an,
¥

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ANALITICA

TESE DE DOUTORADO

AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO DE
GIRASSOL POR MEIO DE ANALISE DE PROTEINAS
E METALOPROTEINAS

Orientada: Jerusa Simone Garcia
Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda

CAMPINAS - SP
SETEMBRO DE 2006



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE
QUIMICA DA UNICAMP

Garcia, Jerusa Simone.

G165a Avaliagao do desenvolvimento de girassol por meio de
analise de proteinas e metaloproteinas / Jerusa Simone
Garcia. -- Campinas, SP: [s.n], 2006.

Orientador: Marco Aurélio Zezzi Arruda.

Tese - Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Quimica.

1. Girassol. 2. Proteina. 3. Metaloproteina.
4. Contaminacao. I. Arruda, Marco Aurélio Zezzi.
II. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Quimica. lll. Titulo.

Titulo em inglés: Evaluation of sunflower development based on protein and
metalloprotein analysis

Palavras-chaves em inglés: Sunflower, Protein, Metalloprotein, Contamination

Area de concentragdo: Quimica Analitica

Titulacao: Doutor em Ciéncias

Banca examinadora: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda (orientador), Prof. Dr. Ricardo
Antunes de Azevedo, Prof. Dr. Pedro Vitoriano de Oliveira, Prof. Dr. José Alberto Fracassi

da Silva, Prof. Dr. Fernando Anténio Santos Coelho

Data de defesa: 15/09/2006



BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda (Orientador

/,# )
Prof. Dr. Pedro Vitoriano de Oliveira (IQ-USP) //ﬂéﬂ L//WdW 0& /[

Prof. Dr. Ricardo Antunes de Azevedo (ESALQ-USP) 78/

Prof. Dr. Fernando Ant6nio Santos Coelho (IQ-UNICAMP) WW

Prof. Dr. José Alberto Fracassi da Silva (IQ-UNICAMP) 1\ _ " alb.l, V-ds Sidec

Este exemplar corresponde a redagéo final da Tese
de Doutorado defendida pela aluna JERUSA
SIMONE GARCIA, aprovada pela Comissdo
Julgadora em 15 de setembro de 2006.




Dedico esta tese de Doutorado aos meus pais
Celso e Iéda, e aos meus irmdos Josmar,
Jordan e Jaison por todo o amor e apoio

durante mais esta etapa da minha vida.



‘Sem imaginagdo, o cientista ndo descobriria
nada, uma vez que a esséncia da descoberta
requer que o cientista olhe para as coisas que
todas as pessoas véem, mas perceba coisas

que ninguém jamais viu.

Carl Linus Pauling

Vii



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual de Campinas, em especial ao Departamento de Quimica
Analitica do Instituto de Quimica pela oportunidade oferecida para a realizacdo deste
trabalho.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo pela concessdo da
bolsa de estudo e do auxilio financeiro.

Ao professor Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda, pela orientacdo, apoio e amizade e
pelos valiosos conselhos.

Ao professor Dr. Erico M. M. Flores do Departamento de Quimica da UFSM por
disponibilizar o seu laboratério e equipamentos para a realizagdo de um estagio onde foi
feito parte dos experimentos desta tese.

Ao professor Dr. Ricardo Antunes de Azevedo do Departamento de Genética
Bioguimica de Plantas da Esalg/USP pelo auxilio na obtengao e interpretacao dos dados a
respeito da atividade enzimatica.

Ao Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS) pelo suporte dado para a
execucao dos experimentos na linha de fluorescéncia de raios-X, em especial ao Dr.
Carlos A. Pérez.

Ao professor Dr. Ronei Jesus Poppi do Departamento de Quimica Analitica da

Unicamp pela assisténcia no emprego da ferramenta quimiométrica rede Neural Kohonen

A todos professores que fizeram parte da minha formacdo académica, em especial
a professora Dra. Hondria de Fatima Gorgulho que sempre me incentivou.



A todos amigos do Grupo de Espectrometria, Preparo de Amostras e Mecanizagao
(GEPAM): Aline Klassen, Aline Lopes, Alessandra, Américo, Ana Ciristi, Cristiana, Eduardo,

Eraldo, Geraldo, Marcel e Marcelo pelo agradavel convivio, meu muito obrigado.

Aos ex-colegas de laboratério, André, Audrey, César, Edenir, Fabiola, Guida,
Janaina, Luciana, Madson e Nathalia pela amizade.

Aos amigos Araceli, Gilmare e Joselito pelo apoio e carinho que sempre tiveram

comigo.

Aos funcionarios do Instituto de Quimica, especialmente a Helena, ao Sr. Fontana e
a Bel da CPG por sempre atender prontamente aos meus pedidos.

Aos meus pais e irmaos pelo amor, estimulo, dedicagdo e compreensao.

Aos meus avés, por sempre terem compreendido a minha auséncia e que

infelizmente ndo estdo mais presentes para compartilhar a alegria desta conquista.

E a vocé, Marcello, meu amor, por tornar os momentos da minha vida mais

felizes....

Enfim, a todos aqueles que de alguma forma contribuiram para a realizacao deste

trabalho.



1.

SUMULA CURRICULAR

DADOS PESSOAIS

Nome: Jerusa Simone Garcia

Data de Nascimento: 12 de abril de 1978
Naturalidade: Barbacena — MG

Filiagéo: Celso de Oliveira Garcia e |éda Lopes Garcia
Endereco Eletronico: garje@zipmail.com.br

2. FORMAGCAO ACADEMICA
2003 — 2006 Doutorado em Ciéncias

Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP
Titulo: Avaliagdo do desenvolvimento de girassol por meio de analise de proteinas e
metaloproteinas.

2001 — 2003 Mestrado em Agroquimica

Universidade Federal de Vicosa — UFV
Titulo: Otimizagao de misturas de coagulantes para a remogao de cadmio, cobre e
chumbo em sistema aquoso por coprecipitacao.

1996 — 2001 Licenciatura em Quimica

Universidade Federal de Sao Joao del-Rei.

3. PRODUCAO CIENTIFICA
Artigos completos publicados, aceitos e submetidos

GARCIA, J. S., MAGALHAES, C. S., ARRUDA, M. A. Z., Trends in metal-binding and
metalloprotein analysis, Talanta, v. 69, p. 1-15, Holanda, 2006.

GARCIA, J. S., GRATAO, P. L., AZEVEDO, R. A., ARRUDA, M. A. Z., Metal contamination
affects on sunflower (Helianthus annuus L.) growth and protein expression in leaves during
the development. Journal of Agricultural and Food Chemistry, Estados Unidos, 2006, no
prelo.

SUSSULINI, A., GARCIA, J. S., MESKO, M. F., MORAES, D. P, FLORES, E. M. M., PEREZ,
C. A, ARRUDA, M. A. Z., Evaluation of soybean seed protein extraction focusing on
metalloprotein analysis. Microchimica Acta, Austria, 2006, no prelo.

GARCIA, J. S., PEREZ, C. A., ARRUDA, M. A. Z., Metal ions mapping bound to proteins
from sunflower leaves through SRXRF analysis. Activity Report, Brasil, 2005.

GARCIA, J. S., REIS, C., REIS, E. L., NOGUEIRA, M. N., Solubilidade de Cadmio, Cobre e
Chumbo em funcdo do pH utilizando coprecipitacdo com Alx(SO,)s, Fex(SO4); € MnSO,.
Tecno Légica, v. 8, n. 2, p. 43-49, Brasil, 2004.

GARCIA, J. S., SILVA, G. A., ARRUDA, M. A. Z., POPPI, R. J., Application of Kohonen neural
to exploratory analyses of sunflower metalloproteins, submetido. X-Ray Spectrometry,
Inglaterra, 2006.

Xi



Capitulo de Livro

MAGALHAES, C. S., GARCIA, J. S., LOPES, A. S., FIGUEIREDO, E. C., ARRUDA, M. A. Z.,
Strategies for sample preparation focusing biomolecules determination/characterization, no
prelo. em: Trends in Sample Preparation. Nova Science, New York, 2006.

Principais trabalhos apresentados em eventos

GARCIA, J. S., ARRUDA, M. A. Z., Metalbmica Quantitativa de Girassois, apresentagao oral.
13°Encontro Nacional de Quimica Analitica, 2005, Niter 6i.

GARCIA, J. S, SILVA, G. A, ARRUDA, M. A. Z., POPPI, R. J., Aplicacdo de Rede Neural
Kohonen em dados de SRXRF proveniente de bandas de proteinas. 28° Reunidao Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, 2005, Pocos de Caldas.

GARCIA, J. S.; ARRUDA, M. A. Z., PEREZ, C. A., Mapeamento de ions metalicos ligados a
proteinas de folhas de girassol usando fluorescéncia de raios-X. XV Reunido Anual de
Usuérios do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, 2005, Campinas.

GARCIA, J. S., ARRUDA, M. A. Z., Study of Protein Extraction from Sunflower Leaves using
Different Procedures. 7 International Symposium on Advances in Extraction Technologies,
2005, Campinas.

GARCIA, J. S., BUENO, M. I. M. S., ARRUDA, M. A. Z., |Identificagdo de espécies quimicas
ligadas a proteinas de folhas de girassois por Fluorescéncia de Raios-X. XXVII Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2004, Salvador.

GARCIA, J. S., ARRUDA, M. A. Z., Determination of macro and micro constituints in dry
matter and proteins of sunflowers using ICP OES. 8" Rio Symposium on Atomic
Spectrometry, 2004, Paraty.

GARCIA, J. S, ARRUDA, M. A. Z., Evaluation of sunflower growth and leaves protein
expression at different conditions. XllI International Meeting of International Humic Substances
Society, 2004, Sao Pedro.

Total de trabalhos em eventos internacionais: 7
Total de trabalhos em eventos nacionais: 18
Participacoes em eventos cientificos: 19

4. HISTORICO PROFISSIONAL

Estagio Docente

- Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, MG

Disciplina: Métodos Instrumentais de Andlise
Periodo: 2°semestre de 2001

Atividade Didatica

- Universidade Federal de Sao Joao del Rei, Sdo Joao del Rei, MG

Monitora das Disciplinas: Quimica Geral e Quimica Orgéanica
Periodo: 1°semestre de 1997 a 2°semestre de 1998

- Professora de Matemédtica no Ensino Fundamental na Escola "Estadual Conego Luiz Giarola

Carlos", localizada em Barroso, MG.

Periodo: 1998 a 1999

Iniciacdo Cientifica, realizada na Universidade Federal de S&o Jodo del Rei, Sdo Jodo del
Rei, MG

- Projeto: Sintese e Caracterizagao Eletroquimica do Diéxido de Manganés.

Orientadora: Prof. Dra. Honéria de Fatima Gorgulho.
Periodo: 09/1999 a 07/2001

Xii



RESUMO

AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO DE GIRASSOL POR MEIO DE
ANALISE DE PROTEINAS E METALOPROTEINAS

Autora: Jerusa Simone Garcia
Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda

Este trabalho de Tese apresenta os resultados referentes ao crescimento e ao
desenvolvimento da cultura de girassol (Helianthus annuus L.) submetida a 7 tratamentos
e as suas inter-relagbes com as analises de proteinas e metaloproteinas. Em quatro
tratamentos, foram adicionadas solucées de ions metéalicos (Cd, Cu, Pb e Zn) ao
substrato. Em outros dois tratamentos, usados como testemunhos, foi empregada
somente agua desionizada para a irrigacdo das plantas. No ultimo tratamento foi
acrescentada uma solucdo denominada mista, contendo simultaneamente os 4
contaminantes. Nos tratamentos foi avaliada a altura das plantas, a biomassa produzida e
a distribuicao e translocacdo de nutrientes do substrato para as partes do girassol. As
plantas submetidas a contaminacdo com a solugcdo mista foram as mais afetadas em
termos fisiolégicos. Também foi investigada a influéncia das espécies metélicas na
composigao protéica. Para isso, foi feita a extragdo das proteinas presentes no sistema
foliar, caulinar e radicular dos girassois, sendo, em seguida, determinada a concentracao
das proteinas totais. As proteinas das folhas foram ainda separadas utilizando a
eletroforese do tipo SDS-PAGE. Este processo possibilitou identificar, em termos de
massa molar, o conjunto de proteinas presentes em cada tratamento. As proteinas das
folhas procedentes da contaminacdo com zinco foram as mais prejudicadas, ocorrendo
uma diminuicdo acentuada de suas expressoes e a supressao de algumas delas. Este fato
ocorreu devido a geracao excessiva de espécies de oxigénio reativas, conduzindo a um
estresse oxidativo. Tal evento foi confirmado pela analise da atividade enzimatica da

catalase, superdxido dismutase e glutationa redutase. Com a finalidade de se fazer uma
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investigacdo mais detalhada, as proteinas das folhas foram separadas também por
eletroforese bidimensional, sendo detectadas cerca de 260 proteinas. Além disso, foi
confirmado que as proteinas das plantas contaminadas com zinco foram as mais
comprometidas, sendo algumas delas sequer detectadas. Em uma outra vertente da Tese
foram estabelecidos quais ions metélicos estavam efetivamente ligados as proteinas. Para
isso, foi executado, por meio de fluorescéncia de raios-X com radiagdo Sincrotron, o
mapeamento de 43 bandas obtidas da separacdo SDS-PAGE. Em seguida, as
intensidades de 11 espécies quimicas foram avaliadas por intermédio da ferramenta
quimiomeétrica rede Neural Kohonen. Esta ferramenta selecionou seis amostras com
potencial para o prosseguimento das investigacdes. Nestas amostras foi feita a avaliacao
quantitativa dos ions metdlicos presentes nas estruturas das proteinas. Para isso, as
bandas foram decompostas por dois sistemas diferentes (combustdo assistida por
microondas e forno de microondas a alta presséo), sendo possivel investigar a correlacao
entre a formacéao e/ou preservacado das metaloproteinas e o0 meio de cultura de onde elas
se originavam. As proteinas procedentes dos girassoéis desenvolvidos sem contaminacao
apresentaram niveis maiores de ions metalicos. Assim sendo, importantes
metaloproteinas e enzimas participaram de processos metabdlicos para combater os
efeitos adversos provocados pelo excesso de ions metalicos, principalmente o zinco.
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ABSTRACT

EVALUATION OF SUNFLOWER DEVELOPMENT BASED ON PROTEIN
AND METALLOPROTEIN ANALYSES

Author: Jerusa Simone Garcia
Adviser: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda

This work describes an evaluation of sunflower (Helianthus annuus L.) growth when
it is submitted to seven treatments, and their interrelation with proteins and metalloproteins
analyses. Metal ion solutions (Cd, Cu, Pb and Zn) were added to the substrate in four
treatments. In another two, used as controls, the plants were irrigated only with deionized
water. Finally, in the seventh treatment, a solution called “mixed ions solution”,
simultaneously containing the four metal ions was used. The sunflower height, biomass
production and nutrient distribution and translocation were evaluated. Sunflower plants
contaminated with mixed solution are more affected in terms of physiological parameters.
The influence of metal species on the protein composition was also investigated. For that,
the extraction of sunflower proteins present in leaves, stem and root tissue was carried out.
The total protein content in all extracts was determined according to the Bradford method.
The leaves proteins were separated using SDS-PAGE electrophoresis. Leaves from plants
irrigated with zinc were more affected in terms of protein expression. In such case, there
was a significant decrease of protein amounts and the suppression of some of them. This
is explained by the excessive generation of reactive oxygen species that induced an
oxidative stress, which was confirmed by the enzymatic activity analyses of catalase,
superoxide dismutase and glutathione reductase. In order to obtain more details about the
changes in protein composition, leaf proteins were also separated using two-dimensional
electrophoresis. In this analysis it was possible to detect about 260 protein spots and

confirm that the proteins of plants contaminated with zinc were more affected. In another
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part of this work, the identification of the metal ions bound to the proteins was carried out.
For that, 43 protein bands obtained from SDS-PAGE separation were mapped using
synchrotron radiation X-ray fluorescence analysis. The fluorescence intensities of 11
chemical species were evaluated by the Kohonen Neural Network. This chemometric tool
selected six samples in which the quantitative analysis of metal ions are made. For that,
the bands were decomposed by two different systems (microwave-assisted sample
combustion and focused microwave oven). In these samples, the correlation between the
formation and/or preservation of metalloproteins and the substrate were investigated. The
proteins proceeding from sunflowers plants without contamination showed high metal ions
levels so that it is possible to conclude that important metalloproteins and enzymes
participate in metabolic processes to avoid the adverse effects provoked by metal ion
excess, particularly when zinc is considered.
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INTRODUGCAO

A determinacdo de espécies quimicas em baixas concentragcdes em seres vivos
tornou-se necessaria, ja que pequenas variagdes em suas concentracbées podem
determinar suas essencialidades ou toxicidades. A toxicidade destas espécies pode
ocasionar doencgas ou, entdo, uma série de consequéncias patolégicas. Desta forma, o
metabolismo de elementos em baixas concentracdes presentes em sistemas biol6gicos
possui grande relevancia para estudos bioquimicos, farmacolégicos e toxicoldgicos. A
maioria destes elementos em baixas concentragdes sdo ions metalicos que podem se ligar
a centros ativos de varias proteinas e enzimas [1]. Estas macromoléculas, denominadas
metaloproteinas, metal-binding proteinas e metaloenzimas, sao responsaveis por diversos
processos metabdlicos que promovem um pleno desenvolvimento do organismo. Os ions
metalicos sdo componentes fundamentais da estrutura molecular das proteinas e,
portanto, estdo envolvidos em processos importantes como catélise, regulacao enzimatica
e expressao génica [2,3].

Uma série de fatores externos como exposicao a ions metalicos ou outros tipos de
contaminacdo, dieta alimentar e tratamentos com medicamentos podem afetar
adversamente a homeostase, ou seja, o equilibrio entre a ligacao ion metalico e proteina.
Isso pode ocasionar diversos efeitos tdxicos nos organismos que precisam ser
investigados. Especialmente em estudos envolvendo as metaloproteinas € necessario
identificar, localizar e quantificar os ions metdlicos presentes nas suas estruturas para
compreender o0 papel que as mesmas desempenham nos sistemas bioldgicos. A
localizacao destes ions, bem como a sua quantificacdo, melhora o entendimento da sua
funcédo nutricional, impacto bioquimico e toxicol6gico nos organismos [4]. Para isso, é
preciso associar tecnologias com alto poder de separacdo com aquelas que possuam
elevada sensibilidade para a deteccao. Somente desta maneira é possivel efetuar estudos
relacionados a especiacao de ions metalicos em proteinas [5].

Antes de ser realizada a localizacdo e quantificacao € necessario que seja utilizado
algum processo de separacdao das macromoléculas que contenham estes ions. Dentre as
técnicas disponiveis de separacdo de proteinas destaca-se a eletroforese em gel,
principalmente a eletroforese bidimensional (2D-PAGE). Esta técnica separa
simultaneamente uma grande variedade de espécies protéicas de um proteoma [6]. No
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entanto, ressalta-se que para realizar estudos de especiacdo é necessario manter a
integridade da ligacao ion metalico e proteina durante a separacao, independente do tipo
de eletroforese empregada.

Pelo fato de alguns pug de amostras ficarem dispostos em uma area de poucos mm?
no gel € comum surgirem problemas de representatividade por se tratar de amostras
biolégicas, em que individuos de uma mesma espécie podem apresentar variacées na
quantidade e tipo de proteina expressa. Devido a estas caracteristicas, é imprescindivel o
emprego de procedimentos analiticos que visem aperfeicoar os resultados.

Nas ultimas décadas, a espectrometria atdmica vem sendo usada para deteccao de
ions metalicos em proteinas inseridas em gel. Os sistemas de deteccao sdo baseados nas
técnicas de espectrometria de absorcdo atbmica e técnicas nucleares. Atualmente,
observa-se 0 uso crescente da espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS) [7].

Neste trabalho, foram utilizadas vérias técnicas analiticas com elevada
sensibilidade e seletividade para que fosse possivel analisar o crescimento e o
desenvolvimento dos girassoéis frente a distintas condigdes de cultivo. Os tratamentos
aplicados consistiam em contaminar o meio de cultura com ions metalicos (Cd, Cu, Pb e
Zn). Além disso, foram avaliados os efeitos desta acdo nas proteinas e nas
metaloproteinas dos girassois. Para isso, foram localizados e quantificados uma série de
ions metalicos presentes em proteinas de folhas de girassoéis procedentes de diferentes
tratamentos.

Com este procedimento buscou-se unir informacdées que normalmente sao
apresentadas de modo fragmentado na literatura. Desta forma, foi possivel obter uma
visdo mais detalhada do complexo sistema envolvendo o ion metalico e a proteina, bem

como as suas implicacées no metabolismo vegetal.
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1. OBJETIVO

O objetivo descrito neste primeiro Capitulo foi avaliar as modificagcdes ocorridas nos
girasséis durante o cultivo em diferentes substratos, principalmente no que se refere a

contaminacao por ions metalicos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. GIRASSOL

O girassol é originario da regiao compreendida entre o norte do México e o sul dos
Estados Unidos. Os primeiros cultivos desta planta, com finalidade comercial, foram
realizados na Russia por volta de 1830. No Brasil, as primeiras referéncias sobre o
girassol datam de 1924. Esta planta pertence a familia das Compostas (Asteraceas), a
qual compreende 920 géneros e mais de 19.000 espécies, sendo a mais numerosa familia
das Angiospermas. Especificamente o género Helianthus tem cerca de 70 espécies, sendo
que as alturas das plantas deste género variam entre 1 a 3 m [1]. A cultura de girassol é
de simples manejo e resistente, ou seja, necessita de pouca agua e suporta variagcoes de
temperatura. Por estas razdes o girassol apresenta uma maior adaptacdo ao estresse
ocasionado por condicdes adversas. Além disso, apresenta rapido crescimento, com ciclo
de vida em torno de 130 dias.

O girassol (Helianthus annuus L.) destaca-se por ser a quinta oleagina em producao
de graos. Em 2005, a sua producdo mundial foi superior a 25 milhées de toneladas. A
participacao do Brasil é de cerca de 0,5% da producdo mundial, contribuindo com 147 mil
toneladas deste grao. Apesar do Brasil ser um produtor pouco expressivo, ressalta-se que
esta cultura tem apresentado um crescimento constante a fim de acompanhar o aumento
no consumo interno [2].

Além do fator econémico gerado pela producao de 6leo, o girassol apresenta
caracteristicas muito importantes para o solo, pois suas raizes promovem a reciclagem de

nutrientes. A grande quantidade de massa seca produzida por esta cultura também faz
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com que os niveis de matéria organica no solo sejam elevados, proporcionando, assim,
uma melhor estruturagdo do mesmo. Por todos estes motivos, a cultura do girassol é
apropriada para a rotacdo de culturas comerciais. Além disso, as folhas e o caule dos
girassoéis podem ser utilizados na alimentagdao animal na forma de silagem ou farelo [1].
De acordo com Hill, et al. [3], a silagem de girassol tem teor de proteina bruta entre 9,0 a
13,6%. Estes valores sdo 30% maiores do que aqueles encontrados na silagem de milho.

E importante enfatizar ainda que a grande quantidade de biomassa produzida nesta
cultura também pode acumular uma elevada concentracdo de ions metélicos em seus
tecidos. Esta caracteristica faz com que o girassol seja bastante empregado no processo
denominado fitorremediagcédo. Neste processo as plantas sdo empregadas para extrair ou
assimilar ions metalicos, pesticidas, xenobidticos ou compostos organicos deixando o solo
ou o ambiente aquatico sem estes contaminantes, mesmo que isso gere alguns problemas
para o crescimento e desenvolvimento das mesmas. A fitorremediacéo é considerada uma
tecnologia segura, que apresenta baixo custo e que causa menor impacto ao meio
ambiente que outros processos adotados com a mesma finalidade [4,5].

Devido a multiplicidade do uso desta cultura, ha um aumento na demanda por
informacées sobre a mesma. A seguir sdo citados alguns trabalhos referentes a
potencialidades desta planta para a remoc¢ao de ions metéalicos e, consequentemente, na
sua utilizacao no processo de fitorremediagao.

No trabalho de Lin, et al. [6], foram examinados os efeitos de diferentes
concentragdes de cobre (0,01 mmol L' a 1 mmol L) no crescimento e na acumulagio
deste elemento nas raizes, hipocétilo, cotilédone e nas folhas do girassol. Foi constatado
que as plantas expostas a concentracdo de 0,01 mmol L™ de cobre aumentaram em 33%
o comprimento das raizes ao serem comparadas com o controle. Por outro lado, os
girassois submetidos ao nivel de 1 mmol L™ do mesmo elemento tiveram seu crescimento
significativamente diminuido. Além disso, foi observado que 0s niveis de cobre nas
diferentes partes do girassol foram maiores com o aumento da concentracdo de cobre
empregada. Alguns estudos referentes a presenga de cadmio no desenvolvimento do
girassol foram realizados por Azevedo, et al. [7]. Os girasséis expostos a 50 pmol L™ de
cadmio apresentaram diminuicdo nos niveis de varios importantes macronutrientes (Ca,
Cu, Fe, Mg e Mn).
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As alteragdes fisioldgicas nos girassois em resposta ao plantio utilizando residuo
solido de curtume com elevadas concentragées de cromo, ferro, manganés e zinco foram
reportadas por Singh e Sinha [8]. Para isso, os autores avaliaram o crescimento das
plantas. Além disso, foi utilizada microscopia eletronica de varredura para analisar o tecido
foliar dos girasséis. Com o aumento da concentragdo de residuo empregado, as plantas
apresentaram um maior numero de folhas e as suas alturas foram maiores. Entretanto,
houve um comportamento inverso na raiz, ou seja, 0 comprimento da mesma foi menor
com o aumento da concentracdo de residuo. As folhas também apresentaram uma
ampliacao no numero de estomas, além da degradacao de algumas células nas plantas
desenvolvidas na presenca de residuo de curtume. O uso do girassol no processo de
fitorremediacdo também foi proposto por Madején, et al. [9]. Nesse caso, uma area
contaminada com residuo de mineracao, apresentando elevados teores de As, Fe, Pb e
Zn, foi utilizada para o plantio. As plantas sob tal condigdo foram significativamente
afetadas no que se refere a altura e a biomassa produzida.

Na literatura também sao reportados trabalhos que avaliam as alteracdes
fisioldgicas, relacionadas, principalmente, a producao de espécies antioxidantes. No
trabalho de Gallego, et al. [10] foi avaliada a relagédo entre a toxicidade de Cd(ll), Cu(ll) e
Fe(ll) e o estresse oxidativo sofrido pelos girassois. A adicao dos ions metalicos diminuiu
os niveis de clorofila e glutationa, além de provocar um aumento da peroxidacgao lipidica.
Os ions metalicos avaliados também causaram um decréscimo dos niveis de enzimas
antioxidantes (catalase, ascorbato peroxidase e glutationa redutase). Em um trabalho mais
recente de Gallego, et al. [11] foram estudados, nas células de girassol (calos
embriogénicos), os mecanismos antioxidativos mediados pela glutationa em resposta a
contaminagao por cadmio. A razdo entre os niveis de glutationa reduzida e de glutationa
oxidada foi menor ao ser comparada com o controle. No entanto, a concentracdo de
fitoquelatinas foi duas vezes superior. Com estes resultados, os calos apresentaram
adaptagdo a presenga de cadmio. A influéncia deste elemento no desenvolvimento da
cultura de girassbis também foi averiguada por Azevedo, et al. [12]. Neste trabalho, a
exposicdo de cadmio também reduziu significativamente a concentragcdo de proteinas
soluveis nas folhas e nos calos embriogénicos. As atividades da catalase e da peroxidase
apresentaram decréscimo na presenca da referida contaminagao, acarretando problemas

na integridade das membranas celulares.
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2.2. |ONS METALICOS EM PLANTAS

Normalmente, a composicdo quimica das plantas esta estritamente relacionada a
composi¢ao elementar do meio de cultura. Entretanto, esta relacdo depende de varios
outros fatores tais como pH do meio, teor de matéria orgénica, concentracdo e se o
elemento esta na forma disponivel ou ndo para ser absorvido. Além disso, a distribuicao e
o acumulo de uma espécie quimica dependem consideravelmente do elemento em
questao, do tipo de planta e da fase de desenvolvimento da mesma [13].

Como nutrientes, as plantas necessitam de diversos ions metdlicos para um
crescimento e desenvolvimento normal. Dentre os macronutrientes catiénicos, destacam-
se 0 K, Ca, e Mg pelo fato de desempenharem importantes funcdes celulares. Ja os
micronutrientes catibnicos sdo ions de metais de transicdo que sado fundamentais na
maioria das reacdes de oxi-reducgdo. O ferro, por exemplo, participa da sintese da clorofila,
além de ser um importante componente das heme-proteinas (por exemplo citocromo) e,
também, de varias enzimas. O cobre, por sua vez, participa da constituicdo de certas
proteinas responsaveis pela transferéncia de elétrons durante o processo de fotossintese
e respiracdo. O zinco exerce papel estrutural e/ou catalitico em algumas proteinas e
enzimas. Quando alguns destes ions metalicos estdo presentes em quantidades
insuficientes, diversos problemas podem ocorrer. O mesmo acontece quando eles estao
presentes em excesso. As plantas podem acumular em seus tecidos, uma grande
quantidade de ions metalicos devido ao fato de apresentarem grande capacidade de se
adaptar as varias condicdes quimicas do ambiente [14].

No Quadro 1.1 estdo apresentados os valores apropriados dos niveis de alguns
nutrientes no solo para a cultura de girassol. De maneira geral, as condicdes de fertilidade
do solo adequadas ao seu cultivo sdo as mesmas exigidas pelas culturas de soja e milho.
Para a avaliagdo do estado nutricional da planta, a folha é a parte mais adequada por
apresentar a maior atividade metabdlica. Por este motivo, informacdes a respeito dos
teores de importantes nutrientes nas folhas de girassol coletadas no inicio do
florescimento também sdo mostradas no Quadro citado [1].
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Quadro 1.1 — Concentragdes dos principais nutrientes para o desenvolvimento do girassol.

Nutriente Solo (mg kg")* | Folha (mg g™')**

Ca - 19-32

Cu 1-126 0,024-0,042
K - 31-45

Fe - 0,120- 0,235

Mg i 5,1-9,4

Mn 10-4000 0,055- 0,180
P - 2,9-45

Zn 10-250 0,029-0,043

* Informacdes obtidas da referéncia [15],
** Informacdbes obtidas da referéncia [1],
- Dado nao disponivel.

Como mencionado, diferentes espécies de vegetais possuem respostas distintas a
toxicidade de ions metalicos. Em geral, o excesso de ions metalicos interfere em diversos
processos fisioldgicos. Os ions metalicos em concentragdes elevadas também diminuem o
vigor das plantas afetando o seu desenvolvimento e crescimento.

Especificamente, o cobre, quando absorvido em excesso, pode inibir o crescimento
das plantas, provocar disturbios no processo de mitose, diminuir o comprimento das raizes
e prejudicar as células de membranas epidérmicas da parte radicular [6]. O cadmio pode
ocasionar uma série de alteragdes como inibir o crescimento e, em alguns casos, acarretar
a morte por meio de mecanismos que ainda nao estdo completamente elucidados. Este
elemento também afeta o processo de fotossintese (ocasionado por mudancgas estruturais
nos cloroplastos), além de diminuir a quantidade de clorofila. Ressalta-se que este
elemento, mesmo ndo sendo essencial, & prontamente absorvido pelas raizes sendo
facilmente translocado para as partes aéreas das plantas devido a sua semelhanca com o
zinco. Estes dois ions sdo conduzidos nas plantas pelos mesmos transportadores, ou
entdo, sdo controlados por reguladores comuns [16]. Em girassois, a avaliacdo do cadmio
merece atencdo particular uma vez que esta cultura tende mais do que outras, a acumular
este ion [9,10].

11



Tese de Doutorado Capitulo 1 Jerusa S. Garcia

A fitotoxicidade do chumbo é relativamente baixa comparada a outros elementos.
Este ion metalico, mesmo ndo sendo prontamente solivel no solo é absorvido
principalmente pelas raizes. A translocacao do Pb para a parte aérea da planta é limitada,
ficando na maioria dos casos basicamente restrito ao sistema radicular. Mesmo assim, a
presenga de chumbo em solos deve ser constantemente monitorada [17].

Quando presente em elevadas concentragdes, o zinco pode ser translocado das
raizes para as partes aéreas, localizando-se especialmente nos cloroplastos, nos vacuolos
e nas membranas celulares. Desta forma, a toxidez do zinco se manifesta pelo
atrofiamento da planta, diminuicdo da area foliar e clorose. Pode aparecer também uma
pigmentagédo avermelhada atribuida a presenga de compostos fendlicos. O excesso de Zn

pode ainda diminuir a absorgao de fosforo e ferro [15].

2.3. ESTRESSE OXIDATIVO E MECANISMOS DE DEFESA

A concentracdo elevada de ions metalicos, como exemplificado, conduz a uma
série de alteracdes que ocasionam varios problemas metabdlicos. As plantas por sua vez
possuem alguns mecanismos para reduzir 0s niveis destes ions presentes no citosol das
células. Estes mecanismos incluem a compartimentalizacdo dos mesmos em estruturas
sub-celulares, exclusdo e/ou diminuicdo do transporte por meio de membranas e a
formacao de compostos (fitoquelatinas e metalotioneinas) capazes de complexar ions
metalicos. As fitoquelatinas séo oligopeptideos sintetizados especificamente em plantas
submetidas a estresse metalico. Elas sado formadas por trés tipos de aminoacidos
(cisteina, acido glutdmico e glicina), podendo ter entre 2 a 11 aminoacidos em cada
cadeia. No caso das fitoquelatinas, a desintoxicacdo dos ions metalicos é feita por meio da
ligacao entre o ion e o grupo tiol da unidade da cisteina (HOOCCHCH.SHNHo) [18].

Apesar de todos estes meios adotados pelas plantas, muitas vezes os mesmos nao
sao suficientes para combater os efeitos adversos provocados pela presenca excessiva de
ions metalicos. Estes ions, entre outros fatores, podem induzir a um estresse oxidativo por
causa do aumento nos teores de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés, Reactive
Oxygen Species). A intoxicagdo com poluentes metalicos leva ao estresse oxidativo pelo

fato destes ions estarem envolvidos em diferentes tipos de mecanismos de geracao de
12
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ROS. Por exemplo, ions de metais de transicao como Fe(lll) e Cu(ll) participam do ciclo de
Haber-Weiss (apresentado na equacédo 1), o qual produz radicais hidroxila a partir do

radical superoxido e do peroxido de hidrogénio [20].

H,0, + 0 —&2F" 50, +OH™ +OH'  (eq. 1)

Outros ions metalicos que ndo possuem capacidade redox tais como Cd(ll), Hg(ll) e
Pb(ll) também interferem nos niveis de ROS, uma vez que reduzem os teores de espécies
antioxidantes como a glutationa [16]. Desta forma, os ions metalicos sao capazes de
causar prejuizos de forma direta agindo como redutores e gerando assim as ROS, ou,
entdo, indiretamente, desativando o sistema antioxidante [18].

Os principais exemplos de ROS sao o oxigénio singlete, o per6xido de hidrogénio, o
radical superoxido e o radical hidroxila. Estas ROS sdo produzidas normalmente em
organismos aerébicos durante o processo de respiracao e fotossintese. Entretanto, niveis
elevados de ions metalicos conduzem a um desequilibrio na formagdo das mesmas. As
ROS, por sua vez, podem interagir com proteinas, lipideos e acidos nucléicos, fato este
que causa alteracdes na estrutura das células e mutagenese [19,20].

A partir do momento que estas espécies de oxigénio reativas estdo presentes, o
organismo atua de modo a minimizar os seus efeitos. O mecanismo de desintoxicacao
consiste em ativar o sistema antioxidante a fim de interromper os eventos oxidativos que,
geralmente, acontecem em cascata. Os principais compostos antioxidantes incluem o
ascorbato, a vitamina E, a glutationa e o B-caroteno e, finalmente, as enzimas
antioxidantes. Todos estes compostos sdo capazes de neutralizar ou mesmo remover as
ROS. Dentre as enzimas antioxidantes, destacam-se a superdxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT), a glutationa redutase (GR), a glutationa peroxidase e a peroxidase.
Especificamente, as enzimas SOD, CAT e a peroxidase convertem os radicais superéxido
e o peréxido de hidrogénio em espécies menos reativas. Desta forma, a SOD transforma o
superdxido em H>O». Por sua vez, a CAT e a peroxidase converte o0 H,O> em H>O. As vias
de atuacado destas enzimas sdo descritas a seguir: equagao 2 — reacao catalisada pela
SOD, equacao 3 — reacao catalisada pela CAT e equacgao 4 — reacao catalisada pela GR
[18-21].

20;," +2H" —2%2 50, + H,0, (eq.?2)
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2H,0, —4T 52H,0+0, (eq.3)

NADPH + H* NADP*
Q7

GSSG—52 5 GSH (eq. 4),
onde GSSG é a glutationa oxidada, GSH é a glutationa reduzida e NADPH ¢é nicotinamida

adenina dinucleotideo fosfato reduzida.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Os equipamentos e acessorios que foram empregados na parte inicial desta tese

sdo enumerados a seguir:

e Balanca analitica, marca Mettler, modelo AE200;

e (Chapa aquecedora, marca Marconi, modelo MA239;

e Destilador sub-ebulicdo, marca Marconi, modelo MAQ75;

e Espectrbmetro de emissdao atdbmica com fonte de plasma acoplado
indutivamente (ICP OES), marca Perkin-Elmer, modelo Optima 3000 DV;

e Forno de microondas tipo cavidade, marca Provecto Analitica, modelo DGT 100
Plus;

¢ Sistema desionizador Milli-Q, marca Millipore, modelo Quantum ™ cartridge;

e Vidrarias apropriadas.

3.2. REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes utilizados possuiam grau analitico. Todas as solucdes foram feitas
usando agua desionizada. Para as solucbes-padrao de varias espécies quimicas
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empregou-se HNO3 destilado abaixo do seu ponto de ebulicdo. A concentracdo de HNO3
usada para as determinagdes realizadas por ICP OES, foi de 0,44 mol L (2% v/v). Os

reagentes/solucdes usados estao relacionados a seguir:

e Acido boérico, HsBO3, MM = 61,83 g mol™ (Merck);

e Acido cloridrico, HCI 38%, MM = 36,48 g mol' (J. T. Baker);

e Acido fluoridrico, HF 48%, MM = 20,01 g mol™ (Merck);

e Acido nitrico sub-destilado, HNO3 65% (Merck);

e Material certificado de referéncia de folhas de faia (Beech leaves, CRM 100);
 Nitrato de cadmio tetrahidratado, Cd(NO3)z+4H20, MM = 308,47 g mol™ (Merck);
e Nitrato de cobre trihidratado, Cu(NOg)2+3H20, MM = 241,60 g mol ™ (Synth);

e Nitrato de chumbo, Pb(NO3)2, MM = 331,21 g mol™ (Mallinckrodt);

 Nitrato de zinco hexahidratado, Zn(NOs)2+6H20, MM = 297,49 g mol” (Ecibra);

e Peroxido de hidrogénio, H,O2 30% (Merck);

e Solucdes-padrao de varias espécies quimicas (TecLab).

3.3. PLANTIO DOS GIRASSOIS

Neste trabalho, as sementes de girassol (Helianthus annus L.) germinaram e se
desenvolveram em potes de plastico (capacidade de 1 litro). O substrato utilizado no
plantio dos girassois foi solo (marca Nutri Solos Produtos, Piracaia, SP), ou, entdo, uma
mistura deste mesmo solo com vermicomposto (marca Xaxim, Campinas, SP). A
caracterizagdo do vermicomposto empregado no cultivo foi realizada por Pereira e Arruda
[22]. O vermicomposto apresenta 27% de matéria organica total, 58% de umidade, pH=
5,7 e teor de cinza de 69%.

Os girasséis foram submetidos a 7 diferentes tratamentos descritos resumidamente
no Quadro 1.2. Para isso, foram colocadas trés sementes em cada pote para serem
germinadas. Apds a germinacgéao, foi selecionada a planta que apresentava maior altura e
melhor vigor, sendo as outras plantas removidas do meio de cultura. Os girassoéis (uma
planta por pote) se desenvolveram durante 40 dias (nos meses de maio/junho de 2004) a
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temperatura entre 18-24°C (noite e dia, respectivamente) sob condicoes ambientais. No
primeiro tratamento, as plantas foram cultivadas somente em solo (400 g). Do segundo ao
sétimo tratamento foi empregada a mistura de solo e vermicomposto (320 g e 80 g,
respectivamente).

Nas duas primeiras condi¢cdes, usadas como testemunhos, foram adicionados 30
mL de agua desionizada em dias alternados para a irrigacao dos girassois, totalizando 600
mL. Do terceiro ao sexto tratamento, a agua desionizada foi substituida por solucdes
sintéticas individuais de fons metalicos na concentracédo de 500 mg L™'. Durante a irrigagao
foram adicionados, ao todo, 300 mg de cada ion metalico. Os ions empregados
individualmente foram: cadmio, cobre, chumbo e zinco, preparados a partir de seus
respectivos nitratos, por apresentarem elevada solubilidade em agua. Finalmente, no
sétimo tratamento, foi usada uma solugcao contendo simultaneamente os 4 ions metalicos
mencionados denominada “solucao mista”. A concentracdo de cada um destes ions na
referida solucdo foi 500 mg L. A irrigacdo com agua desionizada ou solugdo de fons

metalicos foi realizada préximo aos caules das plantas.

Quadro 1.2 — Descricao resumida das condi¢cées adotadas no cultivo de girassol.

TRATAMENTO SUBSTRATO IRRIGACAO IDENTIFICACAO

19 Solo Agua desionizada Solo

2° Solo e vermicomposto Agua desionizada Solo+Verm.

3¢ Solo e vermicomposto Solugéo de cadmio Cd(l)

40 Solo e vermicomposto Solugéo de cobre Cu(ll)

5¢ Solo e vermicomposto Solugéo de chumbo Pb(ll)

6° Solo e vermicomposto Solucéo de zinco Zn(ll)

e Solo e vermicomposto Solugéo de cadmio, Solucdo Mista

cobre, chumbo e zinco

Pelo menos 10 réplicas foram feitas em cada tratamento. Especificamente no
tratamento com a solu¢cdo mista, foi adotado um maior numero de réplicas (n=20). Ao
término do experimento foram obtidas 70 plantas. Durante o periodo de cultivo (a cada 7
dias) foi feito 0 acompanhamento do crescimento dos girassois em relacéo a altura e ao
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numero de folhas. Também foi realizada a avaliagcdo da massa das folhas, caules e raizes
das plantas, ap6s a permanéncia de 40 dias no meio de cultura.

3.4. DETERMINAGAO DAS ESPECIES QUIMICAS NOS SUBSTRATOS

Para obter um perfil das espécies quimicas responsaveis pelo desenvolvimento dos
girassois, foi efetuada a analise dos substratos antes e ap6s o cultivo. Para isso,
primeiramente, foi realizada a amostragem e a secagem dos mesmos a temperatura de
60T até massa constante. Para a amostragem, os substratos foram reunidos em um
recipiente onde foi efetuada a homogeneizacdo manual dos mesmos seguida de
quarteamento. Em seguida, as amostras de substratos empregados no cultivo dos
girasséis foram decompostos em forno de microondas tipo cavidade (Provecto Analitica,
modelo DGT 100 Plus) equipado com sensor de temperatura, frascos de Teflon e
magnetron de 2450+13 MHz com poténcia de 1200 W. O programa de decomposicao
utilizado foi o mesmo proposto por Alves, et al. [23] composto pelas etapas: (1) 250 W por
3 min.; (2) 500 W por 5 min.; (3) 600 W por 5 min.; (4) 700 W por 20 min. e (5) 80 W por 2
min. De acordo com a recomendacéo feita pelos autores, o programa de decomposicao foi
executado 2 vezes. Foram feitas trés réplicas de cada amostra.

Na digestdo foram empregados, aproximadamente, 250 mg de amostra, 10 mL de
agua régia (HCI e HNOg3 sub-destilado, na proporcéao de 3:1, respectivamente) e 5 mL de
HF. Apés as digestdes, foram adicionados cerca de 400 mg de H3BO3 para remover o HF.
As solucdes obtidas foram evaporadas a 40C para a elimin acao do excesso de HNOg3, e
retomadas para 25 mL usando solugdao de HNOj3 sub-destilado a 2% (v/v).

As concentracbes de 12 espécies quimicas (Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Ni, P,
Pb e Zn) foram avaliadas por ICP OES (Perkim-Elmer, modelo Optima 3000 DV). Alguns
destes elementos foram selecionados pelo fato de naturalmente fazerem parte da
constituicdo quimica do solo. Ja outros elementos foram escolhidos com a finalidade de se

avaliar a permanéncia dos contaminantes introduzidos no meio de cultura.
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3.5. DETERMINAGCAO DAS ESPECIES QUIMICAS NOS EXTRATOS
VEGETAIS

Uma porcdo das folhas, caules e raizes dos girassbis provenientes dos 7
tratamentos foi lavada com agua desionizada e seca a temperatura de 60<C por 72 h até
massa constante. Em seguida, estes materiais foram decompostos também em forno de
microondas tipo cavidade de acordo com a programacao proposta por Matos [24]. O
programa foi composto pelas seguintes etapas: (1) 400 W por 5 min.; (2) 790 W por 8 min.
e (8) 320 W por 4 min. Este programa foi executado 2 vezes, seguindo a recomendacao
do autor.

Na digestdao foram empregados aproximadamente 250 mg de amostra, 6 mL de
HNO; sub-destilado e 0,5 mL de H.O. (30% v/v). No caso da raiz, por limitacdo da
quantidade de extrato vegetal produzido, foi usado em torno de 100 mg para ser possivel
efetuar a decomposicdo em triplicata. As solugdes adquiridas no processo de
decomposicao foram evaporadas a 40C até quase a secura, e retomadas para 10 mL
utilizando solucdo de HNOj; sub-destilado a 2% (v/v). Foram avaliadas 12 espécies
quimicas, em geral escolhidas por fazerem parte da nutricdo das plantas, desempenhando
funcbes importantes no seu crescimento e desenvolvimento. As concentragbes das
espécies quimicas (Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Na, Ni, P, Pb e Zn) foram determinadas
utilizando ICP OES.

A exatidao do método analitico foi averiguada por meio da amostra certificada de
folhas de faia (Beech leaves, BCR 100). Para isso, foram pesados cerca de 200 mg de

amostra. O procedimento adotado foi 0 mesmo descrito anteriormente.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. AVALIAGAO DO DESENVOLVIMENTO DOS GIRASSOIS

As sementes de girassol dos diferentes meios de cultivo germinaram entre o sexto e

o décimo dia de plantio. Neste processo, as sementes irrigadas com solugcao mista foram
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as mais tardias. Por este motivo, as primeiras avaliacoes referentes a altura das plantas,
foram realizadas ao 18° dia de plantio. Os dados relacionados a este parametro podem
ser observados na Figura 1.1.

O meio de cultura exerceu influéncia no crescimento dos girassois. Para examinar
efetivamente esta influéncia, o teste estatistico Tukey foi aplicado aos dados das alturas
das plantas aos 40 dias de plantio. Este teste estatistico permite verificar, de modo
bastante simplificado, por meio da analise da variancia (ANOVA), se os dados apresentam
diferencgas significativas. Caso afirmativo, o teste atribui letras ao conjunto de dados. Para
isso, as médias sdo colocadas em ordem decrescente. Ao maior valor da média é aplicada
a letra “a”, a proxima média significativamente diferente é atribuida a letra “b”, e assim
sucessivamente. Se estas duas médias ndo apresentassem diferengas significativas
poderiam ser colocadas ao lado da segunda média a letra “a” ou as letras “ab”. Desta
forma, os valores de médias acompanhados por pelo menos uma letra igual nao
apresentam diferencas significativas ao nivel de significancia empregado. Por exemplo, a
média acompanhada das letras “ab” ndo apresenta diferenca significativa da média com
as letras “bc” [25]. O referido teste estatistico foi aplicado com o auxilio do programa
ASSISTAT verséo 7.3, obtido gratuitamente [26].

O teste Tukey demonstrou que os girassois irrigados com solucao de cobre e de
chumbo apresentam alturas estatisticamente iguais as plantas cultivadas com solo e
vermicomposto (testemunho). Ja os girasséis irrigados com a solugdo de cadmio
apresentavam alturas estatisticamente iguais as plantas irrigadas com solugéo de chumbo,
zinco e aquelas cultivadas somente em solo. Comparando-se a altura média entre as
plantas regadas com a solucdo mista (241 cm) e as plantas adubadas com
vermicomposto (374 cm), constatou-se um decréscimo de ca. 35%. Além disso, foi
observado um elevado grau de mortalidade (50%) entre as plantas irrigadas com a
solucao mista. Por esta razdo, um maior niumero de réplicas (n=20) foi usado neste
tratamento ao ser comparado com os outros tratamentos (n=10). Estes dados evidenciam
que a contaminagcdo simultdnea com os 4 ions metalicos dificultou significativamente o

crescimento e desenvolvimento dos girassois.
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Figura 1.1 — Desenvolvimento dos girassdis (médiatdesvio padréo, n=10) durante 40 dias
de cultivo em diferentes meios. Valores das médias seguidas por letras iguais nao diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade de acordo com o teste Tukey.

A avaliacdo das diferentes partes dos girassois (folha, caule e raiz) foi feita depois
das plantas serem removidas do meio de cultura, lavadas com agua desionizada e secas
a temperatura ambiente e também a 60C por 72 h. De acordo com a Figura 1.2, as
plantas cultivadas somente em solo apresentaram menor quantidade de biomassa em
todas as partes estudadas ao serem comparadas com o tratamento onde foi empregado
solo e vermicomposto. Isto demonstra que o vermicomposto auxiliou efetivamente no
desenvolvimento do girassol, o qual é verificado por um aumento de 3 vezes na massa de
folha e caule, e de 2 vezes na massa de raiz. Este fato ocorreu devido a presenca de
nutrientes minerais e a maior atividade microbiana em substratos adubados com este
material. Experimentos que confirmam a contribuicio do vermicomposto no
desenvolvimento de plantas também séo apresentados por Atiyeh, et al. [27].

Quando os girassois foram irrigados com a solucao de ions metalicos, observou-se
que a presenca deste tipo de contaminante atrapalhou o desenvolvimento da planta. Os
girassois tiveram uma menor quantidade de biomassa ao serem confrontadas com
aqueles cultivados em solo e vermicomposto. Este decréscimo ficou mais evidente quando
foi usada a solucdo mista. As folhas e os caules das plantas sob esta condicdo foram as
mais frageis e menores, e suas raizes apresentaram poucas ramificacdes, ou seja, houve

o comprometimento no desenvolvimento de toda a planta. Entre as plantas irrigadas
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individualmente com a solucéao de Cd(ll), Cu(ll), Pb(ll) e Zn(ll) ndo foi verificada variacdo
significativa referente a quantidade de biomassa produzida, principalmente ao ser
observada as folhas e as raizes dos girassois.

(a) (b)
4 CICd(1) 047
. 7z Cu(ll)
I [T Pb(1T)
3 o £z Zn((l) 0.3-
= é [CJSolugéo Mista| 5
= % I Solo =
g é I Solo+Verm. 8 I
S é % 0,2 Z o
2 / @ %
g % i |
e % OB
= % IRl [
é t::: T é T T T 0,0 é t::: T — T f
FOLHA CAULE RAiZ FOLHA CAULE RAIZ

Figura 1.2 — Média da biomassa produzida (n=5) em cada parte da planta depois de 40
dias: (a) massa Umida obtida logo apos a colheita e (b) massa seca adquirida depois de 72
h em estufa a 60°C.

Na Figura 1.3 é mostrada a foto comparativa entre os exemplares representativos
das plantas procedentes dos 7 tratamentos, decorridos 40 dias de plantio. E possivel

perceber nesta foto as diferencas no crescimento mencionadas anteriormente.

SOLO

ey —_— — F- C P e - N, = N - Cpeay

Figura 1.3 — Girassois submetidos a diferentes condicées de cultivo ap6s 40 dias. Da
esquerda para direita: Solo, Solo+Verm., Solugdo Mista, Cd(ll), Cu(ll), Pb(ll) e Zn(ll),
respectivamente.
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Um maior detalhamento das modificacbes sofridas pelos girass6is pode ser
verificado por meio da Figura 1.4, na qual sdo apresentadas em destaque as partes das
plantas. Sintomas de necrose no caule localizado préximo a raiz podem ser notados nos
girassois contaminados com a solucao de cadmio e com a solugdo mista. Além disso, fica
evidente a menor quantidade de raiz presente nestas plantas. A menor quantidade de
raizes dificulta a absorcdo de nutrientes e de agua disponivel no substrato, visto que, a
capacidade de absorcdo do sistema radicular € diretamente proporcional a sua massa
[27]. Foi também observado que algumas plantas contaminadas com chumbo e zinco
apresentaram tortuosidades no caule. Estes fatos sugerem que as concentragdes dos ions
metalicos que contaminavam os substratos atingiram niveis fitotéxicos nas plantas, visto
que prejudicaram o desenvolvimento dos mesmos [28]. Tais suposicoes foram

confirmadas em testes descritos a seguir.

. ' SOLO VERMICOMPOSTO
8}

L ‘ 1»
8

MISTA

SOLOY

i

Figura 1.4 — Exemplares dos girassois logo ap6s a colheita (40 dias) onde sao enfatizadas
as diferengas entre os mesmos. Outras defini¢coes, vide legenda da Figura 1.3.
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4.2. CONCENTRACOES DAS ESPECIES QUIMICAS ANTES E APOS O
CULTIVO

Os ions metalicos estdo presentes naturalmente nos solos, em concentracbes
variaveis, dependendo da sua composi¢ao. No entanto, estas concentracées podem sofrer
incremento devido a processos antrdpicos. Como neste trabalho foi feita a adicdo de
contaminantes no meio de cultura, avaliou-se a conseqiéncia desta acdo. Sendo assim,
na Tabela 1.1, estdo apresentados os dados referentes as concentracdes de diversas
espécies quimicas disponiveis para o crescimento e desenvolvimento dos girassois, bem
como os valores das concentragdes fitotdxicas de alguns ions metalicos em solo segundo
a CETESB [29].

Tabela 1.1 — Concentracdes dos ions metalicos (médiatdesvio padrao, n=3) determinados
nos diferentes substratos empregados no cultivo dos girassois.

CONCENTRAGAO (ug g™

AMOSTRA| g Cu Cr K Fe P Pb Zn
Solo -8 -8 27+3| 1112434 | 27654+490 | 1009+6 -8 4242
(antes)

Solo (apos) -2 -8 26+3| 1090+117 | 15700+600 -8 -8 26+2

Solo+Verm. -8 -8 25+3| 2965+320 | 20900+184 (1526+100 -2 45+1
(antes)

Solo+Verm.|  -° - -* | 9724140 | 15500800 [1454+100 -* | 41+
(apos)

Cd(ll) [1200+200 -8 25+1| 1170+150 | 15300+300 [1413+140 -° 43+8
Cu(ll) -8 860+10 |23+3| 22874320 |14600+1400| 652+70 -8 45+2
Pb(ll) -8 -8 23+1| 1090421 | 151004300 [1434+147/780+50| 4345
Zn(ll) -8 64+5 |24+2| 1703+35 | 14900+200 [1850+52| -2 [1187+93

Solucado | 960+101 |1164+130|26+5| 18444120 | 14800+300 -8 104070 9591492
Mista

CETESB 3-8 60-125 | 75 DND DND DND [100-400|300-400

-2<LQ conforme a Tabela 1.2
DND — dado nao disponivel
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As concentracdes dos ions Cd(ll), Cu(ll), Pb(Il) e Zn(ll) alcancaram niveis fitotoxicos
nos substratos quando estes foram acrescidos ao meio. Ressalta-se, também, que as
concentragdes dos ions Cd(ll) e Zn(ll) foram menores nos substratos contaminados com a
solucdo mista ao serem comparados com a situacdo onde eles foram acrescentados
individualmente. Estes dados sdo concordantes com as maiores concentragdes de ions
metalicos encontradas nos extratos vegetais dos girasséis contaminados com a solucao
mista. Isso demonstra que houve maior translocacdo dos ions Cd(ll) e Zn(ll) dos
substratos contaminados com a solugdo mista para a planta (dados apresentados no item
4.3, Tabela 1.4).

A adicdo do vermicomposto fez com que maiores concentracées de potassio e
fésforo fossem determinadas, indicando, mais uma vez, a capacidade de adubacao
exercida por este material [22,27]. No caso do fésforo, destaca-se que uma menor
concentragdo foi encontrada no substrato contaminado com a solucdo mista.
Provavelmente, os girassdis absorveram uma maior quantidade de fésforo para combater
os efeitos adversos provocados pela presenca dos contaminantes, visto que este
macronutriente desempenha importantes fungcdes metabdlicas tais como armazenamento
e fornecimento de energia, além de participar da sintese de proteinas. Verificou-se, ainda,
que os girassois absorveram significativamente os ions ferro (ca. 30%). Isto demonstra a
importancia deste elemento no desenvolvimento das plantas [13,15].

Os ions Ca(ll) e Mg(ll), apesar de nao fazerem parte da Tabela 1.1, também foram
detectados. Entretanto, estes ions somente estavam presentes na amostra de solo e
vermicomposto antes de ser efetuado o plantio. As concentragdes destes ions no referido
substrato foram de 717+40 e 44+4 ug g™, respectivamente.

Em alguns casos, os desvios padrdo obtidos na determinacdo das espécies
quimicas nos substratos foram relativamente elevados (ca. 15%). Isto pode ser explicado
pelo fato de nao ter sido realizado nenhum controle em relacdo ao tamanho de particula
das amostras. Além disso, as solucbes contaminantes foram adicionadas de forma
heterogénea ao recipiente empregado no cultivo. Desta maneira, pode ter havido
problemas de amostragem. Os limites de deteccdo e quantificacdo adquiridos nesta
analise sao apresentados na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2 — Limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ) obtidos experimentalmente
nas amostras de substratos usando a técnica de ICP OES.

Ca Cd Cu Co Cr K Fe Mg Ni P Pb 2n
LD (ug g)| 41 11 17 25 7 140 213 12 44 186 112 3
LQugg")| 137 37 57 83 23 466 710 40 147 620 373 10

4.3. ABSORCAO E TRANSLOCACAO DAS ESPECIES QUIMICAS NOS
DIFERENTES TECIDOS DO GIRASSOL

A capacidade de absorcao e translocacao dos ions metalicos foi avaliada por meio
da decomposicdo, em forno de microondas a alta pressao, de cada parte do girassol nos
diferentes tratamentos, seguida da determinagéo por ICP OES. Entretanto, primeiramente
foi verificada a exatiddo da metodologia aplicada utilizando o material de referéncia
certificado (Beech leaves, CRM 100).

A Tabela 1.3 apresenta as concentragdes das espécies quimicas na amostra de
folhas de faia submetidas ao método de decomposicdo utilizado para os extratos de
girassois, bem com os valores certificados. Aos valores mostrados na Tabela 1.3 foi
aplicado o teste t [25]. Nenhuma diferenca estatistica foi observada ao nivel de 95% de
intervalo de confianca para as concentragdes de Ca, Mg e P. Ja para o K, ao ser usado o
nivel de 99% de intervalo de confianca, nao foi observado diferenca estatistica.

Tabela 1.3 — Determinacéo de Ca, K, Mg e P (mg g, n=4) empregando o método analitico
proposto e os seus valores certificados no material de referéncia certificado (CRM 100).

CONCENTRAGAO (mg g
ANALITO =i T6D0 PROPOSTO | VALOR CERTIFICADO
Ca 4,70%0,05 5,3020,05
K 8,77+0,25 9,04+0,20
Mg 0,733+0,002 0,878+0,017
P 1,2340,01 1,5540,04
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Apéds a validacao do método, o procedimento foi aplicado as amostras de extratos
vegetais. Na Figura 1.5 sdo apresentadas as distribuicoes das espécies quimicas Ca, K,

Fe, Mg, Na e P, respectivamente nas diferentes partes dos girassois.
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Figura 1.5 — Concentracdes de nutrientes em diferentes tecidos do girassol (médiatdesvio
padrdo, n=3): (a) Ca, (b) K, (c) Fe, (d) Mg, (e) Na e (f) P. Valores das médias de cada
parte da planta seguida por letras iguais nao diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey. A auséncia de letras nas barras indica que a razdo do
teste F nao é significativa, de acordo com o teste ANOVA.
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O célcio é indispensavel para manter a estrutura e o funcionamento normal das
membranas celulares. De acordo com a Figura 1.5(a), este elemento esta presente em
toda a planta, porém, ele ficou mais concentrado nas folhas. Isto ocorreu porque ele é
preferencialmente transportado pelo xilema, conduzido por um movimento ascendente.
Depois de localizado nas folhas, o Ca(ll) dificimente é redistribuido [15]. Também foi
observado que na planta onde foi usado somente solo, os niveis deste elemento foram
maiores. A presenca do vermicomposto dificultou o transporte do Ca(ll) para a planta,
provavelmente por causa das interagdes ibnicas entre 0 mesmo e os grupos fendlicos dos
acidos humicos [30].

Segundo a literatura, o transporte de magnésio nas plantas acontece de forma
bastante semelhante ao do calcio. Entretanto, ocorreu uma inversao na concentracao
destes dois elementos, ou seja, a presenca de um elemento no meio de cultura diminuiu a
absorcado do outro [10,13]. Tal comportamento foi mais pronunciado no sistema foliar
(Figura 1.5(d)) das plantas cultivadas somente em solo. Este fato € associado ao efeito de
antagonismo entre estes elementos. Isto explica as concentracdes de Mg encontradas nas
folhas.

O potéssio, absorvido pela raiz, é conduzido para a parte aérea pelo xilema ou
mesmo pelo floema. Ao contrario do Ca, a redistribuicdo do K é facilitada pelo fato de ca.
75% do mesmo estar na forma solUvel nos tecidos vegetais. Tal caracteristica pode ser
comprovada comparando-se 0s niveis de potassio Figura 1.5(b) com os niveis de célcio
Figura 1.5(a). Uma das principais funcdées do potassio é ativar enzimas, participar de
reacdes de fosforilacdo e da sintese de proteinas [15].

O ferro pode ser absorvido pelas plantas na forma dos ions Fe(ll) e Fe(lll). De
acordo com a Figura 1.5(c), o ferro se concentrou preferencialmente nas raizes dos
girasséis. Este comportamento é o mesmo descrito por Madején, et al. [9]. A presenca dos
ions metalicos contaminantes nao alterou significativamente o processo de absor¢ao deste
micronutriente no sistema radicular como pode ser visto na Figura 1.5(c). A maior
acumulacao do sédio também foi verificada na raiz como mostrado na Figura 1.5(e). Esta
informacao estd de acordo com os dados da literatura que afirmam que a maior
concentragdo deste elemento esta na folha seguido do caule e da raiz [15].

Foi observado que o fosforo, Figura 1.5(f), distribuiu-se em toda a planta e que a

sua maior fixacdo foi ocasionada pela adubagdo com vermicomposto. De acordo com
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Madejon, et al. [9] e Murillo, et al. [17], a concentragdo normal de P nas folhas em culturas
de girassol é de aproximadamente 4 mg g'. Somente quando o girassol foi cultivado em
solo, o nivel apropriado deste elemento ndo foi atingido. A deficiéncia deste elemento
reflete em um menor crescimento da planta. Entretanto, a absorcdo deste macronutriente
nao foi afetada pelas diferentes contaminagdes por ions metalicos.

A distribuicdo dos ions metélicos contaminantes determinados nos extratos vegetais
dos girassois esta disposta na Tabela 1.4. O cadmio encontrou-se disseminando nas trés
partes da planta onde houve a contaminagdo com este elemento. Observa-se que a
presenca dos outros ions (Cu(ll), Pb(ll) e Zn(ll)) presentes na solugdo mista, potencializou
a absorcdo de Cd aumentando em torno de 3 vezes a concentracdo deste ion metélico.
Os teores considerados normais de Cd na folhagem seca variam entre 0,1 a 1 mg kg.
Nas folhas dos girasséis, os niveis de Cd encontrados foram de 147 e 379 mg kg™ para as
plantas do tratamento com Cd(Il) e com solugdo mista, respectivamente. Estes valores
estdo compreendidos dentro da faixa de fitotoxicidade (5-700 mg kg™) [31]. Nesta
concentragdo, o Cd causa uma série de alteragdes fisiologicas nas plantas [32]. No
trabalho de Gallego, et al. [33] foi constatada uma diminuicdo de 40% no teor de clorofila
na folhas contaminadas com Cd. A principal causa de toxidez do Cd parece ser devida a
sua combinacdo com os grupos tidis de enzimas e proteinas, o que provoca desarranjos
no metabolismo. Todos estes fatores justificam um menor desenvolvimento dos girasséis
na presenca deste elemento.

A absorcéo do Pb foi detectada nos girassoéis contaminados com este elemento. O
nivel normal de Pb na folhagem seca é de 2 a 5 mg kg™ [31]. A concentracdo determinada
nas folhas de girassol do tratamento com chumbo foi de 23 mg kg™'. Este valor é 4 vezes
maior que o recomendado.

O cobre e o0 zinco sdo micronutrientes essenciais, sendo responsaveis por varios
processos celulares. Geralmente, a contaminacao de cobre em plantas € menor em
comparacdo com Cd(ll), Pb(Il) e Zn(ll) [9]. Isto ocorre porque os ions Cu ligam-se
fortemente a matéria organica e também a colbides presentes no solo, dificultando a sua
disponibilidade para as plantas. Em excesso, os ions Cu(ll) causam respostas fisiologicas
que diminuem o vigor e inibem o crescimento das plantas, principalmente devido ao
funcionamento anormal das raizes que ocasionam perdas de nutrientes previamente

adsorvidos [6]. A adicao de ions de cobre nao induziu a uma maior absorcao para as
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folhas, sendo assim, o nivel deste elemento ficou dentro da faixa nutricionalmente
adequada (3-20 mg kg') [9,17]. A toxicidade do Zn(ll) em plantas pode reduzir o
crescimento da raiz, caule e folhas, provocar também a clorose das folhas jovens [34]. A
absorcao de Zn(ll) foi mais pronunciada ao acrescentar este micronutriente no meio de

cultura. A sua concentragdo nas folhas nos tratamentos Zn(ll) e na solugdo mista atingiu

niveis fitotéxicos (500-1500 mg kg™).

Tabela 1.4 — Concentracdes dos ions metdlicos (médiatdesvio, n=3) usados na

contaminacao da cultura de girassol presentes no extrato vegetal (massa seca).

a

CONCENTRAGCAO (mg kg ™)

TRATAMENTO Cd Cu Pb Zn
cd(ll) 147+2 - @ -2 58+8
Cu(ll) -2 1943 -2 49+4
Pb(Il) -2 5+1 23+1 49+7
FOLHA Zn(l) -2 8+1 -2 673157
Solugéo Mista | 379+24 -8 -8 509+46
Solo -2 24+4 - @ 81+17
Solo+Verm. -2 943 -8 4618
cd(ll) 426+16 25+4 - @ 43+2
Cu(ll) -2 836 -2 77+12
Pb(Il) - @ 31+1 35+3 737
CAULE Zn(l) -2 8+1 -2 1365456
Solugéo Mista | 1403+313 125439 58+10 3146+304
Solo - @ 61+10 - @ 12849
Solo+Verm. -2 -8 -8 74411
cd(ll) 1344+130 -2 - @ -2
Cu(ll) -2 1030497 -2 - @
Pb(Il) -2 -2 13394231 -8
RAIZ Zn(l) .8 -2 -2 2692+342
Solugdo Mista | 3321+419 | 1257+132 855493 | 5034+756
Solo -2 -8 -8 2615
Solo+Verm. -2 -8 -8 54+4

< LQ conforme Tabela 1.5
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Ressalta-se, ainda, que nos extratos vegetais dos girassois foram encontrados
maiores niveis de zinco, seguido do cadmio, cobre e chumbo. Este comportamento esta
de acordo com a ordem de biodisponibilidade dos ions metalicos. Segundo Pereira e
Arruda [22], o vermicomposto usado no cultivo dos girasséis tem maior afinidade em
complexar os ions Pb(ll) seguido do Cu(ll), Cd(ll) e Zn(ll).

Os ions Co(ll), Cr(VI) e Ni(ll) também foram determinados por ICP OES nos
extratos vegetais, contudo, devido a sensibilidade da técnica, nao foi possivel detecta-los.
Os limites de deteccao e quantificacao da referida andlise estdo apresentados na Tabela
1.5.

Tabela 1.5 — Limite de deteccao e de quantificacdo obtidos experimentalmente usando a
técnica de ICP OES nas amostras de extratos vegetais.

Cd Co Cr Cu Ni Pb Zn
LD(ugg" | 3 3 8 1 12 7 3
LQ(ugg’) | 10 10 26 5 39 22 10

5. CONCLUSOES PARCIAIS

Com as andlises realizadas neste capitulo foi possivel estabelecer as
concentracdes de varias espécies quimicas presentes nos substratos antes e apds o
periodo de cultivo dos girassoéis. A adicdo do vermicomposto proporcionou uma maior
concentracdo de potassio e fosforo. Por outro lado, a introducao de ions metalicos (Cd,
Cu, Pb e Zn) no substrato fez com que as concentragdes dos mesmos atingissem os
niveis fitotoxicos estabelecidos pela CETESB.

Foram ainda avaliados diversos parametros referentes ao desenvolvimento e ao
crescimento dos girassoéis. A presenca do vermicomposto, devido ao seu elevado poder
nutricional, conduziu ao desenvolvimento de plantas mais saudaveis. Isto refletiu em
plantas mais altas e com maior producdo de massa. Entretanto, quando este
vermicomposto foi associado a contaminagdo com ions metalicos houve danos
significativos. Os girassois contaminados com solugdo mista foram os mais afetados, fato

este agravado pelo elevado indice de mortalidade observado (50%).

30



Tese de Doutorado Capitulo 1 Jerusa S. Garcia

Em relacdo a capacidade de absorcdo e translocacdo dos ions metdlicos, foi
constatado que a exposicdo durante 40 dias fez com que as espécies avaliadas se
acumulassem de modo distinto e fossem condicionadas a condicdo empregada.
Elementos como Na e Fe se localizaram, preferencialmente, no sistema radicular das
plantas. Ja os ions de Ca, Mg e P se distribuiram em toda a planta, sendo
preferencialmente encontrados nas folhas, seguido do caule e das raizes. Os elementos
contaminantes (Cd, Cu, Pb e Zn) ficaram restritos basicamente as raizes dos girassois,
sendo que as maiores concentragcdes foram, geralmente, observadas ao se empregar a
solugao mista.

Foi observado que o cadmio e o zinco acrescentados ao meio de cultura
translocaram-se até as folhas, fazendo com que os mesmos atingissem niveis fitotoxicos.
Este fato, além de provocar uma série de danos fisioldgicos enumerados no transcorrer
deste capitulo, possivelmente induziu a outras alteracées que serdo investigadas mais

aprofundadamente no transcorrer desta Tese.
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1. OBJETIVOS

Neste capitulo buscou-se aprofundar os estudos a respeito dos danos causados
nos girassoéis devido a contaminacao por ions metalicos. Desta forma, o objetivo deste
capitulo foi averiguar as alteracbes no proteoma dos girasséis utilizando a eletroforese
unidimensional e bidimensional. Além disso, procurou-se comprovar o estresse oxidativo

sofrido pelos girasséis.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PROTEINAS — ASPECTOS GERAIS

As proteinas sdo as moléculas orgénicas mais abundantes nas células,
correspondendo a aproximadamente 50% da massa seca. Sao encontradas em toda parte
por serem fundamentais para a estrutura e funcao celular [1]. Estas moléculas possuem
estruturas bastante complexas formadas por unidades monoméricas. Estas unidades
denominadas aminoacidos (apenas 20 sdo encontrados em plantas e animais) se
agrupam por meio das ligacoes peptidicas. O agrupamento entre os aminoacidos pode
acontecer de inUmeras maneiras, gerando uma extensa variedade de moléculas protéicas
[2,3]. Esta grande diversidade é necessaria devido as varias fungbes desempenhadas
pelas mesmas nos organismos vivos. As proteinas possuem massa molar (MM) que
variam de centenas a milhares de unidades de Dalton (1 Da = 1,661x10%*q).

As moléculas de proteinas consistem de uma “espinha dorsal” da qual projetam-se
cadeias laterais constituidas por residuos de aminoacidos. Estas cadeias laterais
conferem propriedades diferentes a cada proteina [4], pois cada aminodacido apresenta
duas constantes de ionizagdo (uma do grupo amino e a outra do grupo carboxilico). Assim,
a carga liquida de uma molécula da proteina em solucao aquosa depende da constante de
ionizacao de seus aminoacidos e do pH da solucdo. Em menores valores de pH, os
grupos amino sao protonados e os grupos carboxilicos ndo sao ionizados, resultando,

assim, em uma carga liquida positiva. Por outro lado, em maiores valores de pH, os
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grupos carboxilicos sao ionizados, porém, os grupos aminos nao sao protonados. Desta
forma, a proteina tera carga liquida negativa. Em valores intermediarios de pH, alguns
grupos laterais livres sdo protonados, dependendo de seus valores de pKa. Em um pH
particular, a proteina tera carga liquida nula (mesmo numero de grupos carregados
positivamente e negativamente). Este valor de pH é denominado ponto isoelétrico (pl) da
proteina [4,5].

Para realizar estudos a respeito das proteinas, primeiro € necessario isola-las das
demais substancias. Esta separacdao € feita baseada nas suas caracteristicas fisico-
quimicas singulares. As principais propriedades usadas sdo: carga ibnica, tamanho,
conformacéo e especificidade de ligacdo com outras moléculas bioldgicas. Esta ultima, Gtil
quando é feita a separacado das proteinas utilizando a técnica de cromatografia. Ja as
outras propriedades citadas podem ser usadas tanto por cromatografia como por
eletroforese [1-3].

Podem ser manipuladas também varidveis como pH, temperatura, concentracdes
de sais dissolvidos e polaridade de solventes para precipitar seletivamente algumas
proteinas (mantendo outras em solucdo). O pH pode ser ainda ajustado até
aproximadamente o pl da proteina desejada tornando-a menos soluvel [2]. A seguir, serdo
mencionadas as principais estratégias adotas para a aquisicdo de amostras com

caracteristicas adequadas para realizacao de estudos prote6micos.

2.2. PREPARO DE AMOSTRAS VISANDO A EXTRACAO DAS
PROTEINAS

A grande complexidade das amostras biolégicas faz com que o preparo seja um
desafio. Por este motivo, antes de iniciar o preparo € necessario conhecer a amostra
biolégica em questdo, para que seja possivel otimizar a metodologia a ser empregada.
Desta forma, o analista fica ciente dos possiveis contaminantes que possam interferir na
analise. Além disso, deve-se definir o objetivo da andlise para que parametros como grau
de pureza necessario e etapas mais apropriadas sejam estabelecidas [6]. Os objetivos da

analise protéica sédo variados e alguns exemplos sao enumerados a seguir:
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1) determinar a concentracao total de proteinas;

2) comparar as proteinas presentes em uma mesma amostra provenientes de
individuos sob condicdes diferentes (por exemplo individuos normais com aqueles que
apresentam alguma patologia);

3) estabelecer a seqiiéncia de aminoacidos;

4) determinar a estrutura tridimensional da proteina;

5) conhecer a sua funcéo;

6) determinar a atividade catalitica da enzima.

Para cada uma destas finalidades é empregado um conjunto diferente de etapas de
preparagao da amostra que requer um tempo consideravel [7]. Um método eficiente de
preparacao de amostras protéicas precisa considerar os fatores citados a seguir [1,8]:

1) as proteinas devem ser extraidas da amostra bioldgica;

2) as substancias interferentes devem ser removidas ou reduzidas;

3) as proteinas devem ser mantidas em solucdo até que o processo de separacao
esteja finalizado;

4) deve ser evitada a agregacao e modificagdo quimica das proteinas.

Sendo assim, para iniciar o preparo da amostra € necessario escolher o método de
extragdo e do rompimento celular a ser utilizado. Esta escolha é dependente do estado
fisico da amostra. O rompimento das células pode ser feito por processos mecanicos ou
por tratamento enzimatico. Em amostras sélidas, geralmente emprega-se a maceracao
manual com emprego de nitrogénio liquido para transformar a amostra em um pé fino.
Pode ser usada também a trituracdo com sonda de acgo, capaz de promover a
homogeneizacdo do material, além de corta-lo em pequenos pedacos. Para amostras
liquidas, utiliza-se ultra-som para homogeneizar o material e romper as células. Uma vez
removida a proteina do seu ambiente natural, ela fica exposta a muitos agentes que
podem danifica-la de forma irreversivel. Por isso, o rompimento celular deve ser realizado
rapidamente e em baixas temperaturas [2].

A presenca de substancias enddgenas, na maioria das amostras, interfere na

extragdo das proteinas. Desta maneira, estas substancias devem ser inativadas,
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minimizadas ou removidas durante ou ap6s o rompimento das células. Estes interferentes
podem interagir com as proteinas causando problemas na separacao eletroforética. Os
principais interferentes encontrados sdo o0s sais, 0s acidos nucléicos, os lipideos e os
polissacarideos. Em material vegetal, podem ser ainda incluidos as ligninas, os grupos
fendlicos, os pigmentos e os alcaldides. Em alguns casos, proteinas em altas
concentracdes também podem ser consideradas substancias interferentes por dificultar a
deteccdo de proteinas presentes em menores niveis. Na literatura, encontram-se
disponiveis alguns artigos de revisdo que descrevem os procedimentos necessarios para
remover ou inativar as varias substancias interferentes mencionadas [9-11]. A seguir, sdo
exemplificados os procedimentos adotados para a remocéao de interferentes de amostras
vegetais.

Wang, et al. [12] descreveram um protocolo para remover os interferentes
presentes em folhas de oliveira. Tal amostra é extremamente complicada por causa do
elevado indice de contaminantes. O procedimento desenvolvido constituiu de trés etapas.
Primeiramente, o tecido foliar foi macerado obtendo-se um p6 fino. Em seguida, o material
foi lavado com acido tricloroacético (TCA) para que, entao, as proteinas fossem extraidas
com fenol na presenca de dodecil sulfato de sddio. Desta forma, os autores obtiveram
perfis de géis do tipo SDS-PAGE e 2D-PAGE com um maior niumero de proteinas.

A combinacao de processos quimicos e fisicos foi usada por Islam, et al. [13] para
melhorar a extragdo de proteinas de folhas de arroz. Este material apresentou dificuldades
relacionadas ao rompimento da parede celular, além da presenca de elevados teores de
interferentes. Para alcancar uma melhor extracao das proteinas, e conseqlientemente um
gel bidimensional apresentando boa resolucao, foram associadas a etapa de remocao dos
contaminantes por solvente organico (acetona e TCA) os processos de sonicacdo e
maceragao da amostra.

Em um trabalho mais recente, Carpentier, et al. [14] avaliaram varios métodos para
a extracdo de proteinas em folhas de bananeira. O preparo deste tipo de amostra é
bastante dificil devido ao elevado indice de interferentes. Os métodos estudados foram: 1)
precipitacdo com TCA/acetona, 2) precipitacdo usando acetona com fracionamento da
amostra em aliquotas, 3) fracionamento da amostra sem precipitacdo e 4) extracado com
fenol e precipitagdo com metanol/acetato de amoénio. Somente o primeiro e o ultimo

método de extracdo mostraram ser eficientes para esta amostra, visto que apresentaram
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boa reprodutibilidade e pequena perda de proteinas durante o processo. Apds a
otimizacdo, o mesmo protocolo ainda foi aplicado com bons resultados as amostras de
folhas de tomate e de meristema proveniente de macieira.

Em geral, apés o rompimento celular e a retirada das substancias interferentes, as
proteinas sao reduzidas (as interacdes intramoleculares e intermoleculares sdo rompidas),
além de serem solubilizadas. Quando permitido, as proteinas sdo ainda desnaturadas.
Neste processo acontece a modificacdo da estrutura terciaria ou a quebra das ligacdes
nao covalentes da estrutura quaternaria.

Para que ocorra a solubilizagcdo das proteinas é adicionada uma solugdo-tampao
contendo uma série de componentes (detergentes, agentes caotrdpicos, redutores, bem
como inibidores de protease). O Quadro 2.1 apresenta os principais reagentes usados e
as fungdes que eles desempenham nas etapas de preparacado de amostras protéicas [11].

Quadro 2.1 — Principais substancias usadas na solubilizacdo das proteinas.

COMPONENTES EXEMPLOS FINALIDADE
DO TAMPAO
Dodecil sulfato de sédio (SDS), Extracao integral de proteinas e
Detergentes Triton X-100 e sulfonato de 3-[(3- solubilizacao de proteinas pouco
9 cloroamidopropil)dimetilamonio]- sollveis
1-propano (CHAPS)
Agentes 1,4 ditiotreitol (DTT) e Manter os residuos de cisteina
Redutores B-mercaptoetanol reduzidos
Inibir a protease dos aminoacidos
Inibidores de  fenimetilsulfonil fluoreto (PMSF), serina, aspartico e cisteina,
Protease pepstatina e leupeptina respectivamente

Quebrar as ligagdes de hidrogénio e

Agentes . S interac¢des hidrofébicas. Evitar
, . Uréia e tioureia agregacodes indesejaveis e formacao
Caotrépicos de estrutura secundaria

A solucdo-tampao mais usada para solubilizar as proteinas foi proposta por O’
Farrell [15]. Embora a mesma apresente resultados satisfatérios para uma série de

amostras, em alguns casos € necessario fazer modificacées para alcancar uma completa
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solubilizacédo das proteinas. Alguns exemplos que mostram a influéncia da composicéao da
solucao-tampao sao apresentados a seguir.

Os efeitos de algumas variaveis na extracao de proteinas de sorgo foram avaliados
por Park e Bean [16]. Neste trabalho, foram testados fatores como tipo e concentracédo de
agentes redutores, detergentes e pH, além da razdo amostra/solvente. Entre os redutores
testados (B-mercaptoetanol, DTT e hidrocloreto de tris(2-carboxietill fosfina)), a solugéo de
B-mercaptoetanol a 2% (v/v) extraiu uma maior quantidade de proteinas. Os autores
também avaliaram os detergentes: SDS, brometo de dodecilaménio e n-dodecil-N,N-
dimetil-3-amaonio-1-propanosulfonato. O SDS foi 0 mais eficiente no processo de extragao.
Constatou-se também que a solubilizacao das proteinas foi melhor em pH 10.

Uma alternativa para melhorar a extracdo de proteinas de folhas e caules da
Arabidopsis thaliana foi investigada por Giavalisco, et al. [17]. O procedimento adotado
consistiu em extrair as proteinas em duas fracées. Na primeira, o extrato protéico (formado
por proteinas citoplasmaticas) foi obtido apds a centrifugacdo do material contendo
inibidores de protease. Ao material particulado remanescente, foram adicionados,
novamente, os inibidores de protease e também tampdo fosfato. Em seguida, foi
acrescentada uma solucdo contendo DTT, uréia e tiouréia. O extrato protéico adquirido
nesta fracdo continha proteinas estruturais. Com esta metodologia os autores
conseguiram melhorar a resolucédo dos géis bidimensionais, além de aumentar em ca. de
3 vezes as proteinas detectadas, ao se comparar com o0s resultados provenientes do
método de precipitacdo com acetona (freqientemente usado neste tipo de amostra).

2.3. ELETROFORESE

A eletroforese é extremamente usada em estudos proteémicos pelo fato de ser
capaz de separar centenas ou milhares de proteinas simultaneamente e por apresentar
elevada resolucao. Além disso, ela € compativel com varias técnicas de determinacao das
proteinas capazes de efetuar o seqUénciamento e identificagdo. Por estas razées, as
principais caracteristicas da eletroforese serao citadas.
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2.3.1. ASPECTOS GERAIS

Esta técnica foi introduzida por Tiselius em 1933, tendo como principal interesse a
separacao de fragdes protéicas do soro humano em um meio liquido (formado por uma
solucao-tampao na auséncia de sistema estabilizante). Para isso, foi usado um recipiente
na forma de U contendo na parte superior de cada um dos compartimentos um eletrodo
(anodo e catodo). Neste aparato, as proteinas migravam a partir da parte central de cada
um destes compartimentos. O perfil eletroforético ao longo do tubo era determinado pelo
gradiente do indice de refracdo, visto que o mesmo variava de forma diretamente
proporcional a concentracao das proteinas. Este sistema apresentava falta de resolucao e
auséncia de estabilizacao das proteinas separadas devido a rapida difusao [5].

A partir do sistema proposto por Tiselius, no final da década de 1940, surgiu a
eletroforese em papel e no inicio de 1950, a eletroforese em gel de amido e de acetato de
celulose. J&4 no comeco dos anos 1960 foi criada a eletroforese em gel de poliacrilamida
(esta ultima sera enfatizada posteriormente). Os avancos desta técnica continuaram e nos
anos 1990 ocorreu a implementacao definitiva da eletroforese capilar [4,5].

A eletroforese, independente do tipo, € um método relacionado a migragdo de
particulas carregadas em um meio sob a influéncia de um campo elétrico continuo [5]. Do
ponto de vista eletroforético, as propriedades mais importantes das proteinas sdo a massa
molar, a carga e a conformacao. Estes fatores sdo os que influenciam diretamente na
velocidade de migracédo (v) e na mobilidade (u) das mesmas ao longo da corrida
eletroforética, podendo ser citados, ainda, o campo elétrico aplicado e a viscosidade do
meio [4]. As proteinas que possuem velocidades de migracao diferentes sao separadas
uma das outras. A velocidade de migracdo é definida de acordo com a equacao

matematica que se segue:
v=uxE, onde u =z e/6nnt,

sendo E o campo elétrico aplicado, z a carga da molécula, e a carga elementar

(1,602 x 107" C), n a viscosidade eletroforética do meio e r o raio da molécula [4].
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2.3.2. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Estao disponiveis varios suportes pelos quais a eletroforese pode ser realizada, tais
como: papel ou acetato de celulose, silica, alumina ou celulose, além de gel de agarose e
poliacrilamida. Dentre eles, destaca-se a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE, do
inglés, Polyacrylamide Gel Electrophoresis) por ser um material quimicamente inerte,
transparente e estavel sobre uma ampla faixa de pH, temperatura e forga-idnica [4,5]. Este
gel é formado pela copolimerizacdo entre acrilamida e N,N’-metilenobisacrilamida, na
presenca de persulfato de aménio e tetrametiletilenodiamina (TEMED). O tamanho dos
poros do gel depende da concentracdo de bisacrilamida. Quanto maior a propor¢cdo de
bisacrilamida, menor o tamanho dos poros [4,5,18,19]. A concentracao de bisacrilamida no
gel é um fator importante para otimizar a separagao das proteinas. Géis com poros largos
sdo adequados para a separacao de proteinas grandes, porém, sdo inapropriados para
resolver pequenos peptideos.

As primeiras corridas eletroforéticas conduzidas em géis de poliacrilamida
polimerizados em placas usavam o gel denominado fracionador ou de separacao. Depois,
foi inserido no sistema, o gel denominado concentrador ou empilhador que possuia poro
mais largo. Aproveitando estas caracteristicas, foi introduzido o sistema descontinuo, que
varia a porosidade dos géis, bem como a composicao quimica e o pH das solucoes-
tampéao constituintes de cada gel. No sistema descontinuo, os ions tamponantes do gel
(Tris-HCI) sao diferentes daqueles do reservatorio do eletrodo (Tris-Glicina). Dependendo
das proteinas, a escolha da solucao-tampao e do pH deve ser feita experimentalmente.
Esta técnica descontinua possui elevado grau de resolucdo, apresentando bandas
bastante estreitas [18,19]. Estas bandas surgem por causa das diferencas nas velocidades
pelas quais as proteinas migram ao longo do gel devido a sua relagdo carga/massa e sua
forma. As bandas sédo reveladas por meio de processos de coloracdo especificos.
Sabendo-se a distancia entre as bandas pode-se estimar as suas massas molares por
meio de padrbes empregados nas mesmas condicoes eletroforéticas da amostra em
questao.

A eletroforese em gel de poliacrilamida pode ser classificada como sendo em uma
(1D) ou em duas (2D) dimensdes.

44



Tese de Doutorado Capitulo 2 Jerusa S. Garcia

2.3.2.1. ELETROFORESE EM UMA DIMENSAO (1D-PAGE)

Na eletroforese em gel de poliacrilamida em uma dimenséo, pode-se analisar a
proteina na forma nativa ou desnaturada, dependendo das condi¢cées empregadas durante
a extracdo das proteinas. No primeiro caso, ndo ha alteracdes na conformacao, atividade
biologica e entre as subunidades das proteinas. Este sistema é denominado n&o-
dissociante ou nativo e as proteinas sdao separadas com base na sua carga, usando o
método de focalizagao isoelétrica (IEF, do inglés Isoeletric Focusing), ou entdo, em gel
vertical sem SDS. Durante a IEF é formado um gradiente de pH e as espécies carregadas
movem-se pelo gel até alcancar um pH especifico. Neste pH as proteinas apresentam
carga efetiva nula (conhecido como pl da proteina). A IEF apresenta elevada resolugéao,
capaz de separar macromoléculas com diferencas de pl de apenas 0,001 unidade de pH
[4-6].

Em sistemas dissociantes ou desnaturantes, as proteinas sao solubilizadas em
tampao contendo reagente usado para promover a desnaturacdo das proteinas, sendo
geralmente empregado o SDS. Este detergente interage com as proteinas fornecendo-
Ihes cargas negativas. A magnitude da carga negativa esta relacionada com a massa
molar da proteina. Para um grande numero de proteinas, a quantidade de SDS que
interage com as cadeias polipeptidicas € da ordem de 1,4 g de SDS por grama de
proteina. Nestas condicoes, todas as proteinas migram em dire¢do ao eletrodo positivo e
sdo separadas somente pelas diferengas relacionadas a massa molar. Além disso, a
adicado de reagentes redutores como o B-mercaptoetanol e o DTT rompem as pontes de
dissulfeto presentes, facilitando o acesso do SDS as partes mais internas das proteinas
[4,5,18]. Este tipo de eletroforese é conhecido como SDS-PAGE devido a combinagéo
entre o tratamento da proteina com SDS e a eletroforese com gel de poliacrilamida. A
SDS-PAGE foi originalmente descrita por Laemmli, em 1970. Esta técnica é extensamente
empregada para a determinacdo da massa molar de polipeptideos presentes em amostras
protéicas [20].
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2.3.2.2. ELETROFORESE EM DUAS DIMENSOES (2D-PAGE)

Esta técnica bidimensional foi desenvolvida em 1975 por O’Farrel [15]. Inicialmente,
nesta técnica foi utilizado um gel de poliacrilamida produzido em um cilindro vertical para
a focalizacao isoelétrica das proteinas. Tal gel possuia um gradiente de pH gerado pela
adicao de anfdlitos (substancias que podem se comportar como um acido ou uma base).
Neste gel era aplicada a amostra para que as proteinas fossem separadas de acordo com
seus pl, por meio de campo elétrico. Em seguida, o gel cilindrico era colocado
transversalmente sobre um gel vertical, também de poliacrilamida, para a realizacdo da
eletroforese dissociante. Este sistema inicialmente proposto apresentava problemas de
reprodutibilidade entre as separacdes. Para solucionar tais problemas nos sistemas
bidimensionais atuais, a primeira dimensao é realizada em fitas pré-fabricadas de gel de
poliacrilamida onde os anfélitos estao imobilizados, formando, assim, um gradiente de pH.
Apés a separacao das proteinas de acordo com o pl, a fita é incubada com agente redutor
e iodoacetamida (evita a reoxidacdo dos grupos tidis). As proteinas presentes na fita séo,
entdo, separadas de acordo com a massa molar, utilizando eletroforese do tipo SDS-
PAGE. A associacado entre estes dois tipos de eletroforese (IEF e SDS-PAGE) aumenta
significativamente o poder de resolu¢cdo do método. Desta forma, cada ponto resultante
(denominado spot) observado no gel de 2D-PAGE corresponde a uma espécie protéica
presente na amostra [18].

E importante ressaltar que devem ser tomados alguns cuidados adicionais no
preparo da amostra ao se tratar da eletroforese 2D-PAGE. Os problemas que podem
ocorrer estdo relacionados a presenca de componentes que afetem a migracdo das
proteinas. Um exemplo é a alta concentracdo de sais (acima de 100 mM) que podem
interferir na IEF. A adicdo de DTT em quantidade inapropriada na amostra também pode
atrapalhar a IEF pelo fato do mesmo também migrar pelo gradiente de pH, provocando a
reoxidacao dos grupos sulfidrilas e ocasionando a precipitacdo de algumas proteinas. Ja
as amostras contendo uréia ndo devem ser aquecidas acima de 37°C para evitar a
formacao de isocianato, que induz a carbamilacdo das proteinas. Na carbamilagao, os
residuos de lisina modificam-se induzindo alteragdes no pl das proteinas [21].
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Apesar da eletroforese bidimensional ser amplamente utilizada, ela apresenta
algumas limitac6es para proteinas hidrofobicas, proteinas basicas e que possuam massas

molares muito elevadas ou muito baixas [4].

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Os seguintes equipamentos e acessérios foram utilizados para o desenvolvimento

desta parte do trabalho:

e Agitador por efeito vortex, marca Thermolyne, modelo M-37600;

e Balanca analitica, marca Mettler, modelo AE200;

e Bio-freezer, marca Forma Scientific; modelo 356070;

e (Centrifuga, marca Nova Técnica, modelo NT 811;

e (Cubas para eletroforese do tipo SDS-PAGE, marca GE;

e Espectrofotdmetro UV/Vis, marca Micronal, modelo B582;

e Fonte de corrente continua, marca Pharmacia Biotech, modelo EPS1001;

e Mesa agitadora, marca Quimis, modelo Q225M;

e Potencidémetro, marca Digimed, modelo DM20;

e Sistema desionizador Milli-Q, marca Millipore, modelo Quantum ™ cartridge;

e Sistema para eletroforese 2D-PAGE, marca GE Healthcare, modelo Ettan™
Daltsix;

e Ultracentrifuga refrigerada, marca BioAgency, modelo Bio-Spin-R;

e \Vidrarias apropriadas para laboratério de quimica analitica.
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3.2. REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes usados foram de grau analitico, sendo as solu¢des preparadas
com agua desionizada. A seguir, sao listados todos os reagentes/solucées empregados
nesta parte do trabalho:

e 5 5-ditiobis(2-acido nitrobenzoico), DTNB, (Sigma);

e B-mercaptoetanol, HSCH,CH,OH, MM = 73,18 g mol™ (J. T. Baker);

e Acetato de amoénio, CoH;NO,, MM = 77,08 g mol™ (Mallinckrodt);

e Acetona P.A., (CH3),CO, MM = 58,08 g mol ™ (Synth);

e Acido acético glacial, CH;COOH, MM = 60,05 g mol™ (J. T. Baker);

e Acido cloridrico, HCI, MM = 36,46 g mol” (J. T. Baker);

e Acido etilenodiaminotetracético (sal dissédico), EDTA, CioH140sN2Nay*2H0,
MM = 372,24 g mol” (Nuclear);

e Acido fosférico 85%, HsPO4, MM 98,00 g mol™ (Merck);

e Acido tricloroacético, CaHCIs02, MM = 163,39 g mol™ (Synth);

e Acrilamida, MM = 71,08 g mol” (BioAgency);

e Agarose grau biologia molecular, (BioAgency);

¢ Albumina de soro bovino, (Merck);

e Anfélitos, pH de 3 a 10 (Amersham Biosciences);

e Azul de Coomassie G-250, C47Hs50N3sNaO7S,, MM = 854,03 g mol™ (J.T. Baker);

¢ Azul de bromofenol, C1gHsBrsNaOsS, MM = 691,94 g mol” (BioAgency);

e Cloreto de potassio, KCI, MM = 74,55 g mol” (Merck);

e Ditiotreitol, DTT, (CHOHCH,SH);, MM = 15424 g mol' (Amersham
Biosciences);

e Dodecil sulfato de sédio, SDS, C12H2sNa04S, MM = 288,28 g mol™ (Synth);

e Etanol 95%, CoHsO, MM = 46,07 g mol™ (J. T. Baker);

e Fluoreto de fenilmetanosufonila, PMSF, C;H;FO,S, MM = 174,19 g mol’
(Sigma);

e Glicerol 87%, HOCHCH(OH)CHOH, MM = 92,09 g mol' (Amersham

Biosciences);
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e Glicina, NH,CH,COOH, MM = 75,07 g mol™' (Amersham Biosciences);

e Glutationa oxidada (Sigma);

e lodoacetamida, CoH4INO, MM = 184,96 g mol™' (Amersham, Biosciences);

e Metanol P.A., CHsOH, MM = 32,04 g mol™ (Ecibra);

e N, N-metilenobisacrilamida, C7HigN2Os, MM = 154,17 g mol™ (Amersham,
Biosciences);

e N,N’N,N-tetrametiletilenodiamina, TEMED, C¢H1gN2, MM = 116,20 g mol™ (J. T.
Baker);

¢ Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida, NADPH, Cz1H3oN7O17P3,
MM = 745,4 g mol™ (Sigma);

e Nitroazul de tetrazélio, NBT, C4oH3oN1¢0s, MM = 817,6 g mol™ (Merck);

o Oleo mineral, (Amersham Biosciences);

e Padrao protéico de massa molar, 116,0-14,4 kDa (MBI, Fermentas);

e Padrao protéico de massa molar, 97,0-14,4 kDa (Amersham Biosciences);

e Padrdo de superdxido dismutase de figado bovino (Sigma);

e Polivinilpirrolidona, MM = 25000 - 30000 g mol'(Merck);

e Riboflavina, C17H20N4Os, MM = 376,36 g mol ' (Merck);

e Sulfato de aménio, HgN20,S, MM= 132,14 g mol”, (Vetec);

e Sulfonato de  3-[3-cloroamidopropil-dimetilamonio]-1-propano, CHAPS,
Ca2HssN207S, MM = 614,88 g mol™” (Amersham Biosciences);

e Tiouréia, HINCSNH, MM = 76,12 g mol™ (Synth);

e Tris-hidroximetil amino metano, NH,C(CH,OH);, MM = 121,14 g mol’
(Amersham Biosciences);

e Pero6xido de hidrogénio, H>O2 30% (v/v) (Merck);

e Polioxietileno(10) isooctilfenil éter, Triton X-100, (J. T. Baker);

e Uréia, NH.CONH,, MM = 60,06 g mol” (BioAgency).
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3.3. EXTRACAO DAS PROTEINAS PARA A SEPARACAO USANDO
SDS-PAGE E 2D-PAGE

Parte da massa radicular, caulinar e foliar dos girasséis obtida em cada tratamento,
foi usada para efetuar a extracdo das proteinas. Para isso, os tecidos vegetais foram
lavados com agua desionizada e secos a temperatura ambiente. Em seguida, os mesmos
foram macerados em almofariz com auxilio de nitrogénio liquido em banho de gelo. Apéds
este procedimento, foi adicionado tampao extrator composto por 125 uL de Tris-HCI a 1
mol L™ (pH=6,8), 200 pL de SDS a 10% (m/v), 100 pL de glicerol (conc.), 50 uL de B-
mercaptoetanol (conc.) e 525 uL de agua desionizada [5]. As propor¢cdes de massa de
amostra e de tampao utilizadas foram de 1:3 para folha, 1:2 para caule e 1:1 (m/v) para a
raiz. Estas propor¢des foram obtidas depois de terem sido feitos testes preliminares para
adequar o volume de amostra aplicado ao gel e a quantidade de proteina presente nas
respectivas partes da planta.

As solugdes resultantes foram submetidas a agitacdo por efeito vortex durante 20
minutos. Posteriormente, foi realizada a centrifugacdo das mesmas em ultracentrifuga
(BioAgency, modelo Bio-Spin-R) a 8500 g por 5 minutos. O material particulado foi
descartado, obtendo-se, assim, os extratos protéicos. Estes extratos, quando ndo usados
imediatamente, foram armazenados em fracos de 1,5 mL (tipo eppendorf) a temperatura
de -80°C.

Para a eletroforese bidimensional, as proteinas foram extraidas usando dois
procedimentos diferentes. Primeiramente, foi testada, com algumas modificacées, a
extracdo das proteinas utilizando o protocolo descrito por Bellato, et al. [22]. Neste caso
foram usados 100 mg de folha para cada 1 mL de tampéao extrator. O tampao extrator,
denominado Tampdo 1, foi formado por 50 mmol L™ de Tris-HCI (pH=8,8), 10 mmol L™ de
KCI, 10 mmol L' de DTT, 10 mmol L' de PMSF e 0,1% (m/v) de SDS.

Também foi avaliada a extracdo das proteinas fazendo-se uma pequena alteracao na
composicao do tampdo extrator empregado na eletroforese em uma dimensao. Neste
caso, a concentracao de SDS utilizada foi reduzida a metade, visto que segundo Dunn e
Corbett [23], a concentracao final de SDS na amostra pode ser, no maximo, igual a 1%
para que ndo haja interferéncia na separacao isoelétrica das proteinas. Desta forma, o
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tampao estabelecido, denominado Tampédo 2, foi de 125 pyL de Tris-HCI a 1 mol L
(pH=6,8), 100 uL de SDS a 10% (m/v), 100 uL de glicerol (conc.), 50 pL de B-
mercaptoetanol (conc.) e 625 uL de agua desionizada. A propor¢do entre a massa de
amostra e o volume de tampao extrator foi a mesma descrita anteriormente.

Depois de ter sido adicionado o tampao extrator, o processo adotado para a
aquisicao do extrato protéico foi 0 mesmo. A solucao obtida foi submetida a agitacao por
efeito vortex durante 20 minutos, sendo, em seguida, centrifugada a 8500 g por 5 minutos,

para que fosse possivel efetuar a coleta do sobrenadante.

3.4. DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO DE PROTEINAS TOTAIS:
METODO DE BRADFORD

A determinacdo da concentracdo de proteinas totais presentes nos extratos
protéicos (folha, caule e raiz) foi feita utilizando o método de Bradford [24]. Para isso, as
amostras foram diluidas a um volume final de 5 mL com tampao Tris-HCl a 1 mol L™ (pH
6,8). O fator de diluicao para o extrato protéico proveniente da amostra de folha foi de 50
vezes. Ja para as amostras de caule e de raiz o fator de diluicao foi de 25 vezes.

A concentracao protéica presente nos extratos protéicos foi expressa utilizando a
albumina de soro bovino como padrao. Para isso, foi feita a curva analitica de calibracédo
na faixa de concentracéo entre 5 a 50 pg mL™", com o mesmo tamp&o usado nas diluigdes
das amostras.

Para as medidas espectrofotométricas, pipetou-se, em cubetas de plastico, 200 pL
do extrato protéico diluido apropriadamente. Em seguida, foi adicionado 2,5 mL da solucao
denominada reagente de Bradford. O reagente de Bradford consiste em uma mistura de
azul de Coomassie G-250 a 0,01% (m/v), 4,75% (v/v) de etanol e 8,5% (v/v) de acido
fosférico. Apds 5 minutos de reagao, foi determinada a absorbancia das amostras em 595
nm, usando espectrofotémetro UV/Vis (Micronal, modelo B582).
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3.5. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM DODECIL
SULFATO DE SODIO (SDS-PAGE)

As proteinas presentes nos diferentes extratos protéicos foram previamente
aquecidas em banho-maria a 100°C por 10 minutos para serem separadas usando SDS-
PAGE. Para isso, foram utilizados 30 pL de extrato protéico contendo 90 ug de proteina,
em gel descontinuo com dimensdes de 185 x 135 x 1,5 mm.

O sistema utilizado foi formado por gel concentrador a 3,5% (m/m) de acrilamida e
tampao de Tris-HCl a 1 mol L' (pH=6,8) e gel separador a 12,5% (m/m) de acrilamida e
tampao de Tris-HCI a 1,5 mol L™ (pH=8,8). As condicdes eletroforéticas aplicadas como
pH, forca ibnica e tampao foram as mesmas estabelecidas por Laemmli [20]. A solucdo de
tampao de corrida empregada no preenchimento dos reservatérios da cuba foi formada
por Tris-Base a 0,06 mol L™, glicina a 0,5 mol L' e SDS a 0,15% (m/v).

Na corrida eletroforética foi fixada a corrente de 30 mA por gel e poténcia 5 W
aplicado no gel concentrador durante 1 hora, e, 30 mA por gel e 6 W usado no gel
separador por aproximadamente 7,5 horas. Estes valores foram escolhidos, depois de ter
sido feita uma otimizacao univariada. Os parametros elétricos foram fornecidos por uma
fonte de alimentacao (Pharmacia Biotech, modelo EPS 1001).

A separacao eletroforética foi realizada mantendo-se a temperatura entre 10-15°C
para evitar distorcdes das bandas, e, consequientemente, problemas de resolucdo. A fim
de comparacao, a cada corrida eletroforética foram colocados em uma canaleta do gel,
30 pyL do padrao de massa molar (MBI Fermentas, Hanover, EUA), que incluia as
proteinas B-galactosidase (116,0 kDa), albumina de soro bovino (66,2 kDa), ovalbumina
(45,0 kDa), lactato desidrogenase (35,0 kDa), endonuclease restricao Bsp981 (25,0 kDa),
B-lactoglobulina (18,4 kDa) e lisozima (14,4 kDa). Anteriormente a aplicacdo no gel, o
padrdo protéico também foi aquecido em banho-maria por 5 minutos, conforme a
recomendacao do fabricante.

Ao término da separacdo das proteinas (identificado pela linha de azul de
bromofenol), o gel foi lavado com agua desionizada durante 5 minutos para a remocgao do
excesso de SDS. Em seguida, o mesmo foi corado durante 2 horas, sob leve agitacao,
usando solucao de azul de Coomassie G-250 a 1% (m/v) preparado com 45% (v/v) de

52



Tese de Doutorado Capitulo 2 Jerusa S. Garcia

metanol, 45% (v/v) de agua desionizada e 10% (v/v) de acido acético glacial. O excesso
de azul de Comassie G-250 foi removido utilizando solu¢do denominada descolorante,
composta por agua desionizada, metanol e acido acético glacial na mesma proporcéao
citada acima. Esta solucdo foi trocada a cada hora, até que fosse possivel visualizar
apropriadamente as bandas de proteinas.

Depois das etapas de coloracdo e descoloracdo, as imagens dos géis foram
capturadas por meio de scanner. Em seguida, foi realizada a anélise das imagens
empregando o programa Gel-Pro Analyzer versdo 3.1 (Media Cybernetics, Maryland,
EUA). Este programa permite obter, de modo mais preciso, as massas molares das
bandas de proteinas das amostras. Ele também é capaz de estimar a quantidade de
proteina presente. A massa da proteina foi calculada por meio de uma curva de calibracao
construida a partir do padrao protéico, onde foi possivel estabelecer a relacdo entre o
volume (densidade Optica) e a massa de proteina em cada banda.

3.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Para a extracdo das enzimas foi adotado, com algumas modificacdes, o
procedimento descrito por Fornazier, et al. [25]. Desta forma, as amostras de folhas
provenientes do cultivo com solo e vermicomposto, do tratamento com Zn(ll) e, finalmente,
do tratamento com a solug&o mista, foram coletadas e lavadas com dgua desionizada. Em
seguida, foi feita a maceracdo das mesmas em almofariz usando nitrogénio liquido. O
tampao extrator usado para a avaliagcdo da atividade enzimatica foi constituido por 100
mmol L' de tampdo fosfato de potassio (pH=7,5) contendo 1 mmol L' de EDTA, 3
mmol L' de DTT e 4% (m/v) polivinilpirrolidona. A proporcdo entre a amostra e o volume
de tampéao extrator foi de 1:3 (m/v). Todo o procedimento de extracdo das enzimas foi
conduzido a 4C com auxilio de banho de gelo. O homog eneizado adquirido em cada
amostra foi centrifugado a 8500 g por 30 minutos, sendo o sobrenadante separado e
estocado em aliquotas a -80C até a realizacdo das analises.

As atividades das enzimas catalase (CAT) e glutationa redutase (GR) foram
determinadas de acordo com o protocolo descrito por Ferreira, et al. [26]. A atividade da

CAT foi feita por meio de analise espectrofotométrica. Para isso, foi usado 1 mL de
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tampao fosfato de potassio a 100 mmol L™ (pH=7,5) e 2,5 uL H»02 a 30% (v/v). Este
ultimo, adicionado imediatamente antes da andlise. A reacgao foi iniciada pelo acréscimo
de 25 pL de amostra, sendo a atividade determinada pela degradacao de H»O; ocorrida
em 1 minuto por meio do monitoramento da absorbancia a 240 nm. J4 a atividade da GR
foi realizada espectrofotometricamente a 30C. Neste caso, foi utilizado a mistura de 1 mL
de solugdo de 100 mmol L de tampao fosfato de potassio (pH=7,5), 1 mmol L™ de 5,5-
ditiobis(2-acido nitrobenzdico) (DTNB), 1 mmol L de glutationa oxidada (GSSG) e 0,1
mmol L de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH). O inicio da
reacao foi feito pelo acréscimo de 50 pL do extrato protéico. A atividade da glutationa
redutase foi estimada pela reducao da GSSG monitorada a 412 nm durante 1 minuto.

Especificamente, para avaliar a atividade da superéxido dismutase (SOD) foi
empregada a eletroforese em gel de poliacrilamida em condicées ndo-desnaturantes. Para
isso, foram usados 25 ug de proteina de cada amostra colocados em gel de 8% (m/v) de
acrilamida. Na separacgéo eletroforética foi aplicada uma corrente constante de 15 mA por
gel. A quantidade de 25 ug de SOD proveniente de figado bovino foi submetida as
mesmas condi¢des de separagao.

A atividade de SOD foi determinada, com algumas modificagdes, também de
acordo com Ferreira, et al. [26]. ApOs a separacao eletroforética, o gel foi lavado com agua
desionizada. Em seguida, o mesmo foi incubado no escuro com uma solugao constituida
por 100 mmol L de tampao fosfato de potassio (pH=7,8), 1 mmol L de EDTA, 0,1
mmol L' de nitroazul de tetrazélio (NBT), 0,3% (v/v) de TEMED e 0,05 mmol L de
riboflavina. Depois de 30 minutos, o gel foi lavado 3 vezes com agua desionizada, sendo,
entao, exposto a luz até o surgimento de bandas sob o fundo de coloracdo escura. A
reacao fotossensivel foi cessada ao ser aplicada a solugao de acido acético a 7% (v/v).

3.7. OTIMIZAGCAO DA METODOLOGIA PARA A SEPARACAO POR 2D-
PAGE

Na eletroforese bidimensional usa-se uma série de substancias e procedimentos

para obter uma separacdo eficiente, que sao, normalmente, distintos daqueles
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empregados na eletroforese em uma dimensao. Por este motivo, € necessario efetuar uma
investigacdo mais detalhada das condi¢cées do preparo da amostra a fim de se alcancar
um maior niumero de proteinas separadas em um unico gel. Desta forma, buscou-se
alcancar o melhor procedimento para remocao de interferentes presentes nos extratos
protéicos das folhas de girassol, obtidos conforme descrito no item 3.3.

No processo de otimizacdo foram usadas as folhas oriundas do plantio em solo e
vermicomposto, uma vez que, esta amostra nao apresenta a interferéncia adicional
provocada pela presenca dos ions metalicos contaminantes.

Inicialmente, foi testado o extrato protéico adquirido de acordo com procedimento
proposto por Bellato, et al. [22]. Neste caso, o0 extrato protéico foi submetido ao processo
de precipitacdo com solvente organico para eliminar os interferentes presentes na amostra
(como sais, grupos fendlicos, pigmentos e surfactantes anidnicos). Para isso, foram
usados 1 mL de extrato protéico e 3 mL da mistura de acetona e metanol na proporcao de
3:1 (v/v) a 0°C. Para garantir uma precipitacdo quantitativa, a solucao resultante foi
deixada em repouso por 24 h a -20°C. Apéds este periodo, a amostra foi centrifugada a
1800 g para separacao e eliminagdo do material soluvel.

Para as proteinas extraidas com o outro tampao (Tampdo 2) foram testados dois
processos de precipitagdo de acordo com Carpentier, et al. [14]. A primeira precipitacao foi
realizada por meio da utilizagao de solucéo de acetato de aménio a 0,1 mol L™ preparado
em metanol. J& no segundo caso, foi empregada a solucao de 20% (m/v) de acido
tricloacético (TCA) com 0,2% (m/v) de DTT solubilizados em acetona. Estas precipitacdes
foram feitas utilizando-se 1 mL de extrato protéico e 5 mL dos agentes precipitantes,
sendo conduzidas a -20C durante 24 h. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 1800 g e a parte soluvel removida. Os precipitados
formados foram lavados trés vezes com 3 mL de solucéo de 0,2% (m/v) de DTT preparada
em acetona. Entre as etapas de limpeza, as amostras foram incubadas por 60 minutos a
-20C. As amostras foram centrifugadas apds cada limpeza e os sobrenadantes
descartados. Na ultima etapa do preparo da amostra o precipitado foi seco, a temperatura
ambiente (ca. 25 C), para eliminar o solvente organico ainda rema nescente.

Todos estes ensaios foram conduzidos em ftriplicata. A concentracdo de proteina

presente apds cada precipitacdo foi determinada utilizando o método de Bradford [24].
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Para isso, as amostras foram diluidas a um volume final de 5 mL com tampéao Tris-HCI a
1,0 mol L (pH=6,8).

As precipitagbes foram realizadas novamente e as proteinas resultantes das
diferentes precipitacbes foram ressolubilizadas em 300 uL de tampao composto por
7 mol L™ de uréia, 2 mol L™ de tiouréia, 2% (m/v) de CHAPS, 0,5% (v/v) de anfélitos, 1%
(m/v) de DTT e 0,002% (m/v) de azul de bromofenol. Estas ressolubilizagbes foram
conduzidas por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo, realizou-se a
centrifugacado da solucao resultante por 2 minutos a 8000 g para retirar qualquer residuo
sblido que ainda permanecesse na amostra. Com este procedimento, as amostras
estavam em condicoes apropriadas para ser realizada a focalizagdo isoelétrica das
proteinas.

Desta forma, foi possivel comparar a eficiéncia destes dois tampdes na extracdo
das proteinas, visto que eles possuiam componentes ou concentracdes diferentes. Além
disso, foi investigado o efeito das diferentes precipitacbes na aquisicdo de géis

bidimensionais com resolucao apropriada.
3.7.1. SEPARACAO ELETROFORETICA EM DUAS DIMENSOES (2D-PAGE)

Primeiramente, as proteinas foram separadas pelo ponto isoelétrico em fitas de 13
cm com valores de pH variando entre 3 a 10. Estas fitas continham gel de poliacrilamida,
onde o gradiente de pH foi formado pela presenca de anfdlitos. Para a focalizacéo
isoelétrica, foram aplicados 300 puL de amostra em uma canaleta do aparato sobre o qual
as fitas foram colocadas. Em seguida, foram adicionados cerca de 2000 pL de dleo
mineral sobre cada fita para evitar o ressecamento da mesma. O gel das fitas foram
rehidratados a temperatura ambiente por, no minimo, 12 horas. Apés este periodo, as fitas
foram levadas ao sistema focalizador para que o programa formado pelas seguintes
etapas fosse 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. O tempo da ultima etapa pode ser prolongado, caso,
durante a execugao do programa inicial, a amostra ndo tenha atingido o final da fita. Este
fato é observado pela linha de azul de bromofenol. Em média, o programa foi executado
durante 5,5 h.
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Ao término da focalizagdo, as fitas foram equilibradas em duas etapas. Na primeira
delas, foram usados 10 mL da solucdo contendo 6 mol L™ de uréia, 2% (m/v) de SDS, 30%
(viv) de glicerol, 50 mmol L' de Tris-HCl a 1,5 mol L™ (pH=8,8), 0,002% de azul de
bromofenol e 1% (m/v) de DTT para cada fita. Na segunda etapa, foi usado a mesma
solucao, porém, neste caso, o DTT foi substituido por 2,5% (m/v) de iodoacetamida. Cada
etapa de equilibrio da fita foi executada por 15 minutos, sob leve agitagéo.

Em seguida, as fitas foram aplicadas em géis de poliacrilamida a 12,5%
previamente preparado em placa de 180 x 160 x 1,5 mm. Foi adicionado, sob um pequeno
pedaco de papel de filtro, 10 pL de padrao de massa molar (GE Healthcare, Uppsala,
Suécia) contendo as proteinas B-fosforilase (97,0 kDa), albumina (66,0 kDa), ovalbumina
(45,0 kDa), anidrase carbbnica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactalbumina
(14,4 kDa). Apbs ser acomodada apropriadamente cada fita e o padrao sob o gel de
poliacrilamida, foi adicionada uma solucao aquecida (ca. 40C) de agarose a 0,5% (m/v).
Desta forma, a agarose, ao ser polimerizada, proporcionava um contato efetivo entre a fita
e o0 gel, evitando, assim, o aparecimento de bolhas de ar.

A separacao das proteinas, de acordo com a MM, foi realizada aplicando-se 25 mA
por gel e 100 W durante aproximadamente 5,5 h . Depois deste periodo, o gel foi lavado
com agua desionizada. Em seguida, as proteinas foram fixadas utilizando uma solucéo
contendo acido acético a 10% (v/v) e etanol a 40% (v/v) durante 1 h. A solugao fixadora foi
removida e o gel lavado novamente com agua desionizada durante 10 minutos, sob
agitacao, por 3 vezes. As proteinas presentes no gel foram reveladas utilizando azul de
Coomassie G-250 coloidal [27]. Este corante consistiu de uma solucdo de sulfato de
amoénio a 8% (m/v), acido fosférico a 1% (v/v), azul de Coomassie G-250 a 0,08% (m/v) e
metanol a 20% (v/v) (adicionado por ultimo). A solugéo corante ficou em contato com o gel
durante 48 horas, e depois foi removida por sucessivas lavagens feitas com agua
desionizada até que fosse possivel obter um bom contraste entre as bandas e a parte do
gel sem proteinas.

O gel foi, por fim, escaneado por meio do equipamento /mage Scanner (Amershan
Bioscience). A imagem adquirida foi analisada pelo programa de tratamento de imagens
ImageMaster 2D Platinum (Genebio, Genebra, Suica) versao 6.0, que permite adquirir
uma estimativa do pl e MM das proteinas, bem como calcular o nimero de spots obtidos

no gel, além de apresentar as imagens tridimensionais dos spots.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS

Depois de terem sido realizados os estudos referentes ao desenvolvimento do
girassol, foi investigada a interferéncia das diferentes condi¢des de cultivo na expressao
das proteinas. Para isso, foi determinada a concentracao de proteinas totais presentes em
cada parte da planta utilizando o método de Bradford [24]. Este método é baseado na
interacao entre as moléculas de azul de Coomassie G-250 e os grupos acidos e basicos
das proteinas. Este reagente liga-se, preferencialmente, aos residuos de aminoacidos
basicos e aromaticos (especialmente a arginina). As moléculas de azul de Coomassie G-
250 também apresentam interacdes mais fracas com os residuos de histidina, lisina,
tirosina, triptofano e fenilalanina. Entretanto, o método de Bradford ndo determina
eficientemente proteinas com massas molares menores que 5 kDa. Desta forma, esta
analise nao tem sensibilidade para detectar pequenos peptideos [28,29].

Os resultados das concentracoes de proteinas totais nas amostras de girassois
estdo organizados na Tabela 2.1. De modo geral, nota-se que as proteinas estdo

localizadas em maior quantidade nas folhas e que as raizes possuem a menor quantidade.

Tabela 2.1 — Concentracdes de proteinas totais (médiatdesvio padrao, n=3) em cada
parte do girassol (massa Umida) determinadas pelo método de Bradford.

CONCENTRACAO (mgg ™)
TRATAMENTO Folha Caule Raiz
Cd() 7,740,2  cd* |2,610,1 b 0,86%0,03 e

Cu(ll) 7,7+0,3 d |2,91£0,05 b 1,37£0,01 ¢
Pb(ll) 7,910,6 bcd [2,53+0,02 b 0,94+0,04 e

Zn(ll) 8,940,5 abcd |3,8+0,2 a 1,17+0,02 d
Solucéo Mista |9,0+0,4 ab 2,1£0,2 c 1,69£0,06 b

Solo 7,910,3 bcd [2,70+0,06 b 2,14+0,03 a
Solo+Verm. |9,7+0,6 a 1,0+0,1 d |0,91+0,01 e

* Valores das médias de uma mesma parte do girassol seguida por letras iguais nao
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
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Em relagdo as proteinas das folhas, o0 método de Bradford n&o permitiu verificar
variagcdo significativa entre os tratamentos aplicados no cultivo de girassois, de acordo
com a avaliagdo estatistica realizada por meio do teste Tukey. No caule, foi observada
uma maior concentragdo de proteinas no tratamento com Zn(ll). J& na raiz, uma maior
quantidade de proteinas foi detectada ao ser usado somente solo como substrato, seguida
das raizes das plantas cultivadas sob contaminacdo com a solugdo mista e com Cu(ll).
Estes dados sdo concordantes com as informacgdes apresentadas na Tabela 1.1, onde,
nestes casos, houve uma maior absorcdo de fésforo realizada pelas plantas sob as
condigdes mencionadas.

A concentracdo de proteinas encontradas nas folhas (7,7 a 9,7 mg g') foi similar ao
valor reportado por Sairan, et al. [30]. No trabalho citado, foi observada uma concentracao
entre 5,0 2 9,0 mg g nas diferentes folhas presentes em uma mesma planta. Neste caso,
foram avaliadas do primeiro ao décimo pares de folhas de girassol. Ja Singh, et al. [31],
mencionam que as folhas de girassol apresentaram ca. de 22,0 mg g~ de proteina,
entretanto, as plantas foram cultivadas usando 10 kg de substrato por pote. Desta forma, a
maior quantidade de proteina nas folhas, provavelmente, é por causa da maior
disponibilidade de nutrientes nesta situagéao.

Os niveis de proteinas encontrados no sistema caulinar e radicular ndo foram
comparados com os dados da literatura devido a auséncia de informagdes em condicoes
de cultivo semelhantes a adotadas neste trabalho. Geralmente, os estudos descritos na

literatura sao realizados em meio hidropdnico.

4.2. SEPARACAO ELETROFORETICA DO TIPO SDS-PAGE

Um volume de 30 pL dos extratos protéicos, contendo ca. de 90 ug de proteina,
foram submetidos, juntamente com o padrdao de MM, a corrida eletroforética nas condicdes
descritas no item 3.5. O perfil de massa molar das proteinas das folhas de girassol esta
disposto na Figura 2.1.

Com a separacao eletroforética foi possivel observar que a composi¢ao protéica
das folhas provenientes de diferentes condicdes de plantio apresentou resultados

distintos. Nas folhas dos girassois cultivados somente em solo (Figura 2.1(f)), verificou-se
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que as bandas protéicas nao ficaram bem definidas e se apresentaram em menor numero.
Ja no tratamento com solo e vermicomposto (Figura 2.1(g)), as folhas apresentaram uma
composicao protéica maior, visto que houve o acréscimo das bandas numeros 1, 9 e 10.
Isto € um indicativo que a adicdo de nutrientes procedentes do vermicomposto
proporcionou uma maior sintese de proteinas. Além disso, geralmente, nesta condicao, as
intensidades das bandas de proteinas foram maiores que naquelas cultivadas em outros

tratamentos.
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Figura 2.1 — Géis dos extratos protéicos das folhas: (a) tratamento com Cd(ll), (b) Cu(ll),
(c) Pb(ll), (d) Zn(ll), (e) Solucédo Mista, (f) Solo e (g) Solo+Verm. A primeira coluna de cada
gel apresenta os padrées de massas molares (116,0-14,4 kDa). Os numeros de 1 a 15
(lado direito da Figura) identificam as bandas formadas em cada condicédo de cultivo.
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Ao serem adicionados os ions metalicos aos substratos foi notado que, de modo
geral, este procedimento provocou alteracbes na composicao das proteinas, comprovado
pelo desaparecimento de algumas bandas ou pela menor intensidade das mesmas. A
menor intensidade prediz que proteinas de MM semelhantes deixaram de ser sintetizadas,
ou, entdo, foram degradadas durante o ciclo de vida do girassol. Esta tendéncia é mais
evidente nas amostras de folhas do tratamento com Zn(ll) (Figura 2.1(d)) e com a solugéo
mista (Figura 2.1(e)). J& as amostras de folhas do tratamento com Cu(ll) (Figura 2.1(b)) foi
a menos afetada em termos de nivel protéico. Este comportamento é justificado pelo fato
do mesmo ser um micronutriente importante e estar presente em niveis apropriados nas
folhnas como constatado na Tabela 1.4.

Os dados quantitativos referentes a interferéncia dos ions metalicos na composicao
das proteinas que corroboram com as afirmacodes feitas estdo demonstrados na Tabela
2.2. A quantidade de proteina presente em cada banda foi calculada de acordo com o
procedimento descrito no item 3.5. A amostra de folhas do tratamento solo e
vermicomposto apresentou o maior teor protéico (ca. 97+4 ug). Os teores de proteinas nas
folhas contaminadas apresentaram um decréscimo de até 63%. As bandas numero 2 e 15
dos tratamentos com Zn(ll) e com a solucdo mista exemplificam esta tendéncia. O teor
protéico nestas bandas foi reduzido em ca. 70 e 60%, respectivamente, ao ser comparado
com as mesmas bandas provenientes do cultivo em solo e vermicomposto sem
contaminacao. Nas folhas procedentes do tratamento com Zn(ll) foi verificado, ainda, a
supressao da banda numero 6 (MM entre 34 a 35 kDa). Ressalta-se que em ambos os
casos (contaminagdo com Zn(ll) e com a solucdo mista), os niveis de Zn(ll) atingiram
concentragdes fitotdxicas como constatado no Capitulo 1.

Sugere-se que 0 zinco tenha sido o principal elemento responsavel pela alteracao
na composicao protéica. Apesar da concentracdo de Cd(Il) também ter atingido niveis
fitotdxicos nas folhas do tratamento com solu¢ao mista, foram detectadas modificagdes em
menor escala quando este ion foi adicionado individualmente. Por sua vez, o zinco é
facilmente assimilado pelas plantas. Além disso, o0 mesmo pode substituir elementos
essenciais presentes em sitios funcionais, inativando as enzimas. Por exemplo, o Zn(ll),
por possuir raio atdmico semelhante ao Fe(ll), pode interferir na utilizacdo do ferro na
sintese de clorofila realizada pelas folhas [32].
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A presenca em excesso dos ions metalicos nos girassois pode conduzir direta ou
indiretamente a uma série de eventos que afetam profundamente o metabolismo de
organismos vivos. Especificamente nas proteinas, os ions metalicos, por meio da
formacao de espécies de oxigénio reativas, induzem a protedlise, ocasionando, assim,
uma redugdo no nivel de proteinas. As proteinas podem ser também modificadas devido a
oxidacao das cadeias laterais dos aminoacidos (por exemplo a tripsina) com a introducéo
de grupos carbonilas. Desta maneira, a funcionalidade da proteina é comprometida [33].
As espécies de oxigénio reativas provocam, ainda, a fragmentacdo das cadeias de
peptideos, a agregacdo de produtos de reacdo de ligacao cruzada e a oxidacdo dos
centros Fe-S destruindo, assim, a funcao enzimatica [34].

Ressalta-se que somente ao ser feita a separacao eletroforética das amostras foi
possivel perceber modificacdes no proteoma do girassol, visto que, de acordo com Tabela
2.1 as concentragdes de proteinas nas folhas ndo apresentaram diferencgas significativas
entre os tratamentos. Isto pode ser explicado pelo fato de que no caso da determinacao da
concentracdo de proteinas totais realizadas pelo método de Bradford, como mencionado,
sao determinados os polipeptidios com massa molar acima de 5 kDa, inclusive possiveis
fragmentos de proteinas provenientes da degradacéo devido a presenca das espécies de
oxigénio reativas. Ja ao ser feita a separacao das proteinas por eletroforese, obteve-se um
detalhamento especifico das bandas de proteinas formadas dentro da faixa avaliada (14,5
a 116 kDa).
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Tabela 2.2 — Quantidade de proteina (médiatdesvio padrdao, n=3) presente em cada
banda. Estimativa realizada por meio do programa Gel-Pro Analyzer, versao 3.1.

BANDA QUANTIDADE (ug)
TRATAMENTO
|dentificacao MM (kDa)| .\ cualy Pty zn(ll) SI‘\)/::JS%ZO Solo  Solo+Verm.
1 78 = A A A -2 = 2,1%0,3
2 52-54 |11,3t0,5 1641 13,240,9 5740,3 6,140,1 11+ 2043
3 46-48 | 2,040,2 1,8:0,1 2,0:0,3 1,8t0,2 1,020,1 1,903 2,440,2
4 42-43 | 51+0,1 5,140,1 4,7+0,4 3,40,3 4,406 49104  7,2+0,3
5 38-39 | 1,6¢0,1 3,140,4 1,9+0,2 1,740,3 2,240,1 0,740,1  4,6+0,1
6 34-35 | 1,8:0,1 5804 39:02 -* 28t06 -° 6,70,2
7 31-32 | 7,60,2 6,640,3 5,1%0,3 52:0,1 6,80,3 7,130,8 9%
8 27-28 | 9,6:04 9,902 50£0,2 6,0:0,8 84404 9,5:0,3 10,0£0,8
9 26 e e e e e e 4,8+0,4
10 25 -2 2 -2 4 e . 1,640,2
11 245 | 0,840,1 2,1:0,1 2,0£0,2 0,7+0,1 0,440,1 009%0,1 3,20,
12 20225 | 1,840,1 5,7+0,6 56+0,3 3,5:0,4 1,8%0,1 3,6:0,3 6,8£0,7
13 17,518 | 2,910,3 6,1:0,2 5804 3,7+0,5 4,0:0,2 5704  7,5:0,7
14 15,5 1,1£0,1 1,2+0,2 0,9+0,1 0,7+0,1 -8 -8 -8
15 14-145 | 6,910,3 6,7:0,4 4,3:0,1 3,9t0,3 56:0,6 3,0+02 1122
Total* (ug) 5o+ 70+1  54+1  36+1  45+1  48+2 97+4

- % proteinas nao detectadas pelo sistema de coloragdo com azul de Coomassie G-250.

n n
*s=Y'M, e 1=)1°, onde S ¢ o somatério das massas, M ¢é a massa de proteina em

i=1 i=l
cada banda e I a incerteza em cada medida.

A principio, havia sido proposto que as proteinas presentes no caule e na raiz
também deveriam ser separadas por eletroforese. Segundo a literatura, a maioria dos ions
metalicos presentes no substrato ficam acumulados no sistema radicular e
consequentemente poderiam influenciar mais intensamente na composicao protéica desta
parte especifica da planta [26,35]. No entanto, quando foi efetuada a corrida eletroforética
nestas amostras ndo foram adquiridas bandas definidas. Nas amostras de caule, as

proteinas presentes ndo estavam em concentracdes apropriadas para serem detectadas.
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Além disso, as proteinas da raiz presentes apresentavam pequena massa molar (<14,4
kDa), ndo estando, assim, dentro da faixa avaliada. Para adequar esta ultima amostra
seria preciso aumentar a concentracdo de acrilamida no gel e adotar um outro padrao de
massa molar. Uma outra alternativa para contornar os problemas encontrados nestas
amostras seria empregar o sistema de coloracdo das proteinas com prata. Este sistema
de deteccdo apresenta melhor sensibilidade (entre 20 a 200 vezes mais sensivel que
procedimentos baseados no uso do azul de Coomassie G-250) com capacidade de
detectar proteinas acima de 0,1 ng [4,9,23]. Ele ndo foi adotado porque a prata poderia
interferir na quantificacdo dos ions metalicos (a ser discutida no Capitulo 3). A Figura 2.2

mostra o perfil dos géis obtidos nestas amostras.

(a) (b)
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Figura 2.2 — Géis representativos das amostras de extrato protéico do caule e da raiz do
girassol: (a) caule do tratamento com Zn (ll) e (b) raiz do tratamento com solo. Em ambos
0S casos, estas amostras foram as que apresentaram maior concentragdo de proteinas de
acordo com os dados dispostos na Tabela 2.1.

Algumas das proteinas presentes nas folhas podem ser associadas com
informacdes a respeito das estruturas priméarias e terciarias de proteinas do girassol
(Helianthus annus L.), disponiveis em bancos de dados especializados [36]. Neste caso, a
comparagao foi feita baseada apenas na informagao referente a massa molar da banda de
proteina estimada pelo programa Gel-Pro Analyzer, versdo 3.1. Observa-se que este
programa fornece dados com um desvio padrao de 3% para tal parametro.

A banda mais proeminente (banda numero 2, com MM entre 52 a 54 kDa) pode ser

correlacionada com a ribulose bifosfato carboxilase (54,07 kDa). Esta proteina, conhecida
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como rubisco, encontra-se presente nas folhas de muitas plantas. Nos cloroplastos, ela
participa do ciclo de Calvin, o qual é responsavel pela fixacdo de CO, durante o processo
de fotossintese. A razdo da carboxilacao depende da quantidade desta proteina [37]. Nos
girasséis contaminados houve um decréscimo acentuado da producdo do rubisco,
principalmente quando foi usada a solucao de Zn(ll). Esta banda pode conter, ainda, a
catalase (56,75 kDa). Em girassois, sdo identificadas 8 isoformas da catalase que
contribuem para diversos processos fisiolégicos [38].

As proteinas com MM de 34,5 kDa encontradas nas folhas podem ser atribuidas a
presenca de 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico oxidase (34,89 kDa). Esta proteina
participa da sintese do etileno. Tal substédncia € um hormdnio atuante na germinacao,
crescimento, desenvolvimento e senescéncia das plantas. A producao do etileno é um
importante parametro usado como indicador de estresse oxidativo, ja que ha formacao de
radicais peréxidos na conversdao de 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico oxidase em
etileno. De acordo com Hagemeyer e Breckle [39], a biossintese do etileno depende da
concentracéo de ions metalicos e da interacdo entre os mesmos. Desta forma, a reducao
da quantidade de 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico oxidase sugere que houve um
decréscimo na producao de etileno nos girassois, principalmente no tratamento com Zn(ll).

Na literatura, esta disponivel o fragmento da proteina dehidrina (26,5 kDa) que tem
a funcao de proteger as plantas contra a falta de agua e das baixas temperaturas, além de
evitar que as membranas e macromoléculas sejam desnaturadas [40]. Somente foram
detectadas proteinas com MM semelhante nas folhas das plantas cultivadas em solo e
vermicomposto (bandas numero 9 e 10 da Figura 2.1(g)).

4.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Para verificar se as plantas submetidas a contaminagcdo com ions metalicos
apresentaram estresse oxidativo, e conseqlentemente a série de danos observados no
Capitulo 1, foi estudada a atividade de algumas enzimas. Desta forma, os resultados
obtidos nesta analise poderiam corroborar com todas as modificagbes verificadas na
composi¢do protéica das folhas. A escolha das enzimas catalase (CAT), superdxido

dismutase (SOD) e glutationa redutase (GR) foi feita baseada no fato das mesmas serem
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espécies importantes no processo de dismutacdo de ROS produzidas em resposta a uma
série de estresse abidtico e bidtico, incluindo o estresse oxidativo induzido por ions
metalicos [35]. Outras andlises que avaliassem parametros tais como o nivel de
peroxidacgao lipidica, atividade da ascorbato peroxidase, teor de fitoquelatinas, perdxido de
hidrogénio e ascorbato também poderiam fornecer informacdes sobre possivel estresse
oxidativo apresentado pela planta [34,35].

A SOD é a primeira enzima de defesa contra os danos provocados pelas ROS,
sendo considerada o mecanismo central. Esta enzima catalisa a formacgao do peréxido de
hidrogénio a partir de radicais superdxidos. Sendo assim, plantas com elevadas atividades
de SOD aumentam a tolerancia ao estresse oxidativo [35]. A atividade da SOD foi avaliada
por meio de separacdo em gel nativo de poliacrilamida apresentado na Figura 2.3. Na
contaminacédo com Zn(ll) (Figura 2.3(c)) foi observada uma maior atividade desta enzima
comparando-a com o tratamento com solo e vermicomposto (Figura 2.3(b)),
principalmente ao ser considerada a isoenzima mais eletronegativa. Entretanto, no
tratamento com a solucédo mista (Figura 2.3(d)) foi constatado um comportamento oposto,
ou seja, houve uma diminuicdo da atividade desta enzima. Apesar destes resultados, em
ambas as situacoes, a presenca dos contaminantes provocaram estresse oxidativo na
planta [31] visto que, os niveis da atividade da enzima foram alterados em comparagéo
com o controle. No entanto, as folhas das plantas contaminadas com a solucao mista
estavam mais susceptiveis aos efeitos provocados pelo aumento dos niveis de ROS.

(@ (b) (c) (d)

Figura 2.3 — Atividade da superoxido dismutase (SOD) em gel nativo: (a) padrao de SOD
de figado bovino, (b) amostra de folhas do plantio em solo e vermicomposto, (c)
tratamento com Zn(ll) e (d) com a solugcao mista.
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Por sua vez, a catalase estd diretamente envolvida na dismutacao de perdxido de
hidrogénio formado particularmente no peroxissoma. A atividade da CAT nas folhas de
girassol mostrada na Figura 2.4(a) apresentou niveis semelhantes entre os tratamentos
avaliados. Isso indica que a atividade desta enzima antioxidante nao foi estimulada e nem
suprimida devido a presenca dos ions contaminantes no meio de cultura. Desta forma, as
moléculas de H>O. produzidas pela presenca da maior quantidade de SOD nao foram
degradadas eficientemente pela CAT. Ressalta-se ainda que, o nivel da atividade de CAT
encontrada nas folhas de girassol neste trabalho foi o0 mesmo reportado por Rios-
Gonzalez, et al. [41].

Por outro lado, como pode ser visto na Figura 2.4(b) a atividade da glutationa
redutase (GR) apresentou variacdo significativa entre as amostras. Neste caso, foi
observado um aumento de até 135% na resposta desta enzima pelo fato das plantas
terem sido expostas a contaminagao por ions metélicos. Este acréscimo foi mais evidente
ao ser aplicado o tratamento com Zn(ll) durante o cultivo dos girassoéis. O nivel da GR
encontrado nas folhas provenientes do tratamento solo e vermicomposto foi similar ao
reportado por Gallego, et al. [42]. Embora a atividade da GR tenha aumentado, ndo é
possivel estabelecer se tal aumento foi ocasionado por alguma isoenzima de GR
especifica. Esta maior atividade da GR promove a desintoxicagdo nos organismos por
proteger os grupos tidis das enzimas, regenerar o ascorbato e reagir quimicamente com
oxigénio singlete e radicais hidroxilas [25,43]. Além disso, esta proteina mantém a

glutationa na sua forma reduzida para que as fitoquelatinas sejam sintetizadas [26].

(a) (b)
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‘ 1 Solugéo Mista ’ ‘
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Figura 2.4 — Atividade enzimatica presente nos extratos protéicos das folhas determinada
espectrofotometricamente: (a) catalase (CAT) e (b) glutationa redutase (GR).
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E importante mencionar que as plantas utilizam-se de varios outros mecanismos
para evitar ou minimizar os prejuizos provocados pela presenca de espécies de oxigénio
reativas. Sendo assim, é necessario avaliar se a exposicao de plantas aos ions metalicos
causa um efeito nocivo ou estimulante as enzimas no processo de desintoxicacéo
[25,26,35].

De modo geral, com os ensaios realizados, foi possivel constatar que as folhas das
plantas contaminadas simultaneamente com os quatro ions metalicos apresentaram
menores atividades para as enzimas antioxidantes SOD e GR ao serem comparadas com
o tratamento com Zn(ll), o que demonstra o quadro de exaustao da planta frente a dose
excessiva de contaminantes. Assim, as respostas fisiol6gicas e bioquimicas observadas
como menor crescimento, diminuicdo na massa vegetal produzida, degradacdo das
proteinas e até mesmo a morte das plantas se justificam. Ja os girass6is contaminados
com o Zn(ll) apresentaram um melhor mecanismo de defesa, visto que os danos sofridos

pelos mesmos foram abrandados.

4.4. OTIMIZACAO DA SEPARACAO ELETROFORETICA 2D-PAGE

Na primeira tentativa de separar as proteinas das folhas dos girassois cultivados no
tratamento solo e vermicomposto usando eletroforese bidimensional, foi testado com
algumas modificacbes, o procedimento descrito por Bellato, et al. [22]. Neste caso,
aproximadamente 900 pg de proteinas foram aplicadas em uma fita de 13 cm com pH
linear variando de 3 a 10. A focalizagao isoelétrica foi conduzida até atingir a voltagem
acumulada de 18 kV h, sendo para isso necessarias 5 horas. O perfil eletroforético
adquirido esta apresentado na Figura 2.5. Segundo o programa ImageMaster 2D Platinum,
versdo 6.0 (GE Healthcare) foi possivel detectar apenas 39 proteinas (spots). As proteinas
possuiam massa molar entre 81,4 a 16,0 kDa com pl de 3,5 a 9,4. Dentre as proteinas
separadas, observou-se que a maioria possuia carater acido. Ressalta-se que nesta
amostra existem varias proteinas que sao isoformas. Estas proteinas possuem massas
molares similares e pl distintos devido a pequenas diferencas na cadeia de polipeptideos,
porém desempenham a mesma funcdo. O primeiro conjunto de isoformas (nimero 1, vide

Figura 2.5) contem proteinas de MM de 52,7 kDa. Estas isoformas correspondem a
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segunda banda detectada no gel SDS-PAGE (vide Figura 2.1). O outro conjunto de

isorformas tem MM de 27,5 kDa, também presente no gel da Figura 2.1.

3 10 pl
MM (kDa)
97,0 -
66,0 -
45,0 ?
30,0 =
a 2
< B
20,1 -
14,4 LS

Figura 2.5 — 2D-PAGE das proteinas de folhas de girassol do cultivo em solo e
vermicomposto extraidas com o Tampéo 1. Fita de 13 cm, pH de 3 a 10. Padrao de massa
molar de 97,7 a 14,4 kDa. Gel com dimensdes de 130 x 130 x 1,5 mm.

De acordo com o perfil eletroforético obtido na separacdo por SDS-PAGE da
mesma amostra, existem outras proteinas que ainda nao foram observadas. Por este
motivo, foi necessario avaliar outros parametros, tanto de extragdo quanto de precipitacao
das proteinas, a fim de alcancar uma separagao bidimensional mais apropriada.

Optou-se por utilizar um tampao de extracao similar aquele aplicado para a
separacdo por SDS-PAGE, apesar do mesmo possuir componentes que apresentam
alguns inconvenientes para a separacao 2D-PAGE. Sendo assim, foi adotado um preparo
da amostra mais meticuloso para minimizar, ou mesmo, eliminar os interferentes
presentes. Para isso, foram aplicados dois métodos de precipitacdo seguida de sucessivas
etapas de limpeza do precipitado formado. A Figura 2.6 apresenta o comportamento da

amostra submetida ao procedimento descrito.
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(a) (c) (d)

Figura 2.6 — Etapas do preparo da amostra protéica utilizando precipitacdo com acetato de
amoénio em metanol (tubo de ensaio a esquerda) e com TCA e DTT em acetona (tubo de
ensaio a direita): (a) amostra precipitada depois de 24h, (b) primeira etapa de limpeza do
precipitado com DTT em acetona, (c) segunda limpeza com a mesma solucado e (d)
terceira etapa de limpeza.

Aparentemente, o agente precipitante acetato de aménio foi o mais eficiente na
remocao dos interferentes, principalmente no que se refere a clorofila. Entretanto, quando
foi realizada a separagéo 2D-PAGE, este fato n&do foi confirmado como demonstrado na
Figura 2.7(a). Na amostra precipitada com acetato de aménio em metanol (Figura 2.7(a))
foi detectada uma menor quantidade de proteinas (apenas 58 spots). Isto pode ser
explicado por problemas de solubilizagdo do precipitado. Ao ser adicionada a solug¢ao de
ressolubilizacdo percebeu-se ainda a presenca de material particulado. Desta forma, a
transferéncia das proteinas para a fita ndo foi quantitativa. Por outro lado, a amostra
precipitada com TCA e DTT em metanol apresentou um gel com 73 spots (Figura 2.7(b)).
O numero de proteinas separadas somente nao foi maior devido a problemas de
resolucdo. A quantidade de proteina aplicada (ca. 3 mg) foi excessiva, merecendo ser
melhor avaliada.

Todavia, destaca-se que o procedimento aplicado exibiu resultados satisfatérios,
demonstrando a importancia de ser realizado um preparo de amostra apropriado.
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Figura 2.7 — Géis 2D-PAGE das proteinas de folhas de girassol do cultivo em solo e
vermicomposto extraidas com o Tampdo 2: (a) amostra precipitada com acetato de
amoénio em metanol e (b) amostra precipitada com TCA e DTT em acetona. Fita de 13 cm,
pH de 3 a 10. Padrdo de massa molar de 97,7 a 14,4 kDa. Géis com dimensées 130 x 130
x 1,5 mm.

Para otimizar a quantidade de proteina foi feito novamente todo o procedimento de
precipitacdo da amostra e de 2D-PAGE. Entretanto, a quantidade de proteina aplicada foi
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reduzida em 20 e 40%. Os resultados adquiridos estdo expostos na Figura 2.8.

(a) 3 : 10 pl
97,0 - .
66,0 ‘ -
45,0 ) f E
. 4
30,0 ' e . 3
| »e
.'Ilo?
- 1“
20,1 ) 40
. . :
14,4 " | - "
b 3
(b) MM (kDa) p— —_— - gl
97,0 -
66,0 5
45,0 -
30,0 -~
20,1
144 — W

Figura 2.8 — Géis 2D-PAGE das proteinas de folhas de girassol do cultivo em solo e
vermicomposto extraidas com o Tampéo 2 e precipitadas com TCA e DTT em acetona: (a)
1,8 mg de proteina e (b) 2,4 mg de proteina. Os conjuntos de proteinas sao identificados
pelos numeros de 1 a 6. Maiores detalhes vide legenda da Figura 2.7.
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As amostras apresentaram perfil eletroforético semelhante. Segundo o programa
ImageMaster 2D Platinum, versao 6.0, no gel onde foram aplicados 1,8 mg de proteina
(Figura 2.8(a)) foram observados 228 spots. J& na amostra contendo 2,4 mg (Figura
2.8(b)) foram detectados um maior numero de proteinas separadas (264 spots), além dos
spots apresentarem maior intensidade. Sendo assim, as condicdes empregadas para a
obtengéo deste ultimo gel foram escolhidas como sendo a condigdo otimizada. Neste gel
foram detectadas proteinas com massas molares entre 110,6 kDa a 13,5 kDa com pl
variando entre 3,7 a 10,4. A Tabela 2.3 exemplifica os dados quantitativos de alguns

conjuntos de proteinas (vide Figura 2.8).

Tabela 2.3 — Informacdes de algumas proteinas mostradas na Figura 2.8(b) obtidas por
meio do programa ImageMaster 2D Platinum, versao 6.0.

Identificacao | MM (kDa) pl % Volume do Spot
1 52,2 5,7 12,30
2 42,5 7,9 0,52

37,8 7,9 0,49
3 40,7 9,6 0,15
39,8 9,3 0,32
39,5 9,0 0,36
4 32,4 6,5 2,16
31,4 6,2 0,75
5 28,1 5,7 1,61
28,0 54 0,68
24,5 5,7 0,71
24,4 5,4 0,95
6 25,6 6,1 2,70

Os mesmos parametros de extracao, precipitacdo e quantidade de proteina foram
usados nas folhas de girassol oriundas da contaminagéo com a solugéo de Zn(ll) e com a

solucao mista. Os perfis eletroforéticos destas amostras estao dispostos na Figura 2.9.
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Figura 2.9 — Géis 2D-PAGE das proteinas de folhas de girassol: (a) tratamento com Zn(ll)
e (b) tratamento com a solugao mista. Maiores detalhes vide legenda da Figura 2.8.

Foram detectados problemas de resolugao nas proteinas destas amostras, embora
tenham sido empregadas as mesmas condi¢cées de extracdo e precipitacdo das proteinas

das folhas do cultivo em solo e vermicomposto. Provavelmente, isto ocorreu devido a
74



Tese de Doutorado Capitulo 2 Jerusa S. Garcia

presenca de impurezas idnicas que dificultaram a separacao das proteinas de acordo com
o seu pl. Os ions podem interagir com a proteina induzindo a modificacdo o que
conseqientemente, dificulta a sua focalizagéo [6,11].

Apesar das dificuldades na separacao foi possivel notar diferengas na composicao
protéica nestas amostras. Ao ser efetuada a contaminagédo com Zn(ll), foram detectados
apenas 106 spots (Figura 2.9(a)). Na referida amostra, foi observado uma diminuigéo
preponderante nos conjuntos de spots 1, 2, 4 e 6 ao serem comparadas com a amostra
sem contaminacao (Figura 2.8(b)). Na amostra contaminada com a solu¢ao mista (Figura
2.9(b)), também foram observados menos spots (ca. 135). Entretanto, as intensidades dos
spots foram similares aos detectados na amostra sem contaminagdo. A Figura 2.10

apresenta o perfil tridimensional de alguns spots para comparagao.

Zn(ll) Solugao Mista Solo+Verm.

(a)

(b)

(c)

Figura 2.10 — Exemplos das imagens tridimensionais dos spots: (a) proteinas agrupadas
no conjunto 3, (b) proteinas pertencentes ao conjunto 4 e (c) proteinas dos conjuntos 5 e 6
de acordo com a Figura 2.8. O spot 6 esta sinalizado por uma seta. Maiores detalhes vide
legenda da Tabela 2.3.
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Estes dados sdo concordantes com a separacdo SDS-PAGE, onde bandas de
massas molares semelhantes tiveram sua expressdao consideravelmente atenuada na
amostra de folhas proveniente da contaminacao com Zn(ll) e com a solucdo mista ao
serem comparadas com o tratamento com solo e vermicomposto. Destacam-se,
principalmente, as duas proteinas do conjunto 4 (Figura 2.8(b)), que simplesmente néo
foram mais detectadas nas folhas do tratamento com Zn(ll). Segundo informacdes de
bancos de dados especializados, nestes spots pode estar contida uma proteina
transportadora de Fe(ll) com MM de 33,67 kDa e pl de 6,47. Esta proteina é a principal
reguladora da homeostase de ferro divalente em plantas. Ela pode também mediar o
transporte de ions metalicos como cadmio, cobalto e zinco, caso haja deficiéncia de Fe(ll)
[36].

Na amostra submetida a contaminacdo com a solucdo mista, enfatiza-se a
presenga do conjunto de novas proteinas identificado pelo nimero 7 de acordo com a
Figura 2.9(b). Estas proteinas, aparentemente sdo isoformas que possuem MM de
aproximadamente 35 kDa e pl entre 9,2 a 9,9. Segundo o banco de dados Swiss-Prot [35],
na Arabidopsis thaliana (planta usada como modelo) existe uma proteina com
caracteristicas idénticas no que diz respeito a MM e ao pl. Esta proteina € a peroxidase
que tem como funcao remover o perdxido de hidrogénio, oxidar outros agentes redutores
toxicos, controlar a biossintese e a degradacao da lignina, além de responder a condicao
de estresse em plantas, induzido por agentes patogénicos e/ou por estresse oxidativo.
Esta enzima tem como cofatores o calcio e o grupo heme.

Com a separacao eletroforética bidimensional foi possivel designar, com maior
precisao, as diferencas na composi¢ao protéica entre as amostras de folhas de girassol.
Com este procedimento foram identificadas quais foram as proteinas que possivelmente
participaram ativamente no combate ao estresse oxidativo. As proteinas mais
proeminentes foram aquelas de 32,4 kDa (pl=6,5), 31,4 kDa (pl=6,2) e 25,6 kDa (pl=6,1)
das folhas das plantas procedentes do tratamento com Zn(ll) (proteinas presentes nos
conjuntos 4 e 6, Figura 2.9(a)) e as proteinas de 35 kDa (pl entre 9,2 a 9,9) das folhas das
plantas do tratamento com a solugdo mista (identificada pelo conjunto 7, Figura 2.9 (b)).

Estas proteinas precisam ser ainda caracterizadas por meio de técnicas de
espectrometria de massas para dar inicio a elucidagcéo das suas fun¢des. Entretanto, esta
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tarefa trard uma série de desafios, visto que, nem mesmo o genoma do girassol foi

completamente estabelecido.

5. CONCLUSOES PARCIAIS

A interferéncia da contaminagcdo em nivel protéico foi investigada, inicialmente por
meio da determinacado da concentracao de proteinas totais em cada parte da planta. No
entanto, com os resultados obtidos, ndo foi observado danos expressivos na composicao
das proteinas. Apenas com a separacao eletroforética foi possivel constatar mudancas
significativas.

Os girassbis expostos a diferentes contaminagcdes apresentaram alteragdes na
composicao das proteinas indicadas pela diminuicdo acentuada, inclusive com a
supressao de algumas delas. Este comportamento foi mais evidente ao ser efetuada a
contaminacdo com a solugdo de zinco e com a solugdo mista. Acredita-se que os
girassois, principalmente aqueles contaminados com a solugdo de zinco, efetuaram
ajustes bioquimicos, envolvendo diferentes mecanismos, para reduzir os efeitos nocivos
devido a presenca excessiva de ions metalicos. Este fato foi confirmado por meio da
analise da atividade enziméatica realizada nas folhas. Nas folhas contaminadas com zinco
e com a solucdo mista foram constatadas a formacao de espécies de oxigénio reativas
que conduziram ao estresse oxidativo. Este evento foi comprovado pelo aumento da
atividade da superéxido dismutase e da glutationa redutase nas folhas contaminadas com
a solucéo de zinco, e pela diminuicao da primeira enzima e pelo aumento da segunda nas
folhas contaminadas com a solucdo mista, ao serem comparadas com as folhas das
plantas sem contaminacgao.

Um maior esclarecimento sobre as modificacées na composicao protéica das folhas
somente foi alcancado quando executada a separagdo das mesmas utilizando a técnica
2D-PAGE. Ressalta-se que, depois de varias tentativas, obteve-se um gel bidimensional
com boa resolucéo. Para isso, foi utilizado um tamp&o extrator com componentes bastante
simples, sendo este, muito similar aquele usado na separacao eletroforética do tipo SDS-
PAGE. No preparo da amostra, a etapa primordial foi a eliminacdo dos interferentes por
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meio de precipitagdo. Os melhores resultados foram adquiridos ao ser utilizado o agente
precipitante formado por acido tricloroacético e ditiotreitol em acetona.

A andlise dos perfis eletroforéticos das amostras permitiu confirmar que as folhas
das plantas contaminadas com o zinco foram as mais prejudicadas em nivel protéico.
Entretanto, enfatiza-se que serdo necessarios mais estudos para que seja possivel
identificar quais sdo estas proteinas e quais as funcbes metabdlicas que elas
desempenham na planta. Somente assim, sera possivel afirmar o motivo da planta
contaminada com zinco nao ter apresentado comprometimentos significativos em termos

fisioldgicos, pelo menos até o periodo de cultivo avaliado.
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CAPITULO 3
Avaliacao quali e quantitativa de algumas
metaloproteinas presentes nas

folhas de girassol
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1. OBJETIVOS

Neste capitulo foram efetuadas avaliacbes de algumas possiveis metaloproteinas
presentes nas folhas de girassol. Neste caso, foram estudadas as modificagcdes na
quantidade de ions metélicos ligados as proteinas de acordo com o tipo de tratamento
empregado no cultivo das plantas. Ressalta-se que este estudo foi realizado somente nas
proteinas separadas por SDS-PAGE. Quando os experimentos foram efetuados ainda ndo
havia sido estabelecido sequer o protocolo de extracao das proteinas para a separacao

bidimensional.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. METALOMICA

Os ions metalicos e suas implicagdes tém sido investigados de forma independente
em muitos campos cientificos, tais como: bioquimica, quimica bioinorganica, ciéncias
farmacéuticas, medicina, toxicologia, agricultura, meio ambiente, entre outras. Tais areas
apresentam uma profunda inter-relagdo com os ions metalicos do ponto de vista biol6gico.
Desta forma, é desejavel que a ciéncia dos biometais seja promovida como sendo uma
area multidisciplinar, capaz de integrar os campos cientificos interessados na relacéao
metal/organismo [1].

Para facilitar esta integragcdo, em 2002, Hiroki Haraguchi prop6s o termo
“metaldmica” para definir a ciéncia dos biometais. Os principais objetivos da metaldémica
sao verificar a distribuicdo das espécies metalicas e semimetalicas, bem como elucidar os
aspectos fisioldgicos e funcionais das biomoléculas que contenham ions metalicos em
suas estruturas presentes nos organismos. Este pesquisador ainda definiu o termo
metaloma como o conjunto de espécies metalicas e semimetalicas, na forma livre ou
complexada presente em um sistema biolégico (células, tecidos, fluidos ou organismos)
[1,2].
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O termo metaloproteoma se refere a todas as proteinas que contenham em suas
estruturas ions metalicos que estejam inseridas no proteoma de um organismo (ou de um
tecido) sob determinado conjunto de condicdes em um dado estagio de desenvolvimento.
Conseqglientemente, as metaloproteinas e suas interagdes com os ions metalicos podem
ser consideradas como marcadores biolégicos de alteragdes patoldgicas e fisiologicas [2].

Os estudos realizados na metaldmica sdo considerados de mesma importancia
cientifica que aqueles feitos na gen6mica e na protedmica. Isto ocorre porque os ions
metdlicos desempenham um papel importante na atividade biol6gica. A maioria destes
ions metdlicos faz ligagdbes com &cidos organicos, proteinas, polissacarideos ou
fragmentos de DNA. No caso da ligacao envolvendo o ion metalico e as proteinas, sao
formadas as biomoléculas denominadas metaloproteinas, metal-binding proteinas e as
metaloenzimas (catalisadores biolégicos usados para regular reagbes e funcdes
fisioldgicas) que serdo discutidas em maiores detalhes a seguir. As sinteses e as fungdes
metabdlicas exercidas pelos genes (DNA e RNA) e pelas proteinas ndo podem ser
realizadas sem a presencga de varios ions metalicos e das metaloenzimas [2-5].

Estudos metaldmicos, usados para identificacdo e/ou quantificacdo de ions
metalicos e semimetalicos, podem fornecer informacdes sobre [1-5]:

1) a distribuicdo dos mesmos entre os compartimentos de uma célula;

2) a sua coordenacéo (incorporado a qual biomolécula ou complexado a qual bioligante),
sendo possivel efetuar estudos de especiacéao;

3) a concentracdo de uma espécie metalica especifica;

4) a estrutura da biomolécula.

Para a realizacdo de estudos metaldbmicos, diversas técnicas analiticas sao
utilizadas, especialmente, para a analise de metaloproteinas. Neste caso, as técnicas sédo
combinadas para obter informacgdes a respeito das espécies metalicas, bem como para
identificar a massa molar e a estrutura da molécula. Estas técnicas podem ser divididas
em trés conjuntos descritos resumidamente na Figura 3.1. Tais técnicas devem possuir
caracteristicas apropriadas, capazes de superar os desafios que envolvem a analise de
especiacao. Freqlentemente, as espécies metdlicas de interesse estdo presentes em

niveis extremamente baixos, requerendo, assim, o uso de detectores que apresentem
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elevada sensibilidade. Além disso, se faz necesséario o uso de técnicas de separacao
eficientes, acopladas a esses detectores, para aumentar a seletividade e ajudar na

distingao entre as espécies similares oriundas de um mesmo ou de diferentes elementos

[5].

Separagao da : f Detecgaof/Quantificagao
r?'loléiula Componente de Componente de- do elemento
Seletividade Sensibilidade

+ Eletroforese o [CP-M3
« Cromatografia r—\ « ETAAS

\ - XRF

\ ™ /-

"/ ¢

Componente
Estrutural

Caracterizacao da
maolecula

* MALDI-TOF-MS
* Electrospray

Figura 3.1 — Principais técnicas usadas em estudos metalémicos [5].

2.2. METALOPROTEINAS E METAL-BINDING PROTEINAS

Elementos em baixas concentracdes, como ions metalicos, representam um papel
importante na atividade biolégica. Sendo assim, a investigacdo destas espécies quimicas
em tecidos vegetais e em 6rgaos humanos é indispensavel para a compreensao de suas
fungdes. Como mencionado, a maioria destes ions metalicos faz ligacoes especificas com
proteinas ou enzimas [6].

As metaloproteinas e as metal-binding proteinas representam uma grande parcela
do numero total das proteinas [7]. Estima-se que cerca de 40% de todas as proteinas e
enzimas contenham ions metélicos em suas estruturas. Ao serem examinadas as
informagbes disponiveis em bancos de dados especificos, aproximadamente 25% das

proteinas contém pelo menos um atomo de metal coordenado. De acordo com o
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histograma disponivel na Figura 3.2, o ferro e o zinco sdo os ions metalicos mais

comumente encontrados nas proteinas [8].

METALOPROTEINA
5007
4001
3001
200"
100}

0 55 ﬂﬁ >

Ca Mg Co Cu Fe Mn Ni 2Zn
Metal

Ndimero

Figura 3.2 — Representacdo do numero de metaloproteinas depositadas no banco de
dados especializado até abril de 2005. Adaptacao da referéncia [8].

As metaloproteinas e as metal-binding proteinas sao responsaveis por muitos
processos metabdlicos, tais como conversdao de energia biolégica em fotossintese e
respiracao, além de serem fundamentais em processos que governam a expressao e a
regulacdo de genes. Este grupo de moléculas também desempenha a funcao de
sinalizadores de processos bioquimicos como diferenciacdo celular e crescimento em
plantas [9,10]. Elas também exercem o papel de catalisador, transporte e de
armazenamento [11,12].

Para se formar as metaloproteinas € preciso que a proteina em questdo possua
uma arquitetura adequada, ou seja, contenha namero e tipo de ligante apropriado. Este
ligante necessariamente deve possuir uma geometria correta, capaz de encapsular e
ativar o ion metalico. Uma Unica arquitetura pode ser capaz de acomodar uma grande
variedade de ions metalicos [11]. Os peptideos contém diversos grupos funcionais em
suas cadeias laterais que podem coordenar ions metalicos, tais como os grupos cisteina
(HOOCCHCH2SHNH,) e metionina (HOOCCHCH,CH>SCH3NH>), que coordenam os ions
metalicos com afinidade ao enxofre presente nestes grupos. Pode ser também incluida a
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histidina, que apds a desprotonagédo, contém atomos de nitrogénio disponiveis para a
coordenagéo [13].

As metaloproteinas séo consideradas distintas, em termos de definicao, das metal-
binding proteinas ou dos complexos metal-proteinas. Nas primeiras, o ion metalico
interage fortemente com as proteinas por meio de interacdes de elevada afinidade, que
sdo mantidas mesmo durante a manipulacdo da amostra. Ja nas metal-binding proteinas,
as interacdes sao de baixa afinidade sendo facilmente rompidas [14-16]. Sendo assim, séo
consideradas metaloproteinas todas as proteinas que formam, em um determinado
ambiente quimico, complexos termodinamicamente estaveis com os ions metélicos e que
sdo estaveis quando submetidas a um procedimento analitico [2].

Em geral, as proteinas interagem fracamente com os ions monovalentes, tais como
K(l) e Na(l). Entretanto, os ions divalentes, tais como Ca(ll) e Mg(ll), apresentam
interacoes moderadas com as proteinas. Os ions de metais de transicao, tais como Cu(ll),
Fe(ll), Mn(ll), Mo(ll) e Zn(ll), devido as suas caracteristicas (densidades, raios atdmicos
pequenos e interacdo por meio de forcas eletrostaticas), apresentam interagcdes mais
fortes, constituindo, assim, as metaloproteinas [14,15].

Os principais grupos de interesse envolvendo as metaloproteinas incluem as
metaloenzimas, as proteinas transportadoras de ions metalicos e, finalmente, as proteinas
que indicam a presenca de estresse por ions metalicos [16,17].

As metaloenzimas sao enzimas que apresentam como cofatores ions metalicos
usados para ativar e estabilizar a estrutura das mesmas. Como exemplos, podem ser
citadas a superdxido dismutase, as metaloproteinases e as proteinas quinase. As
metaloproteinases sao proteinas especializadas em quebrar as ligacdes peptidicas entre
0s aminoacidos, sendo responsaveis pelos processos de senescéncia e apoptose celular,
entre outros. Ja as proteinas quinase provocam a modificagdo quimica de outras proteinas
pela introducdo de um grupo fosfato, alterando a sua fung¢ao (processo conhecido por
fosforilagédo) [17].

As proteinas transportadoras sao ricas em grupos cisteinas, tais como a albumina e
a transferrina, sendo apropriadas para transportar tanto ions de elementos essenciais
quanto aqueles nao-essenciais. Esta classe de proteinas regula os niveis de ions

metalicos dentro do organismo.
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Alguns organismos acionam, como mecanismo de defesa, a sintese de proteinas
capazes de complexar o excesso de ions metélicos. Este grupo é conhecido como
metalotionina (MT). As metalotioninas apresentam baixa massa molar (6-7 kDa) sendo
caracterizadas pelo elevado teor de cisteinas (30%). Elas possuem elevada afinidade para
associar com ions de metdlicos pertencentes a familia dos elementos de transicdo
(especialmente com o Cd, Cu, Hg e Zn) [18].

Tem sido realizado um grande esforgo para compreender as metaloproteinas e as
metal-binding proteinas. Os principais objetivos consistem em identificar o ligante e
determinar a estequiometria do mesmo na proteina. Incluem-se, ainda, informacdes a
respeito das suas estruturas, sobre as funcbées dos sitios metélicos. Destaca-se,

especialmente, a tentativa de se entender as implicacdes biolégicas destas interacoes.

2.3. FLUORESCENCIA DE RAIOS-X

A espectrometria por fluorescéncia de raios-X (XRF, do inglés X-Ray Fluorescence
Spectrometry) é uma técnica nao-destrutiva, capaz de identificar elementos que
apresentam numeros atbmicos maiores que o oxigénio, em amostras soélidas e liquidas.
Para isso, 0os elementos presentes na amostra sdo excitados por meio da absorgdo de um
feixe primario de raios-X, ocasionando o decaimento dos mesmos com emissao de linhas
caracteristicas de fluorescéncia. A fluorescéncia emitida é detectada e, entdo, identificada
de acordo com a sua energia usando um detector que separa cada componente do
espectro por energia ou comprimento de onda [19,20].

Quando é necessaria maior sensibilidade e resolucao para a identificacdo dos
elementos, pode ser empregada a fluorescéncia de raios-X com radiagdo sincrotron
(SRXRF, do inglés Synchrotron Radiation X-Ray Fluorescence Spectrometry). Com o
emprego da SRXRF pode-se alcancar um limite de deteccdo absoluto da ordem de 1072 a
10" g e um limite de deteccdo relativo com valores entre pg g a ng g, em amostras
com massas na ordem de microgramas. As caracteristicas favoraveis descritas da SRXRF
permitem que a mesma seja usada em analises multielementares de bandas de proteinas
[6]. Embora a SRXRF possa ser aplicada na analise de ions metalicos em proteinas,

existem poucos trabalhos disponiveis na literatura.
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Um exemplo de aplicagdo desta técnica na analise de ions metalicos em proteinas
foi desenvolvido por Gao, et al. [21]. Neste estudo, foi realizada a separagao e a deteccao
de proteinas de citosol de figado humano para a determinacgao de Fe(lll), Cu(ll) e Zn(ll)
por meio da SRXRF. O procedimento adotado incluia a separagdo das proteinas por
cromatografia de filtracdo em gel e também por focalizacdo isoelétrica. A amostra de
citosol continha proteinas com MM entre 10 e 25 kDa. Em duas bandas foram
identificados ions zinco, em 11 bandas ions ferro e, finalmente, o cobre em uma das
bandas.

Gao, et al. [6] também usaram a SRXRF na andlise de proteinas de citosol de
figado humano. Porém, neste caso, as proteinas foram separadas por SDS-PAGE. O gel
obtido foi imediatamente seco apds a corrida eletroforética para reduzir significantemente
o background (radiacao de fundo) resultante do efeito Compton. Com esta metodologia foi
possivel distinguir 35 bandas de proteinas e identificar e comparar a distribuicdo de varias
metaloproteinas. Neste trabalho, foram identificadas 6 bandas contendo ions zinco, 4
bandas contendo ions ferro e 1 banda com ions cobre. Em um trabalho mais recente, Gao,
et al. [22] separaram por focalizagdo isoelétrica, proteinas em amostras de tecido de
citosol hepético de individuos com e sem carcinoma. Com o procedimento adotado
também foi verificada a distribuicao de cobre, ferro e zinco nas proteinas.

No trabalho de Weseloh, et al. [23] foi usado SDS-PAGE para separar as proteinas
provenientes de amostra sintética composta por apoazurina (proteina que possui ligacdes
nao covalentes com ions metalicos) e amostra de tecido de ratos, que receberam dieta
rica em selénio. ApGs a separacao das proteinas nestas amostras, foi feita a avaliacao da
distribuicao de varios elementos (Ca, Cl, Fe, Se, Sn e Zn) por SRXRF, ao longo da direcao
da corrida eletroforética, sem ter sido feita a etapa de coloracado dos géis. Neste caso, foi
possivel fazer a anadlise de ions metalicos ligados as proteinas presentes, em
concentragdes acima de 100 ng de metaloproteinas por grama de mistura protéica.

Recentemente, Verbi, et al. [24] utilizaram a técnica de u-SRXRF (do inglés, micro
Synchrotron Radiation X-Ray Fluorescence Spectrometry) para mapear espécies quimicas
presentes em proteinas procedentes de calos embriogénicos de Citrus previamente
separadas por SDS-PAGE. Nas bandas analisadas foi observada uma distribuicao
heterogénea de varios ions metalicos. Especificamente nas bandas de 86 e 14 kDa foi

detectada uma variacao no nivel de ferro. J4 na banda de 53 kDa constatou-se alteracoes
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nos teores de Ca, Cu, Fe, K e Zn. Os resultados obtidos sugeriram que as proteinas
apresentavam afinidades diferentes por ions metalicos.

Para investigar os ions metalicos ligados as proteinas do girassol foi usada a
fluorescéncia de raios-X com radiacao sincrotron. Por esta razdo, maiores detalhes serao
fornecidos a respeito da radiacdo sincrotron e da linha experimental disponivel no
Laboratoério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) usada neste trabalho.

2.3.1. RADIACAO SINCROTRON

A radiacao sincrotron é uma fonte de raios-X que possui elevada intensidade (10° a
10° vezes mais forte que a fonte de raios-X convencional), que abrange uma ampla faixa
do espectro eletromagnético (desde o infravermelho até os raios-X), além de ter
polarizacdo linear e ser altamente colimada [19]. Ela é formada a partir da radiacao
eletromagnética emitida por elétrons altamente energéticos, que circulam em um
acelerador ou anel de armazenamento.

A energia presente nos aceleradores de grande porte € da ordem de
gigaeletronvolts (GeV). No caso do Laborat6rio Nacional de Luz Sincrotron, localizado na
cidade de Campinas, SP, os elétrons possuem uma energia de 1,37 GeV. Esta energia é
produzida por meio de um canhao eletrostatico, onde os elétrons sao gerados e pré-
acelerados a energia de 80 mil eV. Em seguida, eles sdo acelerados até 120
megaeletronvolts (MeV) em um acelerador linear. Estes elétrons sdo transportados para
um acelerador circular intermediario para adquirirem a energia de 500 MeV. O apice de
energia dos elétrons é alcancado no acelerador principal ou anel de armazenamento, onde
os elétrons podem ficar retidos por varias horas (em torno de 14 horas) [25].

A luz sincrotron (emitida tangencialmente a curvatura dos elétrons) é resultado do
desvio da trajetéria do feixe de elétrons realizado pela acdo de eletroimas presentes no
anel de armazenamento. Este anel, na verdade, tem o formato de um poliedro, possui seis
secdes retas e seis pontos de inflexdao da trajetéria que completam a circunferéncia. Para
realizar os experimentos, foram construidas linhas que coletam a luz sincrotron. O tipo de
pesquisa e do experimento a ser realizado depende da faixa da energia definida para cada
linha de luz. Desta forma, a luz sincrotron pode ser utilizada em estudos de diversas areas
como: fisica, biologia, quimica, medicina, entre outras [25,26].
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Nas linhas de luz sdo selecionados e, entao, focalizados o comprimento de onda de
interesse. No final das mesmas, sdo acopladas estagdes experimentais que permitem a
analise do material desejado [26]. Dentre todas as onze linhas disponiveis no LNLS,
destaca-se a linha de fluorescéncia de raios-X (D09B - implementada em 1998)
empregada neste trabalho.

Na estacdo experimental da linha de XRF do LNLS, o feixe de luz é focalizado,
permitindo a criacdo de um feixe com didmetro da ordem de pm. Isto torna possivel
examinar areas microscopicas de amostras para se obter informacdes sobre a distribuicao
de espécies quimicas presentes [27]. Para isso, a amostra é colocada em uma plataforma
que controla o seu posicionamento por meio de um sistema de controle remoto que a
movimenta nos eixos X, Y e Z. Na estacdo experimental, também ha uma camera
acoplada a um microscépico 6ptico convencional que possibilita monitorar a amostra antes
e durante o processo de aquisicdo de dados [28]. Em geral, sdo colocados filtros de
aluminio (usados para diminuir a intensidade do feixe de luz) para ndo danificar
componentes da linha. Sendo assim, na linha de fluorescéncia do LNLS somente é
possivel detectar espécies quimicas que possuam numeros atdmicos maiores que do
aluminio.

O sistema de deteccao é composto por detectores de Ge ou Si/Li, posicionados a
90°no feixe de luz. Os detectores sdo usados para convert er a energia de fétons de raios-
X em pulsos de voltagem [26-28].

Neste trabalho de Tese, em virtude da grande variabilidade de proteinas e de dados
gerados a partir da fluorescéncia de raios-X, a ferramenta quimiométrica rede neural
Kohonen foi aplicada. Por este motivo, algumas consideragdes a respeito da mesma sao

descritas a sequir.

2.4. REDE NEURAL KOHONEN

Dentre as diversas ferramentas quimiométricas disponiveis, destaca-se a rede
neural Kohonen. Este tipo de rede é capaz de reconhecer padroes, classificar e agrupar
dados de acordo com as suas similaridades. Ao se empregar esta ferramenta é possivel

fazer com que dados multidimensionais sejam projetados em um ambiente bidimensional
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mantendo a informagé&o original. A facil visualizagdo da distribuicdo dos dados € uma das
principais caracteristicas desta ferramenta, resultando, assim, em um método mais
amistoso de classificacao e interpretacdo de dados [29-31]. Esta é a principal vantagem
desta rede comparada com outras rotinas de classificacdo, como por exemplo, a analise
de componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis). Ao ser
utilizado a PCA é necessario trabalhar com um espaco n-dimensional formado pelos
componentes principais (PCs), onde a avaliacdo dos dados é feita dois-a-dois. Este
processo, muitas vezes, pode tornar a interpretacdo tediosa, além de dificultar a
classificacao.

Na rede neural Kohonen, o algoritmo usado para fazer com que dados
multidimensionais sejam preservados dentro de um arranjo bidimensional é denominado
mapas auto-organizaveis (SOM, do inglés self-organizing maps). O sistema SOM
normalmente é baseado em uma Unica camada de neurbnios disposta em um arranjo
mono ou bidimensional [31].

Um esquema genérico da rede neural Kohonen estd apresentado na Figura 3.3.
Esta rede pode ter varias arquiteturas. Na Figura 3.3, tem-se uma rede com dimensao
7 x 7 contendo, ao todo, 49 neurdnios representados pelas colunas “empacotadas” em
uma caixa. Cada um destes neurbnios possui niveis de pesos, que sdao dependes do
namero de variaveis estudadas. Estas variaveis podem ser, por exemplo, valores de
absorbancias, potenciais ou intensidades de fluorescéncia. Existem tantos niveis de pesos
na rede de Kohonen quantas forem as variaveis. Ja os dados de entrada sédo vetores
denominados xs, sendo que cada vetor representa uma amostra. Por exemplo, se um
conjunto de dados tem 30 amostras onde foram avaliadas as concentragdes de 5 ions
metalicos, serdo inseridos 30 vetores xs na rede, sendo que cada neurbnio da mesma tera
5 niveis de pesos.

O objetivo da rede neural Kohonen é o de mapear o vetor de entrada de modo que
sinais similares excitem os mesmos neurbnios, ou entdo, neurbnios que estejam muito
proximos. Para isso, o algoritmo gera um vetor peso para cada neurdnio da rede. O
neurdnio que apresentar um vetor peso com menor diferenga com o vetor de entrada é
ativado e a amostra fica locada no mesmo. Sendo assim, o0 usuario pode assumir que as
amostras que ficarem no mesmo neurbnio ou em neurdnios vizinhos apresentam

correlagdes entre si, ou seja, tem o0 mesmo comportamento para a propriedade estudada.
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Por outro lado, quanto mais longe as amostras estiverem localizadas na rede, maiores

diferencas elas possuem [29-32].

Dados de
entrada
E— r -
—_— hiveis dos
— pesos

Figura 3.3 — Arquitetura tipica da rede neural Kohonen. Os neurdnios s&o representados
por colunas inseridas em uma caixa. Todos os dados de entrada sdo colocados nos
neurdnios ao mesmo tempo.

As redes neurais de Kohonen podem ser aplicadas em inumeras situagdes. A
seguir, sdo enfatizados alguns exemplos em quimica analitica.

A rede neural Kohonen foi usada para classificar solos de regides distintas do
Brasil. Neste caso, os solos foram avaliados por infravermelho préximo. No trabalho,
Fidéncio, et al. [33] empregaram 191 amostras de solo conhecidas e 50 tipos de amostras
desconhecidas. Ao serem inseridos os dados a rede neural Kohonen (dimensao 21 x 21)
classificou as amostras conhecidas em 4 grupos. Apds a classificagdo das amostras
conhecidas, foi aplicado o mesmo modelo de rede para as amostras desconhecidas. Foi
possivel classificar 45 amostras pertencentes a um dos 4 grupos.

Em outra situacdo [32], a rede neural Kohonen foi aplicada aos dados de
concentracdo de 14 elementos quimicos, obtidos por ICP OES, em amostras de algas
provenientes do continente Antartico. Com o procedimento adotado, os autores
conseguiram classificar as algas em trés grupos taxondmicos. Dentre as espécies
quimicas avaliadas, o nivel de cobre demonstrou ser um importante elemento para
estudos de taxonomia de algas.

Brodnjak-Voncina, et al. [34] fizeram a distincdo de amostras de éleos vegetais de

acordo com a sua procedéncia usando a rede neural Kohonen. Para isso, a composicao
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de acidos graxos presentes nos 6leos foi determinada por meio de cromatografia gasosa.
Nas 132 amostras de 6leos foram avaliadas 7 variaveis (palmitico, estearico, oléico,
linoléico, linolénico, eicosanoico e eicoseno). Em um trabalho mais recente, Fonseca, et al.
[35] classificaram 6leos minerais baseados na sua origem geografica por meio da rede
neural Kohonen com elevado grau de exatidao.

Enfatiza-se, por fim, que o processamento dos dados realizado pela rede neural
Kohonen envolve uma série de equacbdes e calculos matematicos que nao foram
enfocados neste Capitulo de Tese. O uso desta ferramenta quimiométrica foi feito

exclusivamente para auxiliar nos estudos com as metaloproteinas.

2.5. TECNICAS DE QUANTIFICACAO DE iONS METALICOS

Devido a elevada complexidade e ao baixo nivel de espécies metalicas em
amostras biologicas, especialmente em metaloproteinas, é imprescindivel o uso de
técnicas que apresentem elevada sensibilidade e seletividade para a quantificacao destas
importantes espécies. Dentre as diversas técnicas capazes de quantificar ions metélicos
serdo enfatizados os principais aspectos da espectrometria atémica com atomizacao
eletrotérmica e da espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado

indutivamente.

2.5.1. ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO COM ATOMIZACAO ELETROTERMICA
(ETAAS)

A espectrometria de absorcao atbmica € amplamente empregada na determinacao
de ions metalicos e semimetalicos em amostras biolégicas. Dentre as diversas variacoes
disponiveis, destaca-se a ETAAS. Nesta técnica, o analito € atomizado por aquecimento
resultante da passagem de corrente elétrica pelo corpo do atomizador. Neste caso, a
amostra liquida passa geralmente por trés estagios de aquecimento. No primeiro deles,
denominado etapa de secagem, o solvente é evaporado. Na segunda fase, designada
etapa de pirélise, alguns concomitantes sdao removidos para melhorar o desempenho
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analitico. Finalmente na ultima etapa, chamada de etapa de atomizacdo o analito é
atomizado [36].

Esta técnica apresenta baixos limites de deteccao (entre ng kg™’ a ug kg™'), podendo
ser usada para a quantificacido de elementos em baixas concentracoes. Isto é possivel
pelo fato da amostra ser atomizada em um curto periodo. Isto faz com que ocorra uma
melhora na eficiéncia de atomizacdo. Além disso, a ETAAS requer pequenos volumes de
amostras (5 a 100 uL) e apresenta elevada seletividade [36,37].

Devido as suas caracteristicas favoraveis esta técnica pode ser empregada na
quantificacédo de ions metalicos ligados a proteinas, apds a separagao por cromatografia
liquida ou por eletroforese (capilar ou em gel) [13]. Entretanto, existem poucos trabalhos
na literatura que reportam a utilizacado da ETAAS quando as proteinas sao separadas por
eletroforese em gel. A seguir sdo citados dois exemplos.

Scancar, et al. [38] usaram a cromatografia por exclusao e ETAAS para investigar a
concentracdo de ions metalicos ligados a proteinas de soro e de fluido peritoneal de 12
pacientes que faziam hemodidlise. As fragdes protéicas oriundas da cromatografia foram
avaliadas apds serem separadas por SDS-PAGE. Os autores conseguiram identificar que
o Al(ll), Cu(ll), Fe(lll) e Zn(ll) ligavam-se a diferentes proteinas com elevada massa molar.
O aluminio estava ligado a transferrina, o cobre a albumina e o zinco as albuminas e as
globulinas. Nos pacientes que faziam hemodialise foi constatado um acimulo de aluminio
e de ferro. Por outro lado, os niveis de cobre e zinco permaneceram similares ao de
pessoas sem nenhuma doenca renal.

Wrébel, et al. [39] também empregaram ETAAS para averiguar em quais proteinas
do soro humano o aluminio estava presente. Para isso, foi usada a eletroforese do tipo
SDS-PAGE para separar as fracdes obtidas por cromatografia liquida de alta resolugéo.
Neste trabalho, constatou-se que a transferrina foi a Unica proteina do soro que
apresentava aluminio em sua estrutura (continha cerca de 90% do total de Al encontrado
no soro humano). A presenca da droga desferrioxamina (usada para sequestrar Al em
pacientes com disfuncdes renais) fazia com que o Al fosse parcialmente deslocado para

proteinas com pequena massa molar.
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2.5.2. ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM FONTE DE PLASMA ACOPLADO
INDUTIVAMENTE (ICP-MS)

A técnica de ICP-MS permite o acoplamento com diferentes técnicas de separacao
de biomoléculas (cromatografia liquida e gasosa, além de eletroforese capilar e em gel).
Isto possibilita fazer a especiacéo de espécies metalicas e semimetalicas tornando-a uma
importante ferramenta analitica. Os analitos de interesse podem estar complexados com
proteinas de elevada massa molar, metalotioneinas, selenoproteinas, além de
carboidratos [40].

A fonte de excitacdo desta técnica é um plasma indutivamente acoplado formado
por argbnio (ICP) usado para gerar ions que sao, posteriormente, introduzidos no
espectrometro de massas. Estes ions sdo acelerados, separados magneticamente e,
entao, identificados de acordo com a razdo massa/carga. Normalmente, no espectrometro
de ICP-MS é usado um detector quadrupolo, o qual pode ser composto por uma célula de
reagao/colisao usada para suprimir as interferéncias isobaricas e poliatobmicas. Além disso,
o detector de massas oferece a possibilidade de ser operado em modo de alta
sensibilidade com baixa resolucdo ou em alta resolucao e baixa sensibilidade. Com estas
caracteristicas, a técnica de ICP-MS é extensamente utilizada por ser possivel fazer
analise multielementar e por possuir grande seletividade e baixos limites de deteccéao (na
ordem de ng L™). Os limites de detecgao alcangados por esta técnica sdo melhores do que
aqueles obtidos por ICP OES, além de serem melhores ou compativeis com os
alcancados por ETAAS [41]. Ela também possui a capacidade de quantificar,
simultaneamente e em uma mesma amostra, constituintes majoritarios e elementos em
baixas concentracées. Por meio desta técnica é possivel também monitorar as
transformacoes das espécies quimicas durante o tratamento da amostra ou mesmo na
separacao [3].

Apesar desta série de vantagens citadas, o uso da ICP-MS apresenta alguns
problemas. Os inconvenientes estdo relacionados a composicdo do solvente usado na
separacao por cromatografia liquida de alta resolucéo ou eletroforese capilar. Quantidades
excessivas de solventes organicos podem resultar em instabilidade do plasma, além da
formacdo de residuos de carbono que podem se acumular em varias partes do

equipamento como injetor e cones. Da mesma forma, alta salinidade na fase mével da
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cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca i6nica pode causar deposicao de sais no
nebulizador e nos cones, provocando perda de sensibilidade. A presenca de matrizes
complexas também pode ocasionar a supressao do sinal analitico devido a efeitos que
desfocam o feixe de ions [42,43].

Na literatura, sdo encontrados varios exemplos onde o ICP-MS é empregado para a
quantificacéo de ions metalicos ligados as proteinas, principalmente quando a separacao
destas biomoléculas é feita por eletroforese capilar. A utilizagdo da eletroforese em gel
ainda é pouco explorada para esta finalidade. Normalmente quando as proteinas séao
separadas por eletroforese em gel, é feito o acoplamento entre a técnica de ablacao a
laser e ICP-MS, a qual é denominada LA-ICP-MS (do inglés, Laser Ablation Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry). Esta técnica € baseada na retirada in situ dos
analitos presentes na amostra com um feixe de laser. Estes analitos sdo conduzidos ao
ICP por meio de um fluxo continuo de argbnio, sendo os mesmos detectados no
espectrometro de massas. Desta forma, obtém-se um eletroferograma onde é possivel
correlacionar a quantidade de um determinado elemento quimico em funcdo da sua
posicao no gel [44].

O trabalho pioneiro usando LA-ICP-MS foi desenvolvido por Neilsen, et al. [45].
Neste caso, as amostras de soro humano enriquecidas com cobalto foram submetidas a
separagao eletroforética em uma e em duas dimensdes realizadas em gel de agarose. Em
seguida, foi feita a andlise dos géis usando laser interfaceado com o ICP-MS. Com este
estudo foi possivel identificar, com um limite de detecgdo de 0,29 ng, as principais
proteinas do soro que continham cobalto.

As metaloproteinas contidas no citoplasma de Escherichia coli foram detectadas e
quantificadas por Binet, et al. [46] por LA-ICP-MS. Para isso, foi realizada a separacéo das
metaloproteinas usando eletroforese em gel nativo. Alguns destes microorganismos se
desenvolveram sob a contaminacao de Cd e Zn. Por este motivo, as concentracdes destes
ions metalicos foram determinadas. Nos microorganismos sob contaminagédo, foram
verificados niveis mais elevados destes ions ao serem comparadas com as proteinas
provenientes de microorganismos que cresceram sem a presenca dos contaminantes.

Becker, et al. [47] detectaram com sucesso as intensidades relativas de Al, Cu, S,
Si, P e Zn em 5 proteinas de cérebro humano usando LA-ICP-MS ap6s separacao por 2D-

PAGE. Em um trabalho mais recente [48], os mesmos autores determinaram a
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concentracdo de Cu, Fe e Zn em proteinas de cérebro humano de pessoas que
apresentavam a doenga de Alzheimer. Entretanto, neste trabalho, foi feito o
enriquecimento das amostras com os is6topos dos elementos avaliados, antes das
proteinas serem separadas por 2D-PAGE. A medida da razao isotdpica obtida por LA-ICP-
MS indicou que certas proteinas apresentavam uma composi¢cao isotopica natural de Cu,
Fe e Zn, ou seja, estas proteinas ja continham os ions metélicos avaliados. Desta forma,
os autores concluiram que as mesmas permaneceram suficientemente estaveis durante
as condicoes desnaturantes da separacao eletroforética.

Lustig et al. [49] fizeram a detecgdo de prata em amostras de soro de rato e de
seres humanos utilizando ICP-MS. A separacao das proteinas nestas amostras foi feita
por eletroforese bidimensional. Os autores estudaram a influéncia de varios componentes
do tampao na manutencdo da ligacdo prata-proteina. Eles constataram que a uréia na
concentragdo de 9 mol L' e SDS até 0,1% (m/v) ndo ocasionaram problemas nesse
sentido. Entretanto, os reagentes CHAPS e DTT fizeram com que cerca de 90% das
ligagcOes entre o ion metdlico e proteinas fossem rompidas.

Quando nao se dispée de um LA-ICP-MS é necessario fazer a decomposi¢ao do
gel de poliacrilamida, onde estdo inseridas as proteinas, para que os ions metalicos
ligados as mesmas sejam quantificados. Por este motivo, alguns pontos relevantes a

respeito da decomposicao deste material serdo tratados a seguir.

2.6. DECOMPOSICAO DE AMOSTRAS

As principais técnicas de espectrometria atbmica usadas na analise de géis séo
designadas, primariamente, para a andlise de amostras liquidas. Neste caso, a introducao
da amostra € feita por nebulizagédo, vaporizagao eletrotérmica ou por geragéo de vapor
quimico [50]. Desta forma, os analitos presentes nos géis devem ser primeiro solubilizados
por digestdo &cida. Entretanto, este processo é relativamente demorado e com muitas
etapas que podem comprometer a andlise.

Em geral, o processo de decomposi¢cdo de amostras tem sido considerado como
um dos pontos criticos na quimica analitica, principalmente quando tem-se como objetivo

determinar elementos em baixas concentracbes. Como ja mencionado, ele pode nao ser
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eficiente, além de ser lento, dependendo da matriz da amostra ou do tipo de analito de

interesse.
2.6.1. SISTEMA FECHADO COM AQUECIMENTO POR RADIAQAO MICROONDA

A decomposicao de materiais sélidos, incluindo géis de poliacrilamida, pode ser
realizada usando diferentes sistemas. Dentre eles, destaca-se a decomposicao por
microondas a alta pressao pelo fato de ser usado quantidades reduzidas de reagentes, ser
executado em menor tempo, evitar a perda de espécies volateis e possiveis problemas de
contaminacdo, comparados com o0s procedimentos que utilizam aquecimento
convencional. Neste tipo de decomposicao, o recipiente usado deve ser transparente as
microondas, quimicamente inerte, resistente ao ataque acido e capaz de suportar altas
temperaturas e pressées. Normalmente, os frascos ou copos de reacdo utilizados para
esta finalidade séao feitos de politetrafluoretileno (PTFE) ou perfluoralcéxi (PFA) [51].

Neste sistema, a radiacdo microondas, fornecida por um magnetron, afeta
intensamente a rotacao de dipolos elétricos e a conducao iénica de liquidos, provocando
um rapido aquecimento por meio da absorcao direta da energia [51]. O aquecimento
causa um aumento na pressdao devido a evaporagdao dos acidos empregados e da
producao de gases durante a decomposicao. Normalmente, sdo usados acidos tais como
HCI, HNOg3, HCIO4 e H>SO,4. O aumento de pressao é benéfico pelo fato de aumentar o
ponto de ebulicido destes acidos, aumentando, conseqlentemente, a capacidade de
destruicdo da matriz da amostra. Geralmente, sdo usadas misturas de acidos minerais
concentrados para oxidar a matéria organica. O poder de oxidacdo depende da
composicao desta mistura e da adicao de perdxido de hidrogénio que altera as condicoes
do sistema [51,52]. Dentre os reagentes disponiveis, o acido nitrico € o mais utilizado por
possuir ponto de ebulicdo relativamente baixo, por ser obtido em pureza elevada (por
intermédio de destilacdo abaixo do ponto de ebulicdo) e ser mais facil de manusear. Ele
diminui o risco de explosdo comparado aos outros reagentes tornando a decomposicao
mais segura [53-55].

A utilizacdo da radiacao microondas na decomposicdo de amostras possibilitou
avancos em termos de reprodutibilidade, rapidez e eficiéncia. Foi possivel desenvolver

equipamentos que permitram um maior controle das condicbes de trabalho e,
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consequentemente, maior seguranga para o analista. Isso fez com que o processo de
decomposicdo fosse aplicado a diversos tipos de amostras e analitos. A seguir, é
apresentada uma variacao desta tecnologia que amplia a sua utilizacdo para outros tipos
de amostras.

2.6.2. DECOMPOSICAO DE AMOSTRAS POR COMBUSTAO ASSISTIDA POR
RADIACAO MICROONDA

No sistema de decomposicao descrito anteriormente, como ja mencionado, sao
usados acidos concentrados. Estes acidos, geralmente, ndo sdo compativeis com diversas
técnicas analiticas. Sendo assim, é necessario efetuar a sua remocado ou mesmo a sua
diluicdo. Além disso, o uso de acidos concentrados pode ocasionar concentracoes
elevadas de ions metélicos nos brancos analiticos devido a problemas de contaminagéo.
Para contornar os problemas que envolvem o processo de decomposicédo, Flores et al.
[56] propuseram um procedimento que aproveita as vantagens das técnicas de
combustdao, bem como, dos sistemas que utilizam as microondas. Tal processo é
denominado decomposicao por combustao assistida por microondas.

Para o desenvolvimento do sistema proposto, foi feita uma adaptacédo no forno de
microondas disponivel comercialmente (marca Anton Paar, modelo Multiwave 3000).
Neste caso, colocou-se no interior do frasco do forno de microondas um dispositivo de
quartzo utilizado como suporte para amostra. A configuragdo deste suporte, bem como as
principais partes do sistema esta apresentada na Figura 3.4.

Neste procedimento, a combustdo de amostras organicas é feita em frascos
fechados de quartzo pressurizados com oxigénio. A combustdo é iniciada pela radiacao
microondas com auxilio de papel embebido em solucao de nitrato de aménio. Uma vez
iniciada a irradiacao, sao necessarios aproximadamente 10 s para que a combustao da
amostra seja efetuada. Destaca-se que o suporte de amostra usado permite que seja
efetuada uma etapa de refluxo apds a combustao. Desta forma, possiveis particulas que
tenham ficado aderidas as paredes dos frascos sao transferidas para a solucao
absorvedora, o que auxilia na decomposicdo. Além disso, o suporte protege o frasco da
chama formada no processo. A temperatura alcangada durante a combustao é da ordem
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de 1300C. Esta temperatura assegura a completa destruicd o da matriz organica e até

mesmo de compostos relativamente estaveis [57].

Entrada/escape
dos gases

| [| T~Valvula de escape
dos gases

<«4— Frasco de quartzo

Suporte de
quartzo

Solucao

<
ol absorvedora

Figura 3.4 — Sistema de decomposicao por combustéo iniciada por microondas. Adaptado
de Mesko, et al. [58].

Este sistema foi aplicado para a decomposicao de amostras certificadas de figado
de boi e de leite em pd, sendo obtida uma boa recuperagdo dos analitos (resultados
superiores a 96%) e baixo teor de carbono residual (em torno de 0,4%) [56,58]. Desta
forma, é possivel realizar, com eficacia e em poucos minutos, a digestdo de amostras com
elevados teores de matéria organica e com consumo minimo de reagentes. Além disso,
podem ser usadas solucdes acidas bastante diluidas para absorver os analitos de
interesse, ndo sendo necessaria efetuar a remocao do excesso de acido, considerada
uma etapa que apresenta uma grande fonte de erros devido a contaminacéo e possiveis

perdas do analito.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

e Balancga analitica, marca Mettler, modelo AE200;
e Chapa aquecedora, marca Marconi, modelo MA239;
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3.2.

Destilador sub-ebulicdo, marca Marconi, modelo MAQ75;

Espectrometro de absorcdo atdmica com chama, marca Perkin-Elmer, modelo
AAnalyst 300;

Espectrometro de absorcdo atbmica com atomizagcdo eletrotérmica, marca
Perkin-Elmer, modelo AAnalyst 600, equipado com corretor Zeeman longitudinal
e auto-amostrador modelo AS-800;

Espectrobmetro de emissdao atbmica com fonte de plasma acoplado
indutivamente (ICP OES), marca Perkin-Elmer, modelo Optima 4300 DV;
Espectrobmetro de massas com fonte de plasma acoplado indutivamente (ICP-
MS), marca Perkin Elmer, modelo ELAN DRC Il Axial Field Technology;
Espectrometro de Fluorescéncia de raios-X com radiagao sincrotron — SRXRF
(disponivel no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron);

Forno de microondas tipo cavidade, marca Provecto Analitica, modelo DGT 100
Plus;

Forno de microondas tipo cavidade, marca Anton Paar, modelo Multiwave 3000;
Lampadas de catodo oco ou de descarga (EDL);

Sistema desionizador Milli-Q, marca Millipore, modelo Quantum ™ cartridge;

Vidrarias apropriadas.

REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes empregados, como nos capitulos anteriores, sdao de alta

pureza. Além disso, as solugdes foram preparadas usando agua desionizada.

Especificamente para o preparo das solugdes-padrao de varias espécies quimicas, foi

usado &cido nitrico sub-destilado 0,2% v/v nas determinagdes realizadas por ETAAS e 2%

v/v nas quantificacoes por ICP OES.

¢ Acido nitrico sub-destilado, HNO3 (Merck);
¢ Dihidrogeno fosfato de aménio, NH4H,PO4, MM = 115,03 g mol™” (Ecibra);

Nitrato de paladio hidratado, Pd(NO3)2+H20, MM = 230,41 g mol™ (Aldrich);
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e Nitrato de magnésio hexahidratado, Mg(NO3)2+6H,0, MM = 256,41 g mol”
(Merck);

e Pero6xido de hidrogénio, H>O2 30% (v/v) (Merck);

e Solucido de lantanio 10% (m/v) preparada a partir de La;O3, MM = 325,8 g mol
(Sigma), em 30% (v/v) de HCI.

e Solucdes-padrao de varias espécies quimicas (TecLab);

3.3. MAPEAMENTO DAS BANDAS DE PROTEINAS

As bandas de gel foram fixadas a uma plataforma de aluminio, utilizando fita
adesiva. Esta plataforma se movimentava nas direcdes X, Y e Z por meio de um motor
controlado por computador. Durante os experimentos, foram empregadas folhas de
aluminio (espessura de 60 mm) para reduzir a energia de alguns componentes dos raios-X
incidentes na amostra. Foi usado, também, um colimador de tantalo de 2 mm na entrada
do detector, para se obter um feixe de radiacdo sincrotron de 230 x 220 um. O detector
utilizado para coletar o sinal de radiacao proveniente da amostra foi de Ge.

A disposicdo dos instrumentos da linha de fluorescéncia de raios-X usadas na

investigacado das espécies quimicas presentes nas amostras esta mostrada na Figura 3.5.

Detector

Figura 3.5 — Configuragdo do sistema utilizado para aquisicdo dos dados referentes ao
mapeamento de espécies quimicas presentes nas bandas de proteina.
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Estabelecidas as condicbes de analise, as bandas de proteinas foram
movimentadas ao longo do eixo X em um intervalo de 2 mm a partir do centro da amostra.
Desta maneira, foram mapeados trés pontos em cada uma delas. O tempo de coleta do
espectro em cada ponto avaliado da amostra foi de 300 segundos. Os espectros
adquiridos foram processados por meio do programa AXIL. Com este programa, foi
possivel corrigir a variacdo da intensidade do feixe da radiacdo sincrotron fazendo-se a
normalizacdo da area dos picos das espécies quimicas detectadas pela contagem do pico
de argbnio (por apresentar proporcao constante na atmosfera).

3.4. TRATAMENTO DOS DADOS E SELECAO DAS BANDAS
PROTEICAS USANDO REDE NEURAL KOHONEN

Devido ao grande numero de bandas analisadas (43 bandas — provenientes de 4
condicoes de cultivo) e as varias espécies quimicas identificadas por meio da anélise de
SRXRF, foi necesséario o emprego de ferramenta quimiométrica para a interpretacao dos
dados. Dentre as diversas ferramentas quimiométricas disponiveis, foi escolhida a rede
neural Kohonen por possui caracteristicas apropriadas para selecionar amostras conforme
ja descrito.

Para a utilizagdo da rede neural Kohonen foi necessario, primeiramente, efetuar o
calculo da média das intensidades de fluorescéncia de cada espécie quimica presente nos
trés pontos mapeados nas bandas. Em seguida, foi realizada a diferenca entre os sinais
das intensidades das espécies quimicas das amostras e 0s sinais das intensidades das
espécies quimicas no branco analitico. Neste caso, o branco analitico selecionado foi a
banda de lactato desidrogenase (35,0 kDa), uma proteina que compunha o padrao de
massa molar.

O grupo de dados adquiridos foi organizado em uma matriz constituida por 43
amostras (bandas protéicas) e 11 variaveis (Ca, Cl, Co, Cr, Fe, K, Mn, Ni, S, Ti e Zn)
detectadas por SRXRF. Cada linha desta matriz correspondia a uma amostra distinta.
Durante o processo de classificacdo, realizado pelo algoritmo SOM, os dados foram auto-

escalados para todas as variaveis. Para isso, as intensidades de fluorescéncia foram
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centradas e divididas pelo desvio-padrao. Foram testadas varias arquiteturas para a rede
a fim de se obter uma classificacao satisfatéria, ou seja, uma rede que tivesse um numero
apropriado de neurbnios e que possibilitasse o agrupamento de amostras com
caracteristicas semelhantes.

A caixa de ferramentas do SOM versao 2.0 utilizada neste estudo esta disponivel
no site http://www.cis.hut.fi/projects/somtoolbox/ [59]. O ambiente computacional usado no

processamento dos dados foi o Matlab® version 6.1.

3.5. DECOMPOSICAO DAS BANDAS PROTEICAS

3.5.1. COMBUSTAO ASSISTIDA POR RADIACAO MICROONDA

As bandas de proteinas selecionadas pela ferramenta quimiométrica Rede Neural
Kohonen foram primeiramente recortadas de forma cuidadosa e secas a temperatura de
aproximadamente 50°C até massa constante. Posteriormente, elas foram pesadas (ca. 3
mg) e colocadas no suporte de quartzo que continha um papel filtro (ca. 10 mg)
umedecido com 35 pL de NH4sNO3 a 6 mol L™ (iniciador da combustao). Este papel de filtro
foi previamente tratado com solucao de acido nitrico a 10% (v/v) em banho de ultra-som
durante 20 minutos a 60<C para remog¢ao de possiveis conta minantes.

Apo6s a montagem do sistema, os suportes foram inseridos dentro dos frascos de
quartzo contendo 5 mL de solugdo de HNO; sub-destilado a 4 mol L, que foi usada para
absorver os analitos. Em seguida, os frascos foram fechados e colocados no rotor do forno
de microondas para ser, entao, efetuada a pressurizacdo dos mesmos com oxigénio por 2
minutos, até atingir uma pressao em torno de 15 bar. Ao término deste procedimento, o
rotor foi levado ao forno de microondas e o programa selecionado para a combustdo das
amostras foi iniciado. Este programa consistia em aplicar a poténcia maxima de 1400 W
por 5 minutos. Neste intervalo, ocorria a combustdao da amostra e também o refluxo da
mesma.

As amostras foram resfriadas por 20 minutos aproveitando o sistema de
refrigeracdo do equipamento. Em seguida, os frascos foram cuidadosamente abertos para
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aliviar a pressao existente. As solucdes resultantes foram aferidas a 12 mL com agua
desionizada em recipientes graduados de polipropileno. Os ions metéalicos Cr, Mg, Ni, Pb e
Zn foram quantificados por ICP-MS. Ja a quantificacao de Ba, K e Na foi realizada por
ICP OES. As decomposicdes das amostras foram feitas em triplicata.

Este procedimento apresenta melhoras significativas em termos de agilidade ao ser
comparado com o procedimento de decomposicao assistida por microondas convencional
(procedimento descrito a seguir). Neste caso, o resfriamento das amostras acontecia mais
rapidamente, além de ndo haver a necessidade de eliminar o excesso de acido nitrico,

diminuindo, assim, o risco de contaminacao.

3.5.2 DECOMPOSICAO A ALTA PRESSAO MEDIADA POR RADIACAO
MICROONDA

Algumas bandas de proteinas oriundas dos 7 tratamentos propostos para o cultivo
dos girasséis também foram escolhidas para serem avaliadas quantitativamente. Para
isso, primeiramente, elas foram secas a temperatura de ca. 50 °C até massa constante e
pesadas. Em seguida, elas foram colocadas em frasco de Teflon® juntamente com 4 mL
de HNOj3; sub-destilado e 1 mL de H.O, a 30% (v/v). As amostras foram deixadas em pré-
digestdo por 1 hora. Depois deste periodo, os frascos foram fechados e colocados no
suporte. O sistema montado foi introduzido no carrossel do forno de microondas.

O programa de decomposicao empregado foi 0 mesmo sugerido por Verbi, et al.
[24]. A programacédo consistia de 2 etapas descritas a seguir: (1) 400 W por 3 minutos e
(2) 790 W por 5 minutos. Este programa foi executado duas vezes para garantir que as
decomposigdes fossem eficientes, sendo o processo realizado em forno de microondas
tipo cavidade (Provecto Analitica, modelo DGT 100 Plus). Ao término das decomposicoes,
os frascos foram removidos do forno de microondas e colocados sob refrigeracdo até o
resfriamento completo dos mesmos (ca. 2 h). Em seguida, os frascos foram
cuidadosamente abertos e as solucdes obtidas transferidas para béqueres. Foi realizada a
evaporacao lenta do excesso de acido nitrico em chapa aquecedora a aproximadamente
60°C (até quase secura). Posteriormente, as amostras foram filtradas e os volumes finais
das mesmas foram ajustados com solugdo de HNO3; sub-destilado a 0,2% (v/v) em baldo

volumétrico de 5 mL. Todas as decomposicdes foram efetuadas em triplicata.
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As concentracdes dos ions metélicos Cd, Cu, Fe, Mn e Pb foram quantificadas por
ETAAS. Nas determinacées de Fe foi usado como modificador quimico a solugdo de
Mg(NO3)2 a 0,15% (m/v). Para o Mn foi empregada a solugao de Pd(NOg3). a 0,05% (m/v) e
Mg(NO3)2 a 0,03% (m/v), com a mesma finalidade.

Especificamente, a quantificacdo do Ca foi feita utilizando a técnica de absorcao
atdbmica com chama (FAAS, do inglés Flame Atomic Absorption Spectrometer). Para isso,
durante a diluicdo da amostra foi acrescentada solucédo de La,O3 a 10% (m/v), de modo a
se obter uma concentragao final de La de 0,1% (m/v).

Em todas as quantificagdes, as condicbes de analise foram as mesmas

recomendadas pelo fabricante [60].

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. MAPEAMENTO DAS BANDAS COM SRXRF

As bandas protéicas das folhas usadas na analise exploratéria realizada por
SRXRF estado descritas na Tabela 3.1. Foi possivel identificar varias espécies quimicas
por meio desta analise. Na Figura 3.6 sdo exemplificados os espectros de raios-X
adquiridos. Pode-se perceber as linhas de emissdo de diversos elementos, apesar da
intensa radiacao de fundo (entre 5 a 12 keV). Esta radiagdo de fundo é atribuida ao efeito
Compton provocado pelo fato das proteinas estarem inseridas em um gel de poliacrilamida

que continha elevados teores de agua [6,21,24].
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Tabela 3.1 — Identificagdo das amostras usadas na andlise por SRXRF.

AMOSTRAS IDENTIFICACAO

Dez bandas de proteinas A0(54,0)*, A1(46,0), A2(43,0), A3(38,0), A4(31,0),
provenientes do tratamento com Zn(ll) A5(27,5), A6(24,5), A7(22,0), A8(17,5) e A9(14,5)

Dez bandas de proteinas
provenientes do tratamento com
solucao mista

B0(53,0), B1(48,0), B2(43,0), B3(34,0), B4(31,5),
B5(27,5), B6(24,5), B7(22,5), B8(17,5) e B9(14,5)

Dez bandas de proteinas
provenientes do cultivo em solo

/\

0(54,0), C1(48,0), C2(43,0) C3(38,0), C4(32,0),
5(27,5) C6(24,5), C7(22,5), C8(17,5) e C9(14,5)

)

0(53,0), D1(46,0), D2(42,0), D3(38,0), D4(34,0),

5(31,0), D6(27,5), D7(26,0), D8(25,0), D9(24,5),
D10(22,5), D11(17,5) e D12(14,5)

Treze bandas de proteinas
provenientes do cultivo em solo e
vermicomposto

AAA

* Valores em parénteses se referem a massa molar em kDa das proteinas que foram
estimadas pelo programa Gel-Pro Analyzer, versao 3.1.

Com o procedimento descrito, foi verificado que o Ca, Co, K e Zn estavam ligados
as proteinas na maioria das bandas estudadas. Por sua vez, as linhas de emissdo dos
elementos Cr, Fe e Ni foram observadas em menores intensidades e somente em
algumas bandas. Ja as espécies quimicas Mn, S e Ti foram detectadas em proteinas de
bandas especificas. De modo geral, estes resultados indicam que as espécies quimicas
distribuiram-se diferentemente nas proteinas.

As espécies metalicas (Ca, Co, Fe, Ni e Zn) encontradas nas proteinas das folhas
sdo justamente aquelas mais abundantes nas metaloproteinas, segundo informacdes
disponibilizadas por Shi, et al. [8]. Outros elementos como Na e Mg, mesmo sendo
nutrientes das plantas e serem integrantes de algumas proteinas, ndo foram detectados
por SRXRF. Isso aconteceu pelo fato de ter sido empregado o filtro de aluminio para
proteger o detector, impedindo que as espécies com numeros atdbmicos menores que o Al
fossem observadas.

A presenca das outras espécies quimicas se justifica pelas seguintes razbées. O
titinio foi identificado, provavelmente, devido a contaminagdo oriunda da fita adesiva
usada para fixar as bandas. O cloro e o enxofre estavam presentes nas bandas por serem
constituintes do gel e da propria proteina, respectivamente. Sendo assim, a detec¢ao dos

mesmos nao apresenta a devida relevancia nos estudos propostos.
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Figura 3.6 — Espectros de raios-X adquiridos na analise por SRXRF: (a) branco analitico,
(b) proteina de 43 kDa do cultivo em solo, (c) proteina de mesma MM do tratamento com
Zn(ll) e (d) proteina de mesma MM do tratamento com a solugao mista.

4.2. TRATAMENTO QUIMIOMETRICO DOS DADOS DE INTENSIDADES

DE FLUORESCENCIA

Para o processo de classificacdo e interpretacdo dos dados das intensidades de

fluorescéncia foi usada a rede neural Kohonen com um arranjo de 49 neurdnios

distribuidos na dimensao 7 x 7. Este arranjo foi selecionado, visto que foi o melhor para

agrupar as amostras que apresentavam caracteristicas semelhantes. A matriz contendo os

dados de entrada foi formada de acordo com as informagdes disponiveis na Tabela 3.2,

onde cada linha desta matriz corresponde a uma amostra.
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Tabela 3.2 — Intensidades de fluorescéncia (unidades arbritarias) das bandas protéicas.
Para a identificacdo das amostras, vide definicdo na Tabela 3.1.

INTENSIDADES DE FLUORESCENCIA (u.a.)

AMOSTRAS| Ca Cl Co Cr Fe K Mn Ni S Ti Zn
A0 - 12 43 - 12 39 - - - - 6
A1l - 13 27 - - 18 - - - - -
A2 121 12 28 33 140 21 - - - - 86
A3 - 11 26 99 349 21 - 22 - - 70
A4 358 9 25 - - 28 - - - - 118
A5 364 13 24 12 74 32 - - - - 123
A6 379 13 31 - - 36 - - - - 162
A7 827 12 27 - - 51 - - - - 228
A8 1435 7 22 - - 29 - - - - 67
A9 1246 8 29 43 236 31 - 16 - - 72
BO 18 36 20 - - 53 - - - - 62
B1 129 26 38 - 26 70 - - - - 97
B2 133 27 39 - 32 68 - - - - 135
B3 2 14 34 - 46 24 - - - 3 84
B4 - 14 27 - 67 36 - - - 9 93
B5 - 12 26 189 681 28 - 37 5 - 69
B6 - 14 33 - 5 12 - - - -
B7 28 20 87 - 21 26 - - - 8 62
B8 - 15 241 - 146 14 - - - 21 146
B9 - 14 37 124 492 14 - 26 - - 48
Co 375 12 36 - 53 19 - - - - 158
C1 375 11 27 - - 21 - - - - 136
C2 480 11 27 - - 18 - - - - 158
C3 718 9 59 560 2000 23 43 120 - - 235
C4 849 8 28 - - 30 - - - - 299
C5 746 8 24 - - 27 - - - - 242
C6 956 6 32 66 377 29 - 36 - - 351
C7 591 9 27 - - 19 - - - - 222
C8 708 12 31 - - 23 - - - - 243
C9 730 12 42 58 380 27 - 28 - - 232
DO - 13 30 - - 10 - - - - 5
D1 - 16 35 - - 18 - - - - 23
D2 55 14 34 185 647 20 - 38 - - 41
D3 - 13 37 - - 16 - - - - 8
D4 - 12 31 - - 12 - - - - -
D5 152 10 33 227 805 23 3 48 - - 69
D6 - 13 40 - - 12 - - - -
D7 - 13 39 - - 14 - - - - -
D8 - 17 53 - 5 20 - - - - -
D9 - 15 33 21 129 18 - - - - -

D10 - 15 54 - 6 21 - - - 1 -
D11 - 15 44 - - 16 - - - - -
D12 - 14 35 19 110 14 - - - - -

- resultados menores que o branco analitico ou ndo detectados.
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O mapa bidimensional gerado abrangendo as 43 amostras correlacionadas com as
11 varidveis (espécies quimicas detectadas) estd apresentado na Figura 3.7. Algumas
amostras provenientes de um mesmo tratamento (identificadas por letra iguais) ficaram
localizadas em um Unico neurdnio ou em neurdnios muito préximos. Este fato, como ja
mencionado, indica que as amostras ndao apresentam diferencas significativas para a

caracteristica estudada.

4.36

(a) (b)

U-matrix

F12.26

0.162

Figura 3.7 — Bandas de proteinas reduzidas ao espaco bidimensional. As amostras sao
classificadas em 6 grupos. (a) Matriz U — reune a influéncia de todas as variaveis do
sistema e (b) Labels — os quais apresentam os conjuntos de amostras. A barra contendo
escala de cores apresenta as intensidades de fluorescéncia auto-escaladas.

Por intermédio da utilizacdo da rede neural Kohonen, foi verificada a separacao das
amostras em seis grupos distintos. Estes grupos se formaram de acordo com as
localizagbes das amostras nos neurénios, as distancias entre os mesmos, e a correlagdo
dos pesos destes neur6nios e das amostras. A Figura 3.8 mostra os planos fornecidos
pelo algoritmo SOM para cada espécie quimica. Considerando simultaneamente as
Figuras 3.7 e 3.8, consegue-se relacionar cada banda com as espécies quimicas
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determinadas. Para isso, basta observar em qual neurbnio da rede a amostra esta
localizada (Figura 3.7(b)) e identificar a mesma posicao nos mapas intermediarios (Figura
3.8). Desta forma, é possivel notar as intensidades de fluorescéncia da banda protéica
para todas as espécies quimicas.

Um agrupamento importante, por conter grande parte das amostras, pode ser
observado na parte central do mapa (Figura 3.7(b)) onde estédo inseridas todas as bandas
de proteinas das folhas dos girassois cultivados em solo e vermicomposto (identificadas
pela letra D) e algumas oriundas do tratamento com Zn(ll) (A) e com a solucdo mista (B).
Ressalta-se, ainda, que a maioria das amostras do plantio em solo e vermicomposto ficou
localizada em um mesmo neurdnio (marcado com um asterisco em vermelho), mostrando
a grande similaridade entre as medidas para estas amostras.

Trés bandas protéicas do tratamento com a solugao mista (BO, B1 e B2) com
elevadas massas molares (53, 48 e 43 kDa, respectivamente) estavam posicionadas em
um mesmo neurbnio e separadas do restante das bandas provenientes do mesmo
tratamento. Esta separagcao pode ser atribuida as intensidades acentuadas dos elementos
Cl e K. Uma outra parte das amostras deste cultivo (B3, B4, B7 e B8) foi reunida pela
presenca de Ti e Co.

Um grupo bastante interessante foi constituido pelas amostras B5 e C3. Estas
amostras apresentaram intensidades significativas para as espécies quimicas Cr, Mn, Fe e
Ni, além de intensidade atenuada para o Zn.

O restante das amostras do tratamento com Zn(ll) e aquelas oriundas do cultivo em
solo (exceto C3) ficaram aglomeradas em dois grupos. O menor grupo foi formado por
bandas de proteinas de elevada massa molar das amostras de solo (C0, C1 e C2) e por
bandas com massa molar intermediaria para as amostras contaminadas com Zn (A5 e
A6). O outro grupo foi composto por proteinas de pequena massa molar das amostras do
tratamento com Zn(ll) (A7, A8 e A9) e das amostras originadas do plantio com solo (C4 a
C9). Em geral, estas amostras apresentaram altas intensidades de fluorescéncia para o
Ca e o Zn. Um resultado bastante coerente, visto que estes ions metéalicos sao
importantes nutrientes das plantas e podem favorecer a formacao das metaloproteinas.
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Figura 3.8 — Mapas dos componentes das bandas de proteinas. Cada mapa apresenta a
intensidade de fluorescéncia de uma espécie quimica detectada por SRXRF. A barra
contendo escala de cores apresenta as intensidades de fluorescéncia auto-escaladas.
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A formacao dos seis grupos pela analise do mapa gerado pela rede neural Kohonen
(Figura 3.7) permitiu selecionar algumas bandas de proteinas com potencialidades para
serem avaliadas quantitativamente, a fim de investigar a afinidade das proteinas por ions
metalicos especificos. Dentre as bandas com altas intensidades de fluorescéncia foram
escolhidas aquelas onde, preferencialmente, a quantidade de proteina entre os
tratamentos foi alterada, segundo informagdes apresentadas na Tabela 2.2.

As bandas protéicas A9 e C9 (proteinas de 14,5 kDa procedentes do tratamento
com Zn(ll) e solo, respectivamente) foram escolhidas por apresentarem altas intensidades
de fluorescéncia para o Ca e 0 Zn e serem menos intensas quando comparadas com a
banda protéica de massa molar semelhante proveniente do cultivo com solo e
vermicomposto. As amostras B3 e D4 (proteinas de 34 kDa originarias do tratamento com
a solucado mista e solo e vermicomposto, respectivamente) também foram selecionadas.
Neste caso, devido ao fato de ndo terem sido identificadas proteinas com esta massa
molar nas folhas das plantas cultivadas em solo e nas plantas contaminadas com Zn(ll).
As amostras B5 (27 kDa do tratamento com Zn(ll)) e C3 (38 kDa do tratamento com solo)
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também foram avaliadas quantitativamente por terem sido as Unicas onde foram
observadas intensidades significativas para os elementos Cr, Fe, Mn e Ni.

Neste conjunto de bandas protéicas foram realizados estudos a respeito das
concentracdes de ions metalicos, e, conseqlientemente, da formacao e preservacao das
metaloproteinas de acordo com o substrato empregado no desenvolvimento dos girasséis.
A fim de comparacao, as bandas A3, A5, B9, C5, D3, D6 e D12 também foram avaliadas

quantitativamente, por possuirem massas molares semelhantes aquelas selecionadas.

4.3. CONCENTRACOES DE [ONS METALICOS NAS BANDAS DE
PROTEINAS

4.3.1. DECOMPOSICAO USANDO COMBUSTAO ASSISTIDA POR RADIACAO
MICROONDA

No conjunto de bandas de proteinas escolhido depois dos dados da analise de
fluorescéncia de raios-X serem classificados usando a Rede Neural Kohonen foram
realizados estudos relacionados as concentracdes de ions metalicos. Também foram
avaliados os comportamentos de algumas bandas com massa molar semelhante,
provenientes dos outros tratamentos. Para isso, apdés a decomposicdo das amostras
utilizando o sistema por combustao assistida por microondas, foi feita a quantificacao dos
ions metalicos nas solugdes resultantes por meio das técnicas de ICP-MS ou ICP OES.
Devido as caracteristicas multielementares das técnicas de quantificacdo adotadas nesta
etapa, foram investigados outros elementos ndao detectados na analise por SRXRF. Os
resultados obtidos estdo mostrados nas Tabelas 3.3 e 3.4.

Os valores expressos nestas Tabelas foram calculados em termos da massa de
proteina presente em cada banda. Desta forma, primeiramente, foi efetuada a diferenca
entre as concentracdes das amostras e do branco analitico. Em seguida, o valor resultante
desta diferenca foi multiplicado pela massa de proteina. Com este procedimento,
normalizou-se a variacdo da quantidade de proteina de acordo com o tratamento
empregado no cultivo dos girassois. O branco analitico escolhido foi 0 mesmo adotado na
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analise de fluorescéncia de raios-X (proteina de 35 kDa do padrdo protéico, lactato

desidrogenase). Portanto, os dados referentes a quantidade de ion metalico em cada

banda sao relativos a proteina lactato desidrogenase.

Tabela 3.3 — Quantidade de ions metalicos (médiatdesvio padrdao, n=3) nas bandas de
proteinas de folhas de girassois quantificados por ICP-MS.

IDENTIFICACAO AMOSTRA MASSA (p9)
Cr Mg Ni Pb Zn
38 kDa
C3 Solo (0,7)* - 7610 2114 - 4515
D3 Solo+Verm. (4,6) - 920+83 | 69+9 | 2344 |1432+189
A3 Zn(ll) (1,7) - 129+20 - - 615+110
34 kDa
D4 Solo+Verm. (6,7) - - - - 395460
B3 Solucao Mista (2,8) | 4,9+0,6 - - - -
27,5 kDa
C5 Solo (9,5) - 1169+209| 59+9 - 808+95
D6 Solo+Verm. (10,0) - - 63+1 - -
A5 Zn(ll) (6,0) - - - - -
B5 Solucao Mista (8,4) 6+1 - 88t7 - -
14,5 kDa
C9 Solo (5,7) - - - - -
D12 Solo+Verm. (11) - - - - 529176
A9 Zn(ll) (3,9) - - 47+7 |7,410,8| 66t12
B9 Solucao Mista (5,6) | 16+2 - - 2013 -

* massa de proteina em pg. Valores obtidos usando o programa Gel-Pro Analyzer, versao

3.1.

- amostras em concentracbes menores que o branco analitico.
As amostras sublinhadas foram selecionadas por meio da Rede Neural Kohonen.
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Tabela 3.4 — Quantidade de ions metalicos (médiatdesvio, n=3) nas bandas de proteinas
quantificados por meio da técnica de ICP OES.

IDENTIFICACAO AMOSTRA MASSA (pg
Ba K Na
38 kDa
C3 Solo (0,7)* - - 229124
D3 Solo+Verm. (4,6) | 593+92 | 6601+1239 | 2337+400
A3 Zn(ll) (1,7) 4617 479+31 491482
34 kDa
D4 Solo+Verm. (6,7) | 9814 369120 -
B3 Solucao Mista (2,8) - 392+70 364173
27,5 kDa
C5 Solo (9,5) - 3126+48 |3515£665
D6 Solo+Verm. (10,0) - 3190+210 |4180+140
A5 Zn(ll) (6,0) - - -
B5 Solucao Mista (8,4) - - -
14,5 kDa
C9 Solo (5,7) - 182+34 547457
D12 Solo+Verm. (11) - 1672913456 | 7463£810
A9 Zn(ll) (3,9) - 121£19 62112
B9 Solucéo Mista (5,6) - 118122 -

* As caracteristicas desta Tabela sdo as mesmas descritas na Tabela 3.3.

Os limites de deteccado e quantificacdo dos ions metédlicos nas determinacdes

realizadas nestas analises estdo mostrados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) obtidos experimentalmente
nas amostras de bandas protéicas usando as técnicas de ICP-MS e ICP OES.

Cr K Mg Na Ni Pb Zn
LD (ug g™) 1,1 33 393 5,8 5 1,6 11
LQ(ugg’) | 8,6 3,5 111 1309 19,4 18 5,4 36
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A partir dos dados apresentados nas Tabelas 3.3 e 3.4 foi possivel constatar que a
quantidade de ions metalicos geralmente se altera dependendo da condicdo de cultivo,
visto que bandas de proteinas com massas molares semelhantes apresentaram
comportamentos diferentes. Normalmente, as proteinas dos girasséis oriundas do
tratamento solo e vermicomposto apresentaram maiores niveis de ions metalicos. Para
exemplificar esta tendéncia, pode ser citada a proteina de 38 kDa proveniente de
tratamento distinto (identificada na rede neural Kohonen como A3, C3 e D3). Neste caso,
notou-se que tanto o tratamento com Zn(ll) (A3) como o cultivo somente em solo (C3) fez
com que houvesse uma diminuicdo acentuada, principalmente nos teores de Ba, K, Mg,
Na e Zn ao ser confrontado com os teores encontrados na banda do tratamento com solo
e vermicomposto (D3).

Por outro lado, nas bandas de proteinas com 34 kDa (B3 e D4) , observou-se que a
contaminacao com a solugdo mista ndo alterou os niveis de ions metalicos, exceto para
Ba, Na e Zn. No entanto, proteinas de mesma massa molar ndo foram sintetizadas nas
folhas originarias dos tratamentos com Zn(lIl), bem como naquelas do plantio somente com
solo (vide Tabela 2.2).

Os dados expostos nas Tabelas 3.3 e 3.4 ndo podem ser comparados diretamente
com a literatura por ser tratar de um estudo inédito. No entanto, buscou-se demonstrar que
0S mesmos possuem coeréncia. Para isso, foi feito o calculo em termos do numero de
moléculas de proteinas presente na banda e o numero de atomos da espécie metalica em
questao para obter a relacao entre 0s mesmos.

A estimativa da relagédo entre o numero de moléculas de proteinas e o numero de
atomos da espécie metélica foi realizada como descrito a seguir. A banda de 38 kDa
proveniente do plantio em solo e vermicomposto (D3) e o elemento zinco foi considerado

como exemplo.

1) Determinacao da massa da molécula de proteina.
1 Da 1,661x1024g
38000 Da Xg
X =6,31x10% g
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2) Determinagédo do numero de moléculas de proteina na banda.
1 molécula— 6,31x10%° g
X ——4,6x10% g
X =7,29x10"® moléculas

3) Determinacao do numero de atomos da espécie metalica.
65,38 g — 6,022x10% 4tomos
1432x10'? g — X
X =1,32x10" atomos de zinco

4) Porcentagem de molécula de proteinas com atomos da espécie metalica em sua

estrutura.
7,29x10"® moléculas —— 100%
1,32x10" 4&tomos —— X
X=18%

Por analogia, nesta mesma banda, foi constatado que aproximadamente 4%, 140%,
31%, 84% do numero de moléculas de proteinas presente na banda continha pelo menos
um atomo de Ba, K, Mg e Na, respectivamente. Ja na banda de 14,5 kDa do mesmo
tratamento (D12), ao ser considerado somente os elementos quimicos majoritarios, foi
observado que ca. 56%, 42% e 1% das moléculas de proteina (total de 4,57x10™
moléculas) apresentavam pelo menos um atomo de K, Na e Zn, respectivamente. Estas
estimativas sdo aceitaveis, visto que, uma Unica metaloproteina ou metal-binding proteina
pode apresentar varios centros ativos formados por atomos de ions metalicos diferentes,
ou, ainda, mais de um atomo de um mesmo elemento quimico [61].

As proteinas avaliadas em relacdo a concentracdo de ions metalicos também
podem ser correlacionadas com informacgdes referentes as estruturas primarias de
proteinas disponiveis em bancos de dados especializados.

Segundo pesquisas realizadas no banco de dados Swiss-Prot [62], no girassol
existe uma proteina denominada quinona oxirredutase com massa molar de 33,2 kDa, que
esta envolvida na producdo de lignina. Esta proteina apresenta como caracteristica a

capacidade de ligar-se com Zn(ll). Ao ser realizada a separacao das proteinas presentes
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nas folhas de girassol, foram observadas bandas protéicas (34 kDa — B3 e D4) com
massa molar semelhante a quinona oxirredutase. Entretanto, somente foi detectado zinco
na banda protéica proveniente do tratamento com solo e vermicomposto (D4). Isto € um
indicativo que a quinona oxirredutase teve a sua quantidade reduzida no tratamento com a
solugédo mista (B3).

Por outro lado, a metaloproteina L-ascorbato peroxidase com massa molar de 27,4
kDa, encontrada em folhas de Arabidopsis Thaliana, possui como cofatores um grupo
heme (que contem ions ferro), um ion Ca(ll) ou K(l) por unidade. Esta proteina tem como
funcdo remover o peroxido de hidrogénio dos cloroplastos e do citosol de plantas
superiores [62]. Nas folhas de girassol foi constatada uma banda de proteina (27,5 kDa —
A5, B5, C5 e D6) com massa molar semelhante a da L-ascorbato peroxidase. Na banda
proveniente do tratamento com Zn(ll) (A5) e do tratamento com a solu¢do mista (B5) nao
foi detectado ions do elemento potassio (vide Tabela 3.4). Por este motivo, tem-se um
forte indicio que o nivel desta metaloproteina tenha sido modificado por causa da

presenca excessiva de ions metalicos.

4.3.2. DECOMPOSICAO A ALTA PRESSAO EM FORNO DE MICROONDA

Foi também realizado alguns testes nas bandas protéicas das folhas oriundas dos
tratamentos Cd(lIl), Cu(ll) e Pb(ll). Desta forma, buscou-se verificar o comportamento das
proteinas em termos de ions metalicos frente a estas contaminagfes. Para isso, foram
escolhidas aleatoriamente algumas bandas de massas molares variadas destes
tratamentos, além de algumas amostras originarias dos outros 4 tratamentos ja avaliados.

Neste novo conjunto, as bandas protéicas foram decompostas em forno de
microondas. Ap6s a decomposicdo, optou-se por quantificar ions metalicos diferentes
daqueles estudados na outra decomposicao. Nesta andlise, foram selecionados os ions
Cd, Cu e Pb (por terem sido adicionados aos substratos) e os ions Ca, Fe e Mn (por terem
sido detectados na analise de fluorescéncia de raios- X). Os resultados obtidos estéao
disponiveis na Tabela 3.6. Os dados disponiveis na referida Tabela foram calculados da
mesma forma descrita no item 4.3.1. Primeiramente, efetuou-se a diferenca entre as
concentracdes das amostras e do branco analitico. Em seguida, o valor obtido foi

multiplicado pela massa de proteina presente em cada banda.
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O calcio e o ferro foram as espécies quimicas avaliadas que apresentaram maiores
niveis de concentracado. Além disso, estes elementos estavam presentes em quase todas
as bandas investigadas. Isto demonstra a grande relevancia que 0Ss mesmos
desempenham nos processos metabdlicos e bioquimicos realizados pelas plantas.

Com os dados apresentados na Tabela 3.6, verificou-se, novamente, que diferentes
quantidades de ions metalicos estavam presentes, dependendo da massa molar da banda
protéica e/ou da condicdo utilizada durante o cultivo. Esta tendéncia ja tinha sido
observada nas bandas selecionadas pela ferramenta quimiométrica. As bandas de 34 e
14,5 kDa exemplificam a variagcdo nos teores de ions metalicos nas proteinas de acordo
com tratamentos distintos. A contaminacdo induziu a uma menor quantidade de ions

metalicos nas proteinas.

Tabela 3.6 — Quantidade de ions metélicos nas bandas de proteinas provenientes de
folhas de girassois submetidas a diferentes condigbes de cultivo.

MASSA (pg)
AMOSTRA Ca Cd Cu Fe Mn Pb
38 kDa
Cu(ll) (3,1)* 18166+1007/1,4+0,1] 11+2 | 4604193 | 49+3 | 6+1
Solo (0,7) - - - - - -
34 kDa
Pb(ll) (3,9) - - 23+4 | 238435 | 14+2 | 6+1
Solo+Verm. (6,7) [12295+2245 9+2 | 47+13 | 1514494 |302+67| -
17,5 kDa
Cd(Il) (2,9) 794911401 - 1712 | 508+66 - -
Cu(ll) (6,1) 14567+2367, - 25+1 | 543167 | 6415 | 10+2
Solugao Mista (4,0)| 7480872 | 31 1743 | 276148 | 26+4 | 11+1
14,5 kDa
Cd(ll) (6,9) - - - - - -
Cu(ll) (6,7) - - - 128+40 - -
Solo+Verm. (11) - 10+2 | 39+3 [3218+680| 58+9 -

* massa de proteina em pg. Valores obtidos usando o programa Gel-Pro Analyzer, versao

3.1.

- amostras com concentragdes menores que o branco analitico.
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Os limites de deteccdo e quantificacdo dos ions metdlicos nas determinacdes
realizadas nesta analise estdo apresentados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7 — Limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) obtidos experimentalmente
nas amostras de bandas protéicas usando as técnicas de ETAAS e FAAS (usado para
quantificar o Ca).

Ca Cd Cu Fe Mn Pb
LD (ug g") 12 0,01 0,12 0,3 0,09 0,4

LQ(ugg)| 39 0,03 | 0,41 1,1 0,31 1,4

Uma consideracdo importante sobre os ions metdlicos ligados as proteinas € que
em ambas as quantificacées os desvios padroes obtidos foram relativamente altos (ca. de
20%). Entretanto, ressalta-se que este tipo de amostra apresenta elevada
heterogeneidade. Segundo trabalho de Verbi et al. [24] as espécies metalicas distribuem-
se diferentemente ao longo de uma mesma banda de proteina gerando, desta forma, os
niveis de erros observados. Existem problemas em se recortar, de forma reprodutivel, a
banda onde esta inserida a proteina, por mais cuidadosa que seja executada esta
operagao, visto que, em uma mesma banda podem estar contidas proteinas diferentes de
mesma massa molar.

Os dados dispostos nas Tabelas 3.3, 3.4 e 3.6 ndo podem ser relacionados
diretamente com as informacgdes adquiridas por meio da classificacdo utilizando a rede
neural Kohonen. Esta classificacdo foi baseada somente nas intensidades de
fluorescéncia de raios-X avaliadas em trés pontos especificos da banda. Portanto, nao foi
considerada a variacdo de massa de proteina em cada amostra. Mesmo assim, de modo
geral, existe concordancia entre os dados qualitativos e quantitativos.

5. CONCLUSOES PARCIAIS

Foi alcancado um panorama das espécies quimicas que se ligaram as proteinas
fazendo-se o mapeamento das bandas com fluorescéncia de raios-X. Neste caso, foi
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ainda verificado que estas espécies distribuem-se de modo distinto e que a formacao das
metaloproteinas é influenciada pelo substrato onde o girassol se desenvolve.

O uso da ferramenta quimiométrica (rede neural Kohonen) foi Gtil para classificar e
interpretar os dados de fluorescéncia. Isto possibilitou eleger as bandas que foram usadas
para as investigacdes quantitativas em termos de ions metélicos. Desta forma, foi possivel
diminuir substancialmente o espago amostral, focando somente nas bandas com
potencialidades para serem estudadas.

Ao serem realizadas as avaliacées das metaloproteinas em algumas bandas, foram
observadas variagcdes nos niveis dos ions metéalicos dependendo da condigdo de cultivo.
Estes dados foram adquiridos independentemente do processo de decomposicédo adotado,
bem como da técnica de quantificacdo empregada. Geralmente, as proteinas provenientes
de plantas desenvolvidas em solo e vermicomposto sem contaminagdo apresentaram
niveis mais elevados de ions metalicos do que proteinas de mesmas massas molares
oriundas dos outros tratamentos. Isso permitiu verificar que a formagdo, ou mesmo a
permanéncia das metaloproteinas fosse dificultada pela contaminacdo. Sugere-se que
estas metaloproteinas tenham participado de mecanismos para combater o estresse
oxidativo devido a elevados niveis de espécies reativas de oxigénio provocado pela
contaminacao por ions metalicos.
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CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os estudos apresentados neste trabalho de Tese permitiram observar que a
assimilacao e a incorporacao de espécies quimicas deve ser feita de forma apropriada
para o pleno funcionamento de um organismo. No caso dos girasséis, a exposicao a um
estimulo externo (contaminacao por ions metalicos) provocou uma série de modificagdes.

De acordo com os dados apresentados no Capitulo 1, a presenca de ions
metalicos em excesso gerou desde alteracdes referentes a redugédo na altura das plantas
e na biomassa produzida até fatores fisiolégicos como necrose no caule. Estes efeitos
foram mais evidentes nos girassdis contaminados com a solucdo mista, visto que, tais
plantas apresentaram um elevado indice de mortalidade.

No Capitulo 2 buscou-se verificar as implicagbes da contaminacado por ions
metalicos em nivel protéico por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida. Em ambas
as contaminagdes avaliadas foi constatado mudangas na composicdo protéica. As
alteragdes na composigéo protéica nas folhas de girassol foram mais significativas ao
serem adotadas a contaminacdo com a solucdo de zinco e com a solucdo mista.
Especificamente no tratamento com zinco, foi observado o aumento da atividade da
superdxido dismutase, além da diminuicdo e, ainda, a supressao de algumas proteinas
presentes nas folhas provenientes deste cultivo. Na analise do perfil do gel bidimensional
foram detectadas apenas 106 proteinas, obtendo-se, portanto, uma reducdo de
aproximadamente 60% no numero de proteinas detectadas neste tratamento ao ser
comparada com o tratamento solo e vermicomposto, onde foram observadas 264
proteinas. Por outro lado, na contaminacdo com a solucdo mista, foi verificada a
diminuicdo da atividade da superéxido dismutase e da glutationa redutase e também a
supressao de algumas proteinas, visto que, apenas 135 proteinas foram encontradas apés
a separacado por meio da eletroforese bidimensional. No entanto, ressalta-se que foi
constatado o surgimento de 4 novas proteinas.

Ao serem confrontadas simultaneamente as informag¢des adquiridas nos dois
primeiros Capitulos, notou-se que o0s girassbis apresentaram respostas distintas
dependendo da contaminacdo gerada. Embora os girass6is contaminados com zinco
tenham sofrido alteragdes mais significativas relacionadas as proteinas, este fato nao

refletiu em prejuizos para o seu desenvolvimento. Possivelmente, os girassois submetidos
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ao tratamento com zinco adotaram mecanismos bioquimicos mais eficientes para
minimizar os efeitos adversos provocados por este tipo de contaminante.

No Capitulo 3 foi realizada uma avaliagdo mais aprofundada a respeito da influéncia
da contaminacdo na composicao protéica, considerando especificamente as
metaloproteinas. Foi verificado que, normalmente, a presenga da contaminagédo por ions
metalicos interferiu na formacéao e/ou na preservagao das metaloproteinas. Este evento foi
confirmado pelo decréscimo nos teores de ions metalicos nas proteinas originarias de
tratamentos envolvendo a contaminacdo ao serem comparadas com proteinas de massas
molares semelhantes provenientes do tratamento com solo e vermicomposto.

A partir desta Tese fica evidente a necessidade de varias técnicas multidisciplinares
para a abordagem de um sistema complexo que envolve a assimilacao de ions metalicos
e o desenvolvimento do girassol. Como perspectivas, torna-se fundamental a identificagao
das proteinas que tiveram as suas expressbes modificadas, além daquelas
metaloproteinas avaliadas. Somente desta forma sera possivel inferir a funcdo destas
proteinas e as implicagbes das mesmas no metabolismo do girassol. Contudo, a
indisponibilidade do completo seqiénciamento do genoma do girassol faz com que a
identificacéo das proteinas seja mais dificil, sendo este um outro futuro desafio.
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