo para cada residuo idénticos ou diferentes alinhados nessas regides por meio de
uma matriz de substituicao de aminoécidos. Esta matriz aumenta sua sensibilidade, quando nela
¢ dada alta pontuagcdo para aquelas substituicdes de aminodcidos que ocorrem mais
frequentemente na evolug@o dos organismos (LIPMAN & PEARSON, 1985). Existem muitas

versoes de algoritmos FASTA utilizadas em programas de identificacdo de alérgenos.
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4.2.3 “E-value”

O valor E, também chamado de “E-score”, € um parametro que descreve a expectativa
de quantos alinhamentos podem ter sido obtidos ao acaso numa busca. Alinhamentos ao acaso
significam falta de uma caracteristica funcional ou hereditdria que relacione as sequéncias
alinhadas, enquanto o contrdrio representa estruturas verdadeiramente conservadas, o que
indicar conexao direta de papel e homologia entre as sequéncias (SILVANOVICH et al., 2009).
Em uma pesquisa de similaridade de sequéncia, o E-value € atribuido ao grau de similaridade
ou analogia funcional dos aminoécidos de uma proteina com as sequéncias fornecidas pelo
banco de dados, sendo o valor do E-value menor tanto maior for o grau de similaridade

(RATHINAM et al., 2017).

4.3 Matrizes presentes nos programas utilizados

4.3.1 Matriz de substituicao em blocos

Este tipo de matriz € produzido com base no alinhamento multiplo de muitos grupos de
sequéncias correlatas de aminodcidos. Esse alinhamento forma blocos que sdo os alinhamentos
continuos de sequéncias correspondentes as regides mais conservadas das proteinas envolvidas.
Em cada bloco, as sequéncias se relacionam por uma porcentagem de similaridade e com elas
€ calculada uma média. Com esses dados sdo descobertas as frequéncias de substituicdo de cada
par de aminodcidos e sdo essas frequéncias, que revelam a relacao evolutiva entre as proteinas,
que geram as pontuacdes usadas para montar a matriz. Cada matriz € denominada com sua

respectiva porcentagem (CHOUDHURI, 2014).

4.3.2 Matriz de pontuacao especifica de posicao (PSSM)

E um tipo de matriz na qual as pontuagdes de substituicio de aminodcidos sdo atribuidas

separadamente para cada posi¢cdo em um alinhamento de multiplas sequéncias de proteina.
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Portanto, a mesma substituicdo entre aminodcidos pode receber pontuacdes de diferentes
valores se ela ocorrer em locais diferentes das sequéncias. A pontuagdo varia em termos de
positividade e negatividade, maior positividade sendo relacionada com maior frequéncia de

substitui¢do. Geralmente, essa matriz é usada em buscas com BLAST (PSSM Viewer, 2018).

4.4 Identificacdo das sequéncias de aminoacidos das proteinas Cry liberadas para

comercializacao no Brasil

Para estabelecer o escopo desta andlise, foram cuidadosamente verificados todos os
Pareceres Técnicos disponibilizados pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga
(CTNBi0) para acesso publico encontrados em seu sitio na Internet, na sessdo de Servigos da
CTNBio, pasta de “Liberagdes Comerciais” e subpasta referente a ‘“Plantas”. Foram
encontrados e catalogados os pareceres que reportavam a avaliacdo de eventos contendo genes

cry, bem como cada uma das proteinas Cry descritas nesses documentos.

Usando os dados da catalogacdo, foram identificados os nimeros de acesso para a
sequéncia de aminodcidos das proteinas Cry no Banco de Dados de Proteinas agregado ao
Centro Nacional para Informacgao Biotecnoldgica dos Estados Unidos (NCBI). Para isso, foram
levados em consideracdo apenas os pareceres relativos a eventos que nao foram formados por
cruzamentos entre variedades geneticamente modificadas, com exce¢ao dos Pareceres Técnicos
n° 4207/2014 e n°® 5128/2016, que foram os Unicos a reportar eventos que expressam,
respectivamente, a proteina mCry3A e as bindrias Cry34Abl e Cry35Abl. Com excecdo
também do Parecer Técnico n° 2795/2011, que relata um evento que expressa a proteina
CrylAb, em algoddo usado como parental de outros cruzamentos liberados para

comercializacdo, a despeito de ser um cruzamento dele mesmo.

Os parametros de busca foram o nome da proteina Cry em questdo, seguido do nome do
organismo doador ou do organismo receptor do transgene. Foi adicionada uma restricao de
busca direcionada para uma data de lancamento da sequéncia anterior a data de lancamento
descrita no Parecer Técnico, pois essas proteinas passaram por andlises de bioinformética antes
de obter a libragdo comercial. Os resultados dessa pesquisa, foram entdo refinados comparando-
os com as informacdes de tamanho de sequéncia de aminodcidos ou de pares de bases

fornecidos pelo NCBI e massa molecular, presentes tanto nos Pareceres Técnicos principais
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quanto nos comentdrios dos relatores. Os ndmeros de acesso que ndo foram encontrados através
dos procedimentos descritos foram obtidos através de uma investigacdo em literatura externa,
a qual todas as proteinas foram submetidas. Os dados desse levantamento foram sumarizados

na Tabelal.
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Tabela 1. Lista de proteinas liberadas para comercializacio pela CTNBio

Variedades de

Proteina Numero de Bacillus C.ultlvar Referéncia”
Acesso .., liberado
thuringiensis
kurstaki, Milho e CTNBio, Pareceres Técnicos n°
CrylAb POA370.1 kumamotoensis e lood3 1255/2008, n° 1100/2007, n°
berliner algocao 4764/2015 e n° 2795/2011
CrylA.105 CAS91272.1 kurstaki Milho e soja Dinon et al., 2011
) Algodao e CTNBIo, Pareceres Técnicos n°
CrylAc  P05063.1 kurstaki soja 513/2005 ¢ n° 1757/2009
. . Milho e CTNBio, Parecer Técnico n°
CrylF ACD50893.1 aizawai algoddo 1679/2008
CrylFa2  AAA22347.1 aizawai Milho e Ben-Dov et al., 1997
algodao
Milho,
Cry2Ab2  AQQ72802.1 Sintético algodao e Dinon et al., 2011
soja
Cry2Ae CADS52950.1 dakota Algodao Lietal, 2014
mCry3A CAD88618.1 tenebrionis Milho Walters et al., 2008
.. . CTNBio Parecer Técnico n°
Cry3A POA379.1 tenebrionis Milho 4764/2015
e . CTNBio Parecer Técnico n°
eCry3.1Ab ADC30135.1 Sintético Milho 4764/2015
. . CTNBio, Pareceres Técnicos n°
Cry3Bbl  CAL40964.1 kumamotoensis Milho 5162/2016 e n° 2674/2010
Cry34Abl AAG41671 PS149B1 Milho Gao et al., 2004
Cry35Ab1 AAG41672 PS149B1 Mllho Gao et al., 2004

“Local de descricdo do niimero de acesso ou sequéncia primaria de aminodcidos.
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4.5 Revisao de literatura sobre alergenicidade

Um levantamento bibliogréfico foi realizado para sumarizar e atualizar o material de
avaliacdo de seguranca das proteinas Cry selecionadas. A pesquisa foi orientada a testes de
alergenicidade e toxicidade em vertebrados ndo-alvo, testes de digestibilidade, ensaios in vitro

e in silico.

Considerando o propdsito de atualizagdo dos dados de seguranca, as buscas relativas as
proteinas Cryl Ab e CrylAc foram filtradas para trabalhos cujo periodo de publicacio fosse de
2012 a 2018, pois essas proteinas, em especial, foram amplamente estudadas por décadas. As
buscas pertinentes as demais proteinas nao tiveram restricdo por data. Foram levadas em conta

todas as formas e versdes disponiveis para estudo das proteinas Cry selecionadas.

4.6 Pesquisa de similaridade de sequéncia em bancos de dados de alérgenos usando Full

FASTA e janela corredica de 80 aminoacidos

4.6.1 Full FASTA e janela corredica de 80 aminoacidos

A Comissdo do Codex Alimentarus da FAO/WHO estabelece as diretrizes para
pesquisas de similaridade da sequéncia priméria de aminodcidos da proteina em processo de
avaliacdo de risco com sequéncias de alérgenos conhecidos depositadas em bancos de dados.
As modalidades de pesquisa adotadas neste estudo foram Full FASTA, que aplica 0 mecanismo
de FASTA para comparacio entre sequéncias completas de aminodcidos independentemente
do tamanho, e janela corredica de 80 aminodcidos, que avalia o alinhamento entre duas
sequéncias usando uma janela de 80 aminoadcidos em linha, que "corre" em intervalos de
aminodcidos: de 1 a 80 para 2 a 81 e assim por diante. Os valores de similaridade sdo dados
pela correspondéncia das sequéncias analisadas com moléculas com a capacidade de ligacao

com IgE, ou sensibilizagdo (CRESSMAN&LADICS, 2009).
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4.6.2 AllergenOnline

7z

AllergenOnline ¢ uma plataforma que foi projetada para ajudar na avaliacdo da
seguranca de proteinas. Ela d4 acesso ao banco de dados do “Food Allergy Research and
Resource Program” (FARRP), que € atualizado anualmente e conta com uma lista de 2.089
sequéncias revisadas e 831 grupos taxondmicos-proteicos para identificacao de proteinas com
potencial risco de alergenicidade. A atualizacdo mais recente de AllergenOnline adicionou
informacdes sobre tendéncia a ligacao com IgE, bem como a atividade bioldgica de ativacdo de
basdfilos, reatividade na pele de individuos sensiveis e inclinagdo a se ligar a IgE in vitro para
todas as sequéncias depositadas. A matriz de pontuagdo usada no site ¢ BLOSUM 50, que é
uma matriz de substitui¢do em blocos, ou seja, a porcentagem determinante de bloco da matriz

¢ 50% (GOODMAN et al., 2016).

Utilizando os nimeros de acesso identificados do NCBI, foram obtidas as sequéncias
de aminoécidos em formato FASTA das proteinas Cry selecionadas. Uma averiguagdo com
essas sequéncias foi realizada no banco de dados AllergenOnline (versao 18B, em 23 de mar¢o
de 2018), que usa como algoritmo FASTA 35.04. O “E-value” de corte usado foi >0,01 e o
alinhamento méximo de 20. Os resultados com porcentagem de similaridade maior que 70%

foram considerados supostos alérgenos e os com menos de 50% alérgenos improvaveis.

Foi realizada uma busca com Janela corredica de 80 aminoacidos com “E-score” de
corte de 10. Qualquer proteina com mais de 35% de identidade de sequéncia com alérgenos

conhecidos foi presumida com capacidade para gerar reatividade cruzada com IgEs.

4.6.3 Structural Database of Allergenic Proteins (SDAP)

Esse banco de dados € integrado a dispositivos de pesquisa para comparagcdo de
propriedades moleculares das proteinas alergénicas, incluindo sequéncias curtas, e seus
epitopos. O banco contém referéncias, que sdo atualizadas trimestralmente, sobre as sequéncias
lineares, estruturas quaterndrias e epitopos de alérgenos conhecidos fornecidos por
“International Union of Immunological Societies” (IUIS), SwissProt, “Protein Information

Resource” (PIR), NCBI e “Protein Data Bank™ (PDB), entre outros. Outras ferramentas do
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servidor sdo teste de correspondéncia e semelhanca peptidicas, indice PD de peptideo-proteina

e uma lista de epitopos de IgE para consulta (SCHEIN et al., 2007).

Utilizando os nimeros de acesso identificados do NCBI, foram obtidas as sequéncias
de aminoécidos em formato FASTA das proteinas Cry selecionadas. Uma averiguacdo com
essas sequéncias foi realizada no banco de dados SDAP, que usa como algoritmo FASTA 3.45.
O E-value de corte usado foi >0,01. Também, uma pesquisa para janela corredica de 80
aminodcidos foi realizada considerando uma identidade de corte de 35%, seguindo as

orientagdes da FAO/WHO.

4.7 Pesquisa de similaridade com alérgenos usando “Domain enhanced lookup time

accelerated BLAST” (DELTA-BLAST)

DELTA-BLAST € uma modalidade da ferramenta de busca BLAST que € capaz de
refinar a deteccdo de homologia entre sequéncias usando pesquisa um banco de dados pré-
construidos de matrizes de pontuacdo especifica de posicdo, antes de realizar uma busca em um
banco de dados de sequéncias de proteinas. A PSSM da plataforma do DELTA-BLAST foi
formada com informacdes do banco de dados de dominios conservados do NCBI. Neste
trabalho, o programa foi alimentado com o conteiudo do banco de dados de proteinas ndo
redundantes ligado ao NCBI e usa BLOSUM 62 como matriz, pois esta é apropriada para
detectar a maioria das semelhancas fracas de proteina dando mais peso aquelas com menos de

62% de identidade entre si (BORATYN et al., 2012).

As sequéncias selecionadas foram analisadas através de uma pesquisa com DELTA-
BLAST (versao BLASP 2.8.0+) no banco de dados “Non-Redundant Protein Sequences”,
disponivel em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov (BORATYN et al.,, 2012). Foi aplicada uma
limitagdo baseada na palavra-chave “Allergen”, preenchendo o campo “Entrez Query” do
instrumento de busca. O alinhamento foi observado pelo E-value correspondente > 0,01 aos

melhores alinhamentos.
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4.8 Pesquisa de similaridade com alérgenos usando AlgPred 1.0

As proteinas Cry selecionadas foram analisadas com o servidor AlgPred, que utiliza
quatro abordagens: predicao de alérgenos com base em médulos de “Support Vector Machine”
(SVM) usando composi¢do de aminodcidos ou dipeptideos, mapeamento de epitopos de IgE
conhecidos, pesquisa por motivos de alérgenos na sequéncia usando MEME / MAST, pesquisa
com BLAST contra 2.890 peptideos representativos de alérgenos (ARPs) e uma abordagem
hibrida que combina as quatro anteriores. Os parametros padrdo foram adotados em todas as
abordagens e estao disponiveis no endereco www.imtech.res.in/raghava/algpred/ (SUDIPTO &
RAGHAVA, 2006). Neste trabalho, porém, somente os resultados das ferramentas MEME /

MAST do AlgPred foram selecionados para andlise.

4.8.1 “Multiple Em for Motif Elicitation” (MEME)

Um motivo é um padrdo de sequéncia que incide amiide em um mesmo grupo de
sequéncias relacionadas. MEME identifica os motivos em uma sequéncia aplicando uma matriz
de probabilidade dependente da posicdo, que descreve a probabilidade de cada elemento da
sequéncia estar em cada posi¢ao no padrdo. A ferramenta ndo usa padrdes descontinuos, entao
tende a dividir trechos de padrdes com comprimentos variados, que formam motivos (BAILEY

et al., 2009).

4.8.2 “Motif Alignment and Search Tool” (MAST)

O MAST toma como entrada um arquivo contendo as descricdes de um ou mais
motivos, em formato de saida de MEME, e pesquisa em um banco de dados de sequéncia
selecionado para as que correspondem aos motivos alergénicos. Opera com calculos de
pontuacdes de equivaléncia para cada sequéncia no banco de dados, comparadas com cada um

dos motivos no grupo de motivos fornecidos (SAHA& RAGHAVA, 2006).
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4.9 Pesquisa de similaridade de propriedades fisico-quimicas com alérgenos usando
AllerTOP v. 2.0

AllerTOP v.2.0 € um servidor para predicdo in silico de alérgenos que usa “Auto-cross
Covariance” (ACC) transformation ou Transformagdes de auto covaridncia e covariancia
cruzada. Esse ¢ um método que mede a correlacdo entre qualquer par de propriedades fisico-
quimicas de um aminodcido e utiliza os dados gerados pela comparacdo para transformar
sequéncias de proteinas em vetores de comprimento fixo (LIU et al., 2016). Essas propriedades
sdo definidas por descritores que geram valores numéricos, que classificam as interacdes entre
pares de aminodcidos quanto a distancia entre si e seus graus relativos de tor¢cdo num eixo,
assim possibilitando a geracdo de vetores e a comparacido dessas informacdes com outras

proteinas (VENKATARAJAN & BRAUN, 2001).

As sequéncias eleitas foram analisadas com AllerTOP v. 2.0 para predicdo de
alergenicidade. A ferramenta usa cinco descritores para representar as principais propriedades
dos aminodcidos na sequéncia: hidrofobicidade, tamanho molecular, propensao a formacao de
hélices, abundancia relativa de aminodcidos e propensdo a formacdo de cadeia. Com essas
informacdes, transforma sequéncias de proteinas em vetores uniformes de comprimento igual
por ACC. As proteinas entao sdo classificadas pelo algoritmo “k Nearest Neighbors” (kNN, k
= 1), com base num banco de dados contendo 2.427 alérgenos conhecidos de diferentes espécies
e 2.427 nao-alérgenos. Os parametros de anélise utilizados foram os fornecidos pelo programa

que pode ser acessado em http://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/.

4.10 Ensaio de digestibilidade in silico usando “ExPASy Peptide Cutter”

“ExPASy Peptide Cutter” € uma ferramenta que prevé locais de clivagem de proteases
ou produtos quimicos em uma sequéncia de aminodcidos. Ela permite realizar simula¢des com
um ou vérios reagentes de degradacdo proteica, que podem ser selecionados de uma lista de
trinta e oito proteases e produtos quimicos. Uma operacdo com o programa pode gerar
informacdes sobre o niimero de sitios de clivagem e suas localizac¢des, os peptideos resultantes
dessas clivagens e suas caracteristicas ou todos esses dados contextualizados em um mapa. Esta
disponivel no portal virtual de recursos, ExXPASy (“Expert Protein Analysis System”), do

“Swiss Institute of Bioinformatics” (SIB), que contém um acervo substancial de bancos de
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dados e programas para pesquisa envolvendo Bioinformdtica e estd vinculada a plataformas
importantes como, UniProtK (“Universal Protein resource — Knowledgebase”) e PDB

(GASTEIGER et al., 2005)

As sequéncias das proteinas selecionadas foram submetidas a uma simulagdo de
digestdo sequencial com a ferramenta “Peptide Cutter” do portal ExXPASy para predicdao de
sitios de clivagem e caracterizacdo de estabilidade. A digestio sequencial consiste em submeter
uma sequéncia a clivagem por um reagente e, em seguida, submeter os fragmentos peptidicos
resultantes a clivagem por outro reagente. Os reagentes escolhidos para as etapas deste ensaio
foram as proteases pepsina e tripsina, respectivamente, sendo a digestdao por pepsina realizada

em condicdes de pH 1.3, seguindo as orientacdes descritas em FAO/WHO, 2001.

O programa considera que a pepsina cliva preferencialmente as regides de sequéncia
contendo Phe, Tyr, Trp e Leu. Sua agdo sofre efeitos negativos quando Arg estd presente no
ponto de clivagem avizinhada de Arg, Lys e His na por¢cdo N-terminal. Ela € favorecida pela
presenca de Pro entre trés e quatro aminoacidos de distancia do sitio de clivagem na por¢dao N
terminal e desfavorecida se a Pro se localizar entre dois aminoédcidos N-terminais de distincia
do sitio de clivagem e trés aminodcidos de distancia na por¢do C-terminal. Ao adicionar as
condic¢des de pH 1.3, a pepsina passa a realizar clivagem especifica em Phe e Leu em detrimento

dos demais aminoacidos. Enquanto pH 2 remove toda a especificidade (ExPASy, 2018).

No programa, tripsina preferencialmente cliva em Arg e Lys, nesta ordem. A clivagem
€ bloqueada pela presenca de Pro no ponto C-terminal da regido de clivagem, mas, aqui, esse
efeito é desconsiderado quando os dois aminodcidos vizinhos da porcdo N-terminal sdo
respectivamente Lys e Trp ou Arg e Met. A a¢do da tripsina pode ser bloqueada se Lys estiver
ladeada por Asp, Cys, His ou Tyr em diversas combina¢des diferentes de posicdes entre um e
dois aminodcidos de distancia. O mesmo vale para Arg com outra Arg, Cys, His ou Lys nas

vizinhangas imediatas (ExPASy, 2018).

Os peptideos gerados pela primeira fase da digestdo simulada sequencial de cada
proteina foram classificados quanto ao tamanho, em quantidade de aminodcidos (aa) por
fragmento, e foram todos submetidos a segunda digestdao. Entdo, os peptideos resultantes dessa
outra etapa sofreram um processo similar de classificacdo. Em cada etapa, as classifica¢des
formaram trés grupos: peptideos com < 7 aminoécidos, e peptideos com 8 a 19 aminodcidos e
peptideos com > 20 aminoéacidos. Com esses dados, foi avaliado qualitativamente o potencial

de digestibilidade em uma simulacio das condi¢des do trato digestério humano e o potencial
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alergénico de cada proteina com base no tamanho dos fragmentos gerados apds a digestao
simulada. A predominancia de fragmentos com mais de 8 aminodcidos foi considerada um
indicativo de alergenicidade, enquanto a predominancia de fragmentos menores que isso foi

considerada um indicativo de inocuidade (AALBERSE, 2000).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao de alergenicidade com dados de revisao de literatura

Uma revisdo de literatura foi feita com foco em publicagdes contendo indicacdes de
alergenicidade pertinentes as proteinas Cry selecionadas. Seus resultados mostraram grande
variedade de metodologias que suportam, majoritariamente, a seguranca alimentar dessas
proteinas, com possiveis excecdes que serdo expostas a seguir. Foram levados em conta tanto
os relatorios de 6rgdos publicos de gerenciamento de OGM de diferentes paises, como a
CTNBIo, quanto investigagdes cientificas livres de conflitos de interesse. No entanto, como as
culturas transgénicas que expressam essas proteinas ja foram liberadas comercialmente no
Brasil, sabe-se que as avaliacdes disponiveis dos 6rgdos pubicos, dentro do escopo deste
trabalho, em sua totalidade, indicam improbabilidade de gerar reacdo alérgica. Nos proximos
paragrafos esses dados serdo especificados para cada uma das proteinas selecionadas e
sumarizados na Tabela 2, exceto para CrylFa2, Cry2Ae e mCry3A, que ndo possuiam, até o
momento deste trabalho, quaisquer publica¢des referentes a seguranca, além dos Pareceres

Técnicos que as liberaram para uso no Brasil.

5.1.1 CrylAb

Esta proteina foi inicialmente liberada para comercializa¢do no Brasil com os cultivares
de milho carregando o evento MONS810 em 2007 (Parecer Técnico 1100/2007 — CTNBio 2018).
No ano seguinte, a modalidade contendo o evento Bt11 para milho também foi liberada (Parecer
Técnico 1255/2008 — CTNBio 2018). O que sucedeu essas liberacdes foram sete permissoes
para comercializagdo de hibridos desses eventos com outros OGM ou plantas convencionais.
Além dessas, destacam-se as libera¢des de eventos de milho 5307 (Parecer Técnico 4764/2015
— CTNBio 2018), algodao TwinLink (Parecer Técnico 2795/2011 — CTNBio 2018) e hibridos
derivados destes, sendo a ultima liberagdo registrada em 2017 para o algoddo hibrido GLTC
(Parecer Técnico 5400/2017 — CTNBio 2018). No que tange ao uso de Bioinformatica, as
avaliacdoes de seguranca presentes nestes pareceres abordam, obrigatoriamente, apenas a

homologia de sequéncia linear das proteinas presentes em cada evento. Outros ensaios in silico
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sdo facultativos e ndo sdo levados em conta para o deferimento da solicitacdo de aprovagao

comercial.

A maior parte do material publicado abordando o potencial alergénico da proteina
Cryl Ab, a partir de 2012, envolve testes in vivo com administracdo de proteina purificada ou
material de origem de OGM via oral, intragdstrica ou pelo trato respiratério. Os ensaios de
alimentac@o a curto e longo prazo, incluindo alimentacdo forcada, se destacam, apresentando
contetido sobre vdrios modelos animais. Esses ensaios foram registrados com camundongos
(ANDREASSEN et al., 2016; REINER et al., 2014; ADEL-PATIENT et al., 2011 & 2011),
ratos (SHARBATI et al., 2017; ZELJENKOVA et al., 2014 & 2016), suinos (WALSH et al.,
2011 & 2012; BUZOIANU et al., 2012a, 2012b & 2013), simios (TAN et al., 2016) e salmoes
(GU et al., 2014). Ensaios de alimentagdo a curto prazo sdo caracteristicamente mais voltados
para respostas imunoldgicas, enquanto os de alimenta¢do prolongada fornecem informacdes
sobre os efeitos histoldgicos e fisiolégicos da alimentacdo, bem como seu impacto na
performance, crescimento e reproducao dos animais. Ambas as abordagens sdo adequadas para
identificar desordens de natureza alergénica, porém nenhum efeito deletério relacionado ao

consumo de proteinas Cryl Ab foi encontrado nos estudos mencionados.

Os testes in vivo com administragdo por vias aéreas e intraperitoneal também sdo
relevantes para identificacdo do potencial alergénico. Esses estudos averiguam principalmente
a atividade adjuvante das substancias. No estudo de alergias, adjuvantes sao elementos capazes
de intensificar uma resposta imune que pode levar a um quadro de alergia, mesmo para
individuos até entdo tolerantes ao elemento alérgeno propriamente dito (BERIN & HUGH,
2013). Estudos com camundongos (ANDREASSEN et al., 2015 & 2016; REINER et al., 2014)
mostraram que CrylAb ndo produziu efeito adjuvante quando em contato com tecidos fora do

trato digestorio.

Também, foram encontrados estudos que submetem a proteina a andlises in vitro
(MATHUR et al., 2015; BONDZIO et al., 2013). Foram verificados os efeitos de aplicacao de
diversas formas da proteina CrylAb em culturas de células, capacidade de ligacio com
anticorpos em imunoensaios e estabilidade em ensaios com fluido géstrico simulado. Nenhum

indicio de potencial patogénico foi encontrado usando esses métodos.
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5.1.2 CrylA.105

O primeiro evento liberado para o mercado expressando essa proteina foi o milho MON
89034 em 2009 (Parecer Técnico 2052/2009 — CTNBio, 2018), seguido de cinco hibridos deste
evento com outros OGM. A ultima liberacido ocorreu em 2017, para um evento de soja MON
87751 (Parecer Técnico 5398/2017 — CTNBio 2018). Os parametros e conceitos aplicados nas

avaliacdes de Cry1Ab sdo igualmente aplicados a esse caso.

A literatura corrente que concerne a seguranca da proteina CrylA.105 para a satide
humana € limitada. Além da confirmac¢do de inocuidade dada pelos 6rgdos de fiscalizagao,
pouco conteddo foi produzido sobre a avaliagdo de alergenicidade dessa proteina. Em 2011,
Testbiotech Institute for Independent Impact Assessment of Biotechnology publicou um artigo
(THEN, 2011) contestando o Parecer Técnico da EFSA 2010, que permitiu a liberacdo
comercial na Unido Europeia de milho SmartStax. A publicacdo argumentava que a auséncia
de qualquer teste que tratasse do risco de interacdes sinergéticas da toxina CrylA.105 em
humanos deveria ser suficiente para impossibilitar o deferimento da variedade na Europa. Esse

foi o tinico material encontrado a esse respeito.

5.1.3 CrylAc

A liberacdo de eventos contendo CrylAc pela CTNBio remonta até 2005, quando da
aprovagao do algodao Bollgard 531 (Parecer Técnico 513/2005 — CTNBio 2018). Em 2009, foi
aceito para comercializacdo o evento de algodao Widestrike (Parecer Técnico 1757/2009 —
CTNBio 2018) e, nos anos seguintes até 2012, mais quatro eventos hibridos, incluindo um de

soja (Parecer Técnico 2542/2010 — CTNBio 2018), obtiveram suas permissdes.

Foram encontradas diversas publicagdes abordando ensaios in vivo para avaliagdo de
seguranca da proteina CrylAc. Em Mezzomo et al. (2015), por administracdo oral e
intraperitoneal em ratos, 24 horas antes da eutandsia e extra¢ao dos tecidos, foram observados
efeitos citotdxicos e genotdxicos em linhagens eritroides, bem como indicios de efeito
adjuvante, sobr etudo relacionados a administracdo oral. Em Ibarra-Moreno et al. (2014),
também foi encontrado afeito adjuvante ao coadministrar CrylAc na imunizacdo de

camundongos contra cisticercose, obtendo uma protecao considerdvel versus o parasita. J4, em
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Moreno-Fierros et al. (2013), foram obtidos resultados de testes in vivo e in vitro positivamente
indicativos de efeito de ativacdo de macréfagos apds administracdo da proteina por via oral e
intraperitoneal. Por outro lado, em Guo et al. (2015), ndo foram registrados efeitos deletérios
na fisiologia geral e, principalmente, no sistema reprodutivo de ratos submetidos a ensaio de

alimentacdo prolongada.

No que diz respeito aos trabalhos relacionados a seguranca da proteina CrylAc que
usam testes in vitro para avalia¢do, foram encontrados dados adicionais apontando seus efeitos
de ativacdo de macréfagos em Torres-Martinez et al. (2016). Em Mesnage et al. (2012), os
resultados indicaram que a proteina na forma de toxina ndo é completamente inerte em meios
de cultura de células humanas e poderia apresentar efeitos citotoxicos quando combinada com
outros residuos. Por outro lado, em Farias et al. (2014), ao serem avaliadas as atividades
citotoxica e antimicrobiana da proteina, ndo foram observados efeitos significativamente
danosos as células de organismos ndo-alvo, como os linfécitos e eritrocitos humanos. Em
Mathur et al. (2015), testes com fluido gastrico simulado, procedimentos de caracterizacdo

molecular e imunoensaios também apontaram para a auséncia de potencial alergénico.

5.1.4 Cry2Ab2

A liberacdo comercial dos eventos relacionados a proteina Cry2Ab2 com a aprovagio
de MON 89034, assim como CrylA.105, em 2009. Esta proteina foi também aceita em seis
hibridos e nas variedades de algodao MON 15985 (Parecer Técnico 1832/2009 — CTNBio
2018). Sua ultima liberagdo ocorreu em 2017 com a soja MON 87751.

A literatura a respeito da seguranga de Cry2Ab2 ¢é reduzida e envolve, principalmente,
estudos in vivo sobre efeitos fisioldgicos de uma dieta contendo material derivado de OGM.
Em Hamilton et al. (2004), foi constatada a equivaléncia entre os efeitos fisioldgicos causados
por dietas com e sem farinha de algodao contendo a proteina Cry2Ab2, em vacas leiteiras,
bagres e codornas. O mesmo resultado foi encontrado em Taylor et al. (2007), através de um
estudo de alimenta¢do prolongada de frangos com milho transgénico expressando a proteina e

sua contraparte convencional.
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5.1.5 eCry3.1Ab e Cry3A

As protefnas eCry3.1Ab e Cry3Ab foram liberadas para comercializacao através da
aprovacdo do evento de milho 5307, em 2015. A publicagdo disponivel relacionada a seguranca
e pertinente a eCry3.1Ab estd em Burns e Raybould (2014). Nesse estudo, organismos nao-alvo
foram expostos a dietas contendo OGM com essas proteinas em intervalos de tempo diferentes

e nenhum efeito deletério pode ser atribuido a alimentacao.

No tocante a proteina Cry3A, em Guerrero et al. (2004), foram avaliados os papéis da
estrutura da toxina na indug@o de resposta imune, através de um exame de fluidos e sangue de
camundongos imunizados. Foi concluido que a regido C-terminal de Cry3A provoca uma

liberacao significativa de anticorpos em mucosas.

5.1.6 Cry3Bbl

A liberagdo comercial desta proteina ocorreu com a aprovagao do evento de milho MON
88017, em 2010 (Parecer Técnico 2764/2010 — CTNBio 2018). Nos anos seguintes, dois
hibridos desse evento foram liberados e o tltimo evento contendo Cry3Bbl1 liberado foi o milho

MON 87411, em 2016 (Parecer Técnico 5162/2016 — CTNBio 2018).

Na literatura, foi reportado em De Venddmois et al. (2009), a confirmacdo da presenga
de efeitos de toxicidade hepatorenal, apés uma andlise comparativa com variedades
convencionais avaliando cerca de sessenta parametros bioquimicos de sangue e 6rgdos, em
ratos alimentados com diferentes tipos de milho transgénico, incluindo variedades contendo
Cry3Bbl. Esse relato foi confrontado em Doull et al. (2007), por uma junta de analistas técnicos
que, reavaliando a pesquisa, alegou falta de evidéncias de que os efeitos adversos seriam
causados pela dieta. Outros estudos in vivo com testes de alimentacao a médio e longo prazo
em ratos ndo foram capazes de mostrar efeitos del etérios ligados ao consumo de Cry3Bbl e
seus derivados (HAMMOND et al., 2006; HEALY et al., 2008). Da mesma forma, um teste in
vitro nao pdde identificar capacidade de ligacdo desta proteina com IgE (NAKAJIMA et al.,
2010).
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5.1.7 Cry34Ab1 e Cry35Abl

A liberacdo comercial dessas proteinas bindrias, se deu pela aprovaciao do hibrido de
milho MON 89034 x MON 88017 x TC1057 x DAS - 59122-7, em 2016 (Parecer Técnico
5128/2016 — CTNBio 2018). Na literatura, a essas proteinas foram atribuidas uma rapida
degradacdo em fluido géastrico simulado, cerca de 7 minutos no maximo (HERMAN et al.,

2003).

As demais publicacdes se voltam para ensaios de alimentag¢do de curto a longo prazo
com camundongos (JUBERG et al., 2009), ratos (MALLEY et al., 2007; HE et al., 2008;
APPENZELLER et al., 2009), aves de criagio (MCNAUGHTON et al., 2007; JACOBS et al.,
2008) e vacas leiteiras (BROUK et al., 2011). Foram verificados efeitos fisiolégicos,
alergénicos e de performance tanto para exposicdo alimentar aguda quanto prolongada,
incluindo efeitos hereditiarios. Em todos os ensaios, a seguranga do consumo de produtos

oriundos de Cry34Abl e Cry35Abl foi reafirmada.

5.1.8 CrylF

A primeira liberagao obtida por CrylF ocorreu em 2008, com a aprovacdo do evento de
milho TC1507 (Parecer Técnico 1679/2008 — CTNBio 2018). Ao total, 9 hibridos dessa
variedade ja foram aprovados até 2016. A literatura direcionada para ensaios in vitro reporta
que essa proteina ndo apresenta reatividade cruzada com proteinas tipicamente alergénicas,
como proteinas de 4caros, através da andlise de soro sanguineo de pacientes sensibilizados
(LADICS et al.,, 2006). Também, existem publicagdes indicando a alta velocidade de
degradacao de CrylF em fluido géstrico simulado (SCHAFER et al., 2016).

As outras publicacdes consistiram em ensaios in vivo de alimentag@o de curto a longo
prazo envolvendo ratos (DRYZGAM et al., 2007; MACKENZIE et al. 2007), suinos (STEIN
et al., 2009) e bovinos (FAUST et al., 2007; SINDT et al., 2007). Em nenhum dos testes, foram

encontrados indicios de potencial de alergenicidade nem qualquer outro efeito deletério.
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Tabela 2. Resultados sumarizados da revisdo de estudos de alergenicidade disponiveis na literatura cientifica de proteinas Cry presentes em culturas transgénicas

liberadas para comercializacao no Brasil. (Continua)

Proteinas

Efeito
adjuvante

Reacao a
dieta

Efeito
alergénico

Efeito
imunogénico

Digestao por fluido
gastrico simulado

Referéncias

CrylAb

Negativo
2,10

Negativo
1-9

Negativo
1,3,8,12

Negativo
1,3,6,8, 12

Répida
11

9

e A e

Andreassen et al., 2016

Reiner et al., 2014

Adel-patient et al., 2011 & 2011
Sharbati et al., 2017

Zeljenkova et al., 2014 & 2016
Walsh et al., 2011 & 2012

Buzoianu et al., 2012a, 2012b & 2013
Tan et al., 2016

Gu et al., 2014

10. Andreassen et al., 2015 & 2016
11. Mathur et al., 2015
12. Bondzio et al., 2013

CrylA.105

Potencial

Potencial

Then, 2011

CrylAc

Positivo
1,2

Negativo
4

Negativo
7,8

Positivo
3,5,6

Répida

I R

Mezzomo et al., 2015
Ibarra-Moreno et al. 2014
Moreno-Fierros et al. 2013
Guo et al.,

Torres-Martinez et al. 2016
Mesnage et al. 2012

Farias et al., 2014

Mathur et al. 2015

Cry2Ab2

Negativo

Hamilton et al. 2004
Taylor et al. 2007
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Tabela 2. Resultados sumarizados de estudos de alergenicidade disponiveis na literatura cientifica de proteinas Cry presentes em culturas transgénicas liberadas para

comercializacdo no Brasil. (Continuacdo)

eCry3.1Ab - Negativo

Burns e Raybould, 2014

Negativo

Cry3Bbl - 3.4

Negativo
1,2,5

ARl

De Vendomois et al. 2009
Doull et al. 2007
Hammond et al., 2006
Healy et al., 2008
Nakajima et al., 2010

Cry3A - -

- Positivo -

Guerrero et al. 2004

Negativo
- 2’ 3’ 4’ 5’
6,7,8

Cry34Abl1/
Cry35Ab1

Répida

1. Herman et al., 2003

Juberg et al., 2009
Malley et al., 2007

He et al., 2008
Appenzeller et al., 2009
Mcnaughton et al., 2007
Jacobs et al., 2008
Brouk et al., 2011

CrylF Negativo

1,2,3,4,5

Negativo Répida
6 7

NN E WD =00 o kWD

Dryzgam et al., 2007
Mackenzie et al. 2007
Stein et al., 2009
Faust et al., 2007
Sindt et al., 2007
Ladics et al., 2006
Schafer et al., 2016
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5.2 Avaliacao de alergenicidade baseada em homologia de sequéncias de aminoacidos

Através de uma pesquisa em Full FASTA performada em dois bancos de dados de
alérgenos, Allergen Online e SDAP, foi observado um baixo potencial alergénico para todas as
proteinas Cry selecionadas. Nenhuma proteina apresentou similaridade de sequéncia com

alérgenos conhecidos acima de 50% com um E-value de corte menor que 0,01.

Uma avaliacio do alinhamento de janelas de 80 aminodcidos das sequéncias
selecionadas com as de alérgenos conhecidos nos dois bancos de dados foi feita. Somente em
SDAP, foram encontradas similaridade de 35% entre os 80 aminodcidos da regido dos
aminodcidos de 706 a 794 da proteina CrylF e a proteina alergénica Cor a 1.0301, oriunda de
avela, Corylus avellana, e similaridade de 36,25% entre os trechos de 80 aminoécidos da regido
dos aminoacidos de 94 a 174 da proteina Cry2Ae e a paramiosina alergénica Ani s 2,
proveniente do nematoide Anisakis simplex. Nesse caso, apenas a proteina Cry2Ae poderia ser
considerada com indicios de potencial alergénico, pois possui similaridade superior a 35%

(FAO/WHO, 2001). As demais proteinas apresentaram similaridade abaixo do valor de corte.

A pesquisa de similaridade de sequéncia com DELTA-BLAST realizada com limite de
consulta com o termo “Allergen”, de modo a gerar alinhamento das proteinas Cry selecionadas
com proteinas alergénicas conhecidas, mostrou auséncia de similaridade, com E-value menor

que 0,01, em todos os casos.

O presente estudo considerou que existem evidéncias de que a submissdo de proteinas
a uma busca usando janela corredica de 80 aminodcidos tem maior probabilidade, em
comparagdo com uma busca em Full FASTA, de resultar em identidades que ndo estdo
funcionalmente relacionadas com a proteina consultada (LADICS et al., 2007). Além disso,
apesar da frequéncia de atualizacdo de dados do SDAP ser descritivamente maior que a do
AllergenOnline, sua ultima atualizacdo ocorreu em 2013, enquanto a revisdo mais recente do
outro banco ocorreu em 2018, isso permitiria que 0 mesmo teste encontrasse resultados
diferentes em cada plataforma, sem necessariamente suportar um potencial alergénico de
Cry2Ae. Dessa forma, os diferentes resultados encontrados na andlise das proteinas
selecionadas para homologia de sequéncias de aminoécidos, em bancos de dados de alérgenos,

tende a gerar incertezas sobre a seguranca alimentar dos alimentos de OGM.
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5.3 Avaliacao de alergenicidade baseada em similaridade de motivos lineares

Utilizando as ferramentas de andlise MEME/MAST do servidor AlgPred, esta
investigacdo ndo encontrou identificagdes com alérgenos. A presenca de motivos lineares é uma
idiossincrasia tipica de moléculas com cardter alergénico e rara em outros tipos de proteina
(RATHINAM et al, 2017). Esses resultados, portanto, corroboram para seguranca das

proteinas Cry expressas em plantas alimenticias.

5.4 Anélise de similaridade de propriedades fisico-quimicas com alérgenos

O programa AllerTOP V.2.0 avaliou as propriedades determinantes para a conformacao
espacial e estabilidade das proteinas escolhidas e indicou identidade com alérgenos conhecidos,
na maioria dos casos, sendo elas entdo denominadas provéveis alérgenos pela ferramenta. As
proteinas Cry34Abl e Cry35Abl foram as excecOes, apresentando identidade com ndo
alérgenos. A Tabela 3 di a conhecer esses dados detalhadamente. Esses resultados vao de

encontro ao perfil de seguranca que as demais deliberacdes apresentaram.

O IgE € capaz de realizar fortes interacdes com epitopos conformacionais de proteinas
(PADAVATTAN et al., 2009) que, em se tratando de alérgenos alimentares, dependem da
estabilidade da estrutura no ambiente do trato digestorio para serem reconhecidos e suscitarem

respostas imunes.

Essa estabilidade pode ser preservada pela matriz em que a proteina estd inserida durante
a digestdo, que no caso das proteinas Cry analisadas € o tecido vegetal, e pelas propriedades de
resisténcia do seu arcabougo interno a protedlise (RATHINAM et al., 2017). Assim, a despeito
de uma parte da literatura sobre seguranca alimentar priorizar a investigacdo do potencial
alergénico de epitopos lineares, esses resultados mostram que os aspectos conformacionais tém

sua relevancia, mas nao sdo suficientes para elaborar julgamento (AALBERSE, 2000).

Por isso, essas informagdes precisam ser complementadas com buscas sobre a
estabilidade das proteinas analisadas e ainda dados de testes laboratoriais para serem capazes

de originar alguma suposi¢do quanto a alergenicidade (HILEMAN et al., 2002).
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Tabela 3. Predicdo de alergenicidade por propriedades fisico-quimicas a partir das sequéncias

primérias de proteinas Cry presentes em culturas transgénicas liberadas para comercializagdo

no Brasil, utilizando a ferramenta AllerTOP v.2.0

Proteinas Predicao de alergenicidade por AllerTOP v.2.0
CrylAb
Cg;lli;&lgs Provavel alérgeno; p.m.p.: proteina cristal cryl Ab de Bacillus thuringiensis subsp.
Y kurstaki (UniProtKB: POA370)
CrylF
CrylFa2
eg:yggl?zb Provavel alérgeno; p.m.p.: proteina cristal Cry9Ca de B. thuringiensis subsp.
Y tolworthi (UniProtKB: Q45733)
Cry2Ae
mCry3A Provavel alé . . . stal Crv3Bb de B. thurineiensi
Cry3A rovavel alérgeno; p.m.p[.j I)'ll;’OteIIIEE]IS §r1s6% | I;y e B. thuringiensis
Cry3Bbl (UniProtKB: Q )
Provével ndo-alérgeno; p.m.p: complexo AP-1 sub-unidade mu-1 humano
Cry34Abl (UniProtKB: QIBXS5)
Cry35Abl Provavel ndo-alérgeno; p.m.p: antigeno humano CD109 (UniProtKB: Q6YHK3)

p.m.p. : proteina mais proéxima fisico-quimicamente.
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5.5 Analise de estabilidade a digestao sequencial in silico

A avaliacdo da estabilidade das proteinas Cry selecionadas foi feita com os dados de
uma simulacdo de digestdo sequencial in silico usando ExPASy Peptide Cutter. Na primeira
fase do ensaio, ocorreu a digestdo por pepsina a pH 1.3. Na segunda fase, todos os fragmentos
gerados anteriormente foram submetidos a digestdo por tripsina. Os novos fragmentos oriundos
de ambas as digestdes foram classificados quanto ao tamanho em trés grupos. A comparacao
entre o nimero de fragmentos de cada grupo em cada etapa do ensaio foi ilustrada no Grafico
1. Foi possivel identificar uma redugdo progressiva de peptideos com mais de 20 aminodcidos
entre as etapas de digestdo. H4 diferencas perceptiveis de estabilidade entre as diferentes
proteinas Cry, que sdo indicadas pelos diferentes graus de redug¢do dos grupos de peptideos
maiores. Porém, invariavelmente, o grupo de peptideos com 7 aminodcidos ou menos aumenta
de forma dréstica de uma fase para outra. Isso denota que nenhuma das proteinas mostrou ser
resistente as condi¢des ambientais presumidas do trato digestério humano e que os peptideos

gerados pela digestdo simulada, majoriteriamente, ndo demostraram relevéncia imunoldgica.



Griafico 1. Numero de fragmentos de peptideos por proteina em cada etapa da digestdo sequencial simulada
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6. CONCLUSAO

Novas ferramentas e metodologias de Bioinformatica foram utilizadas ao longo deste
trabalho para reavaliar a segurancga das proteinas Cry liberadas para comercializa¢do no Brasil,
de 2005 a 2017. Os resultados encontrados constroem um perfil condizente com a rotulagdo de
ndo-alergenicidade alimentar que essas proteinas trazem até o presente momento. Contudo,
esses resultados nao anulam a necessidade de empregar outros testes e atualizacdes futuras para
garantir que essas proteinas sdo de fato seguras para consumo. Também foi confirmado que
novas abordagens para andlises in silico, como as usadas por AllerTOP v.2.0, ExXPASy Peptide
Cutter e AlgPred, possuem potencial para integrar uma avalia¢do de risco respaldada pelas
institui¢des regulamentadoras nacionais e provavelmente serdo de grande utilidade para futuras

investigacdes clinicas e cientificas sobre compostos alergénicos.
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