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RESUMO

InUmeros trabalhos envolvendo uma nova area de estudos denominada
metaldmica destacam a necessidade de melhor compreender a interagcdo entre
ions metalicos e proteinas. Esta Tese empregou o girassol (Helianthus annuus L.),
uma planta da familia das oleaginosas que apresenta uma relevante importancia
econbmica na producdo de Oleo vegetal, bem como em processos de
fitorremediacdo, em um estudo metaldmico para avaliacdo de possiveis alteracoes
na expressao de proteinas mediante o desenvolvimento das plantas irrigadas com
ions selenito ou zinco. Inicialmente, o estudo avaliou quatro diferentes métodos
para a adequada para extracao e separacao de proteinas das folhas de girassol
empregando a técnica de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-
PAGE), sendo que o melhor procedimento consistiu na extracdo empregando
tampao na presenca de fenol. A posterior caracterizacao das proteinas, nos spots
proteicos, empregando espectrometria de massas também foi conduzida
evidenciando, pela primeira vez para o organismo estudado, a expressao de 12
novas proteinas. Um estudo iondmico foi desenvolvido para avaliar a distribuicdo
destes elementos nas diferentes estruturas das plantas, buscando correlagdo com
0S processos biolégicos que estariam ocorrendo nos girassois. O estudo revelou
uma correlacdo entre o nivel de selénio e enxofre nas plantas sugerindo a
incorporacao do selénio em aminoacidos utilizados para sintese de proteinas. O
emprego da técnica de ablacdo a laser acoplada ao espectrdmetro de massas
com plasma acoplado indutivamente (LA-ICP-MS) também apresenta destaque na
pesquisa, complementando os dados obtidos no estudo iondmico, por meio da
identificacdo de selénio nos spots proteicos extraidos das folhas dos girassois e
separadas por 2D-PAGE. Desenvolveu-se também desenvolver um método para
andlise quantitativa direta e simultdnea de selénio e enxofre nas folhas das plantas
empregando a hifenacdo LA-ICP-MS, buscando correlagdo entre os dois

elementos.
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ABSTRACT

Several papers highlight a new research area called metallomic, and points
out the necessity to better understand the relationship between metallic ions and
proteins. This Thesis has employed the sunflower (Helianthus annuus L.), which is
considered an oilseed plant with significant economical importance for the
production of vegetal oil, and also used in fitoremediation processes, to carry out a
metallomic study focused on the evaluation of possible changes in proteins
expression due to the irrigation of the plants with selenite or zinc ions. Initially, the
study evaluated four different methods for the adequate extraction and separation
of sunflower leaf proteins using the two-dimensional gel electrophoresis (2D-
PAGE) technique and the best result was obtained using a phenol based extraction
procedure. Further protein characterization in protein spots were carried out using
mass spectrometry and revealed for the first time for the studied organism, the
expression of 12 new proteins. An ionomic study was also developed to investigate
the distribution of these elements in the different structures of the plants, looking
for the correlation of obtained data with biological processes that could be
occurring in the sunflowers. The study showed a correlation between selenium and
sulfur levels, suggesting the incorporation of selenium into amino acids used for
the synthesis of proteins. The application of laser ablation technique coupled to the
inductively coupled plasma mass spectrometer (LA-ICP-MS) has also been
highlighted in this research, complementing the results obtained in the ionomic
study through the identification of selenium in sunflower leaves protein spots. In
addition, it was evaluated an analytical procedure for the direct and simultaneous
quantitative determination of selenium and sulfur in the leaves of the plants using
LA-ICP-MS, searching for a correlation between both elements.
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AMD NG e

Massas de proteina extraida por grama de material
vegetal, obtidas apds aplicacdo dos protocolos de
extragdo A, B e D. Numero de réplicas (extragbes): n =

Sequéncias de peptideos identificados e suas
respectivas massas molares experimentais, massas
moleculares experimentais e tedricas e variagdao entre

as massas moleculares experimentais e teéricas .........

Sequéncia génica obtida a partir dos dados

experimentais para 0 SpotNUMEr0 6 ........ceeveeveveeeeeeennn.
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Tabela 1.8

Tabela 2.1

Tabela 2.2

Tabela 2.3

Tabela 2.4

Tabela 2.5

Tabela 2.6

Spots identificados e correlagcbes com as proteinas
que apresentaram relacdo de homologia. As defini¢cdes
das proteinas foram mantidas em lingua inglesa.
Resultados destacados em negrito indicam proteinas
que nao estado descritas no banco de dados utilizado
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Caracteristicas das sementes de girassol empregadas
NESEA TESE ..o

Condicbes empregadas para o cultivo das plantas

controle e irrigadas com solucdes de zinco e selénio ...

Condicoes empregadas para realizar a decomposicao
das amostras de folhas, caules e raizes de girassol

utilizando radiacdo mMicro-onda ..........cceeeveeeeeiieeeeeeeeneennn.

Condicoes de operacao do equipamento de ICP-MS
para determinacao quantitativa de diferentes espécies

(o WY1 01 {o7= 1= USSP

Limites de deteccdo para as curvas analiticas
empregadas para determinacdo de 2*Mg*, *’PO*,
830", Fe*, ®zZn*, 8Se* empregando ICP-MS e
fatores de diluicdo das amostras utilizadas nas
determinacdes. Os limites de deteccao foram definidos
como o ponto de menor concentragdo das curvas

ANAITHICAS et

Condicoes empregadas para realizar a decomposicao
do solo empregado no cultivo dos girassdis, utilizando
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CUltivo dOS QIrassOis ......cccuveeereeeeeiiiiiee e

Valores de referéncia para os teores médios de
enxofre e magnésio nas folhas de girassol no inicio do
florescimento [1] e comparacdo com os valores obtidos
neste trabalho. Maiores detalhes referentes as
quantificagbes de enxofre e magnésio nas folhas seréo
fornecidas ao longo deste capitulo .........ccceveeeeeieinnene.

Determinacdo de zinco e selénio empregando o
procedimento para decomposi¢cdo proposto e a
comparagdo com o valor descrito na carta de
certificacdo do material de referéncia certificado CRM
281 — Trace Elements in Rye Grass .........ccccceeueeeeeennnnes

Concentragdes dos elementos (média + desvio
padrao, n = 3) determinadas nas sementes de girassol
pertencentes ao lote empregado para cultivo ...............

Principais caracteristicas apresentadas pelas técnicas
de separacao empregadas em estudos metalémicos ...

Parametros empregados no método utilizado para
otimizagdo das condigdes instrumentais dos

equipamentos de ICP-MS e ablacao a laser .................
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Condicées empregadas para realizar a decomposicao
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Condicoes de operacao do equipamento de ICP-MS
para determinacao quantitativa de enxofre e selénio no
material utilizado para confeccdo das pastilhas
analisadas por LA-ICP-MS e, posteriormente,

submetidas a digestao acida .........cccccevvrreiiiiiiniiieeeeeeenn.

Parametros instrumentais 6timos para deteccao de
selénio e enxofre por meio da hifenagéo LA-ICP-MS ...

Resultados obtidos na validacdo da metodologia para
determinacao quantitativa de selénio via LA-ICP-MS
Neste caso, empregou-se 0 material certificado de
referéncia 1575a Tomato Leaves para construgdo da
curva analitica de calibragdo. Os valores apresentados
nesta tabela representam a média e a estimativa do

desvio padrao para as medidas obtidas (n = 3) ............

Resultados obtidos na validacdo da metodologia para
determinacao quantitativa de enxofre via LA-ICP-MS.
Neste caso, empregou-se o0 material certificado de
referéncia CRM 100 — Minor and trace elements in
beech leaves para construgcdo da curva analitica de
calibracdao. Os valores apresentados nesta tabela
representam a média e a estimativa do desvio padrao
para as medidas obtidas (N =3) ....ccccceviiiiiiiiiiiiiieeeeeen,
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Figura 1.1

Figura 1.2

Figura 1.3

Figura 1.4

Figura 1.5

Figura 1.6

Figura 1.7

Lista de Figuras

Estrutura do corante Azul de Coomassie, composto

que compde o reagente de Bradford ..............cceeeeee

Perfil do gel de eletroforese obtido apds extracdo de
proteinas empregando a metodologia A. A massa de
proteina aplicada no gel foide 485 Ug ..oovvvvvvveeeeeeeeennn.

Perfil do gel de eletroforese obtido apds extracdo de

proteinas empregando a metodologia B .......................

Perfil do gel de eletroforese obtido apds extracdo de
proteinas empregando a metodologia C ............c.cee......

Perfil do gel de eletroforese obtido apds extracdo de

proteinas empregando a metodologia D .......................

Imagem de um gel de eletroforese bidimensional de
poliacrilamida, obtido por meio do protocolo de
extracdo D indicando os 61 spots proteicos que foram
submetidas ao procedimento de digestdo triptica
descrito no item 2.5 e posterior andlise por
espectrometria de massas. As 22 proteinas
destacadas em azul tiveram suas identidades
determinadas ao final do procedimento; as proteinas
destacadas em vermelho ndo apresentaram sucesso

Nas identificagies ........uveevieiiiiieee e

Diagrama apresentando as sequéncias de busca para
as duas rotas empregadas na identificacdo das
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Figura 1.8

Figura 1.9

Figura 2.1

Figura 2.2

Figura 2.3

poliacrilamida ...........ooooiiiii

Espectro de fingerprinting obtido a partir do material
digerido com tripsina para a proteina indicada no spot
6. As setas mostram os peptideos identificados que
possibilitaram a caracterizagdo da proteina ..................

Comparativo entre a sequéncia de aminoacidos de
girassol fornecida (Query) e a sequéncia de
Arabidopsis Thaliana que apresenta homologia com a
proteina alvo de estudo (sbjct). As linhas indicadas por
setas vermelhas representam 0s aminoacidos
coincidentes entre as duas sequéncias. Os sinais (+)
(mostrado pela seta azul) indicam alterac6es/variagdes
comuns que podem ocorrer nas sequéncias. As
lacunas (indicadas pela seta verde) exibem as
alteracdes / diferencas propriamente ditas entre as

Y= To [ ]=] g (o3 =T PR

Estratégias adotadas pelas plantas para evitar os
efeitos téxicos causados pela contaminacdo por

(<121 1=] 01 N

Plantas com 5 dias de desenvolvimento: (A) antes do
desbaste, (B) ap6s o desbaste e (C e D) 14 dias apés

O PIANTIO ettt

Imagem tipica da base de uma planta cultivada com a
dose superior de selénio: (A) ap6s 27 dias de cultivo;
(B) comparativo entre uma planta cultivada com dose
superior de selénio, a esquerda, e uma planta controle,
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Figura 2.4

Figura 2.5

Figura 2.6

Figura 2.7

Figura 2.8

Figura 2.9
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Figura 2.11

Detalhe do botao de uma planta do grupo controle no

442 dia de desenvolvimento ......ccoveeeeeeeee e

Desenvolvimento dos girassbis ap6s 44 dias de

cultivo. NUmero de réplicas: N =8 .......cooooioiiieiiiiiiiineen.

Imagens das plantas ao 44° dia, momentos antes da

CO A e

Imagens representativas para cada grupo de plantas
submetidas aos tratamentos propostos, minutos apés

a retirada das mesmas doS VASOS ...ceeveeeeeneeiieeeeeeaeaeaenn.

Concentragao de selénio, em miligramas do elemento
por quilograma de material seco, determinada nas
raizes dos girassois para as diferentes condi¢coes de
cultivo empregadas neste trabalho ............ccccceeveveeeeeennn.

Concentragao de selénio, em miligramas do elemento
por quilograma de material seco, determinada nas
folnas e caules dos girassbis para as diferentes
condicdes de cultivo empregadas neste trabalho .........

Concentragao de fosforo, em miligramas do elemento
por quilograma de material seco, determinada nas
raizes dos girassois para as diferentes condi¢coes de
cultivo empregadas neste trabalho ............cccccevveveeeenennn.

Imagem tipica de uma folha de girassol apresentando
clorose e pertencente a uma planta do grupo cultivado
com a adicdo da maxima concentragdo de selénio,

apos 27 dias de CUltiVO ...
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Figura 2.12

Figura 2.13

Figura 2.14

Figura 2.15

Figura 2.16

Rota de sintese para o grupo heme nos animais.
Observe que os fons Fe?* que participam da ativacdo
do gene da enzima ALA sintetase sado, ao final do
processo, utilizados como substrato pela enzima
ferroquelatase a qual promove a ligagdo metal-
porfirina. Para as plantas, a sintese da porfirina segue
rota semelhante. No entanto, ao final do processo ions

magnésio ligam-se a molécula .......cccccveeeeeeeeiieiiiiiiiinns

Concentracdo de ferro, em miligramas do elemento
por quilograma de material seco, determinada nos
caules, raizes e folhas dos girassoOis para as cinco
diferentes condicoes de cultivo empregadas neste
trabalho ...

Concentragdo de magnésio, em miligramas do
elemento por grama de material seco, determinada
nos caules, raizes e folhas dos girassoéis para as duas
condicées de cultivo que empregaram irrigacao com

selénio e para a condigao de irrigagcao controle ............

Concentragédo de enxofre, em miligramas do elemento
por grama de material seco, determinada nos caules,
raizes e folhas dos girass6is para as diferentes

condi¢des de cultivo empregadas neste trabalho .........

A rota para biossintese da cisteina, metionina e
glutationa. Enzimas envolvidas: (1) Transportadores
de ions sulfato; (2) ATP sulfurilase; (3) Adenosina
fosfosulfato redutase; (4) Sulfito redutase; (5) O-

acetilserina tiolase; (6) Serina acetil transferase; (7)
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Figura 2.17

Figura 2.18

Figura 2.19

Figura 3.1

Glutamilcisteina sintase; (8) Glutationa sintetase; (9)
Cistationa 7y-sintetase; (10) Cistationa pB-liase; (11)
Metionina sintase; (12) Aspartato quinase, aspartato
semialdeido desidrogenase, homoserina
desidrogenase; homoserina quinase; (13) Treonina
quinase. Abreviaturas: APS — adenosina fosfosulfato;
OAS - o-acetilserina; OPHS — o-fosfohomoserina ........

Concentragdo de zinco, em miligramas do elemento
por quilograma de material seco, determinada nos
caules, raizes e folhas dos girassois para as diferentes
condicdes de cultivo empregadas neste trabalho .........

Concentragdo de magnésio, em miligramas do
elemento por grama de material seco, determinada
nos caules, raizes e folhas dos girassois para as
condicées de cultivo que empregaram irrigacao com
solucdo de zinco e para o grupo de plantas controle ....

Comparagao entre os teores de magnésio nas
diferentes regides das plantas submetidas aos
diferentes tratamentos empregados neste trabalho ......

Técnicas analiticas empregadas em estudos
metaldmicos. HPLC:  High-Performance  Liquid
Chromatography; SEC: Size exclusion
Chromatography, CZE: Capillary Zone Electrophoresis;
CSE: Capillary Sieving Electrophoresis; MEKC:
Micellar Electrokinetic Chromatography; CID: Collision-
Induced Dissociation, FT |CR: Fourier Transform lon
Cyclotron Resonance; ICP-MS: Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry, LA-ICP-MS: Laser
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Figura 3.2

Figura 3.3

Figura 3.4

Figura 3.5

Figura 3.6

Ablation Coupled to Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry, F AAS: Flame Atomic Absorption
Spectrometry; ET AAS: Electrothermal Atomic
Absorption Spectrometry; ICP  OES: Inductively
Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy; TOF:
Time-of-flight Analyzer, SF: Sector Field Analyzer ........

Diagrama esquematico apresentando o procedimento
experimental para a extragdo das proteinas de folhas
de girassol com posterior separacdo empregando a
técnica de eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida ...........ooooiiiii

Diagrama apresentando a montagem otimizada para
promover a secagem dos géis de poliacrilamida ..........

Imagem da camara de ablacdo contendo um gel de
poliacrilamida seco fixado para posterior andlise ..........

Imagem do gel de poliacrilamida seco obtida com a
camera do sistema de ablacdo a laser. A cratera
exibida no centro da imagem evidencia o local de
incidéncia do laser que, neste caso, foi configurado
para operar com velocidade de 100 pum s” e diametro
do feixe de 100 um. Na imagem, o laser incidiu sob a
mesma regiao por duas vezes, sendo que na primeira
teve como objetivo remover o filme plastico que
recobre o gel e na segunda realizar a ablacdo da

matriz seca de poliacrilamida .........ccccoeeeeeeeiiieiiiieiieeinnn,

Otimizagdo da vazao de oxigénio empregada para
eliminacdo de interferentes na determinagdo de
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Figura 3.7

Figura 3.8

Figura 3.9

selénio apds injecdo de solucdo contendo 1,0 pg L™
deste elemento. Neste estudo, o parametros RPa e
RPq do quadrupolo da cela de reacao foram mantidos
fixos em 0 € 0,4 V, respectivamente ...........ccceeveeeeeeennn.

Otimizagao do potencial RPq (parametro de rejeicao g
da equacao de Mathieu) empregado no quadrupolo da
cela de reacdo para determinacdo de selénio apés
injecdo de solugdo contendo 1,0 pg L7 deste
elemento. Neste estudo, a vazdo de oxigénio foi
mantida fixa em 0,7 e 1,2 L min para o

monitoramento dos ions SeO" e Se”, respectivamente

Avaliacdo da vazdo de gas auxiliar (argbnio) no
intervalo compreendido entre 1,2 e 1,8 L min™, obtida
apos avaliagdo de géis de poliacrilamida polimerizados
a partir de solucdes de acrilamida contendo 10 mg L™
de ions selenito. Neste caso, os demais parametros
empregados no estudo consistiam na poténcia da
bobina de radiofrequéncia igual a 1270 W, vazao do
gas de transportador de 1,1 L min™; frequéncia do
laser de 20 Hz; intensidade de 100% (ca. 28 J cm®) e
didmetro do feixe do laser de 100 pm .......ccccceeereiinnnen.

Avaliacao da vazao de gas transportador (argbnio) no
intervalo compreendido entre 0,7 e 1,5 L min™', obtida
apos avaliagdo de géis de poliacrilamida polimerizados
a partir de solucdes de acrilamida contendo 10 mg L™
de ions selenito. Neste caso, os demais parametros
empregados no estudo consistiam na poténcia da
bobina de radiofrequéncia igual a 1270 W, vazao do
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Figura 3.10

Figura 3.11

Figura 3.12

gas de auxiliar de 1,8 L min™"; frequéncia do laser de
20 Hz; intensidade de 100% (ca. 28 J cm™) e diametro

do feixe do laser de 100 UM .....ccoovieveeiiiiiieeeee e

Sinal analitico obtido para ablacdo de um gel de
poliacrilamida polimerizado a partir de uma soluc¢éao de
acrilamida contendo 10 mg L-1 de selenito
empregando as seguintes condicdes de operacao:
bobina de radiofrequéncia igual a 1000 W; vazao do
gas auxiliar de 1,8 L min-1; vazao de gas transportador
de 1,1 Lmin-1; frequéncia do laser de 20 Hz;
intensidade de 100% (ca. 28 J cm-2) e didmetro do
feixe do laser de 100 um. O sinal foi obtido por meio
do método apresentado na Tabela 3.2, com tempo de
coleta de dados do ICP-MS de 141 s e tempo de
operacado dolaserde 42 S ....cccceeeeveeiiiiieeiiieeeen

Areas dos sinais analiticos obtidas para o estudo da
otimizacao da poténcia aplicada durante o processo de
ablacao utilizando géis de poliacrilamida contendo ions

(Y=Y (= 11 (o NPT

Area do sinal analitco obtda em funcdo da
intensidade do laser para gel de poliacrilamida
polimerizado a partir de uma solucdo de acrilamida
contendo 10mgL”" de selenito empregando as
seguintes condicbes de operacdo: bobina de
radiofrequéncia igual a 1000 W; vazado do gas de
auxiliar de 1,8 L min™'; vazdo de gas transportador de
1,1 L min™; frequéncia do laser de 20 Hz; diametro do
feixe do laser de 100 um. A linha continua descreve a
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Figura 3.13

Figura 3.14

Figura 3.15

Figura 3.16

equacao exponencial que se ajusta aos dados obtidos,

cuja equacao é apresentada junto ao grafico ................

Area do sinal analitico obtida em funcdo do diametro
do feixe de laser para gel de poliacrilamida
polimerizado a partir de uma solucdo de acrilamida
contendo 10mg L' de selenito empregando as
seguintes condicbes de operacdo: bobina de
radiofrequéncia igual a 1000 W; vazdo do gas de
auxiliar de 1,8 L min'; vazao de gés transportador de
1,1 L min™"; frequéncia do laser de 20 Hz; intensidade
dO 1SN A€ 80% .vvveeriiiieeiiiiiieeeee e

Area do sinal analitico obtida em funcéo frequéncia do
laser para gel de poliacrilamida polimerizado a partir
de uma solugédo de acrilamida contendo 10 mg L™ de
selenito empregando as seguintes condi¢cdes de
operacao: bobina de radiofrequéncia igual a 1000 W;
vazdo do gas de auxiliar de 1,8 L min™'; vazao de géas
transportador de 1,1 L min™'; intensidade do laser de
80%, didmetro do feixe de 100 UM ........ccooeeveviiieiininenn.

Diagrama esquematico mostrando as dimensodes
consideradas para determinacdo do tamanho médio
de uma banda proteica em uma separacao

eletroforética bidimensional .........coooo v

Sinal analitico obtido para o fon 2°Se'®O* apés ablagdo
de um gel de poliacrilamida polimerizado a partir de
uma solugdo de acrilamida contendo 3,2 mg L' de
selenometionina. O resultado obtido representa uma
proteina hipotética onde 100% de seus aminoacidos
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Figura 3.17

Figura 3.18

Figura 3.19

Figura 3.20

contém um atomo de selénio incorporado aos seus
residuos laterais. Suavizacdo aplicada: média
adjacente com janela de 2 pontos ........eevveeeciiiiiieeeeeenn.

Perfil eletroforético obtido ap6s separacdo de
proteinas de folhas de girassol (Helianthus annuus L.)
de plantas do grupo controle. A massa de proteina
aplicada no gel foi de 485 g ...ooooeveeiieieeeee

Perfil eletroforético obtido ap6s separacdo de
proteinas de folhas de girassol (Helianthus annuus L.)
de plantas do grupo irrigado com solucédo de selénio
(352 mg de Se,O3 adicionados ao longo de 44 dias) .
A massa de proteina aplicada no gel consistia em

Imagem de um gel de eletroforese obtido apds
separacao de proteinas de folhas de girassol para uma
planta irrigada com solugéo de selenito. Na figura sao
exibidos o0s spots identificados (circulados em
vermelho) e os vetores (em azul) que correlacionam os
spots desta réplica com aqueles encontrados nas
demais réplicas do mesmo grupo de plantas. Os
nameros indicados nas caixas representam

referéncias que auxiliam o software na correlagdo dos

Imagem de um gel de eletroforese obtido a partir de
extrato proteico de folhas de girassol tratados com
selénio. As regides demarcadas no gel indicam as
areas inseridas na camara de ablagdo. Os circulos

amarelos representam os spots onde se identificou a
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Figura 3.21

Figura 3.22

Figura 3.23

Figura 4.1

presenca de selénio, enquanto os circulos vermelhos
representam spots analisados que nao apresentaram

sinais para este elemento ..o

Sinal analitico obtido para o fon %Se'®O*, em
contagens por segundo (cps), obtido apds ablagdao do
gel de poliacrilamida seco (regido numero 3, Figura
3.20). A linha tracejada indica a regido do gel ablada,
enquanto as setas exibem o momento em que o laser
foi ligado e desligado, bem como auxiliam visualmente
a correlacdo da imagem com o sinal analitico.

Suavizacdo aplicada: média adjacente com janela de

Sinal analitico obtido para o fon %Se'®O*, em
contagens por segundo (cps), obtido apds ablagao do
gel de poliacrilamida seco (regido numero 5, Figura
3.20). A linha tracejada indica a regido do gel ablada,
enquanto as setas exibem o momento em que o laser
foi ligado e desligado, bem como auxiliam visualmente
a correlacdo da imagem com o sinal analitico.
Suavizacdo aplicada: média adjacente com janela de
20 PONTOS ..

Sinal analitico obtido para a m/z 96, em contagens por
segundo (cps), obtido apds ablacdo de uma regiao do
gel de poliacrilamida seco sem nenhum spot proteico.
Suavizacdo aplicada: média adjacente com janela de
20 PONTOS ..ot

Pastilhas produzidas com o material CRM 100 — Minor
and trace elements in beech leaves para determinacao
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Figura 4.2

Figura 4.3

Figura 4.4

Figura 4.5

de enxofre no referido material por meio da técnica de
adicao de padrdo. O material também foi empregado
para calibracdo do sistema de LA-ICP-MS e
possibilitar a determinagdo da concentracdao de
enxofre no material 1575a — Tomato Leaves e nas
plantas do grupo controle e tratadas com selénio
cultivadas neste trabalno ..o,

Diagrama esquematico exemplificando duas linhas
consecutivas utilizadas para analise direta das folhas
via LA-ICP-MS. No estudo proposto, a distancia entre

duas linhas consecutivas foi de 300 pm .......cccccoeecenneee.

Diagrama esquematico exemplificando a rotina
empregada para construcdo do plano (x,y) que serve
para formagao das imagens. Neste caso, o nimero de
linhas é determinado de acordo com a resolucao
desejada, bem como em func¢do do tamanho da folha,
enquanto o numero de pontos é dado em funcao da
velocidade do laser e do método utilizado pelo ICP-
MS, que é fungéo do dwell time e numero de sweeps ..

Imagens dos girassois no sétimo dia de cultivo. Cada
pote apresentava 3 plantas, sendo que apenas uma foi
mantida apés o procedimento de desbaste. Os
cotilédones coletados das plantas removidas foram
utilizados para avaliar a metodologia empregada para
coleta e tratamento de dados por meio da realizagédo

de analises qualitativas .........ccccceeeeeeiieiieieeees

Imagem de um cotilédone de girassol exibindo,
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Figura 4.6

Figura 4.7

Figura 4.8

Figura 4.9

qualitativamente, a distribuicdo de selénio no mesmo ..

Imagem de um cotilédone de girassol exibindo,
qualitativamente, a distribuicdo de enxofre no mesmo .

Curva de calibragdo construida utilizando pastilhas
produzidas com o material de referéncia certificado
1575a Tomato Leaves com a faixa de concentracao
compreendida entre 25 e 1200 mg kg'. Neste caso,
levou-se em consideragdo a concentragado inicial de
selénio no material, conforme indicado na carta de
certificacdo do mesmo (0,054 + 0,003 mgkg' de
selénio). O coeficiente de correlacao linear (r) é igual a

Curva de calibragdo construida utilizando pastilhas
produzidas com o material de referéncia certificado
CRM 100 — Minor and trace elements in beech leaves
com a faixa de concentracdo compreendida entre 5 e
20 mg g'. Neste caso, levou-se em consideracdo a
concentracao inicial de enxofre no material, conforme
indicado na carta de certificacdo do mesmo (2,69 *
0,04 mg g" de enxofre). O coeficiente de correlagdo
linear (r) é igual @ 0,9992 ..o

Distribuicdo de selénio observada em uma folha de
girassol coletada ao 29° dia de cultivo apds a adigao
de 106 mg de selénio ao substrato. A curva de
calibrag&o foi construida no intervalo de concentragéo
entre 25 e 800 mg kg'. Na parte superior direita da

figura pode-se observar uma imagem da folha
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Figura 4.10

Figura 4.11

Figura 4.12

Figura 4.13

ANANSAA - e

Distribuicdo de enxofre observada em uma folha de
girassol coletada ao 29° dia de cultivo apds a adigao
de 106 mg de selénio ao substrato. A curva de
calibrag&o foi construida no intervalo de concentragéo
entre 2,7 e 20 mg g'. Na parte superior direita da
figura pode-se observar uma imagem da folha
ANANSATA ....eeveeiiiiiiiieie e

Distribuicdo de selénio observada em uma folha de
girassol coletada ao 45° dia de cultivo apds a adigao
de 174 mg de selénio ao substrato. A curva de
calibrag&o foi construida no intervalo de concentragéo
entre 25 e 1200 mg kg'. Na parte superior esquerda
da figura pode-se observar uma imagem da folha
ANANSATA ...ttt

Distribuicdo de enxofre observada em uma folha de
girassol coletada ao 45° dia de cultivo apds a adigéao
de 174 mg de selénio ao substrato. A curva de
calibragao foi construida no intervalo de concentragao
entre 2,7 e 20 mg g . Na parte superior esquerda da
figura pode-se observar uma imagem da folha

ANANSAA ..oeieeeeee e

Distribuicdo de selénio observada em uma folha de
girassol do grupo controle coletada ao 50° dia de
cultivo. A curva de calibracdo foi construida no
intervalo de concentracdo entre 25 e 800 mg kg'. Na

parte superior esquerda da figura pode-se observar
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Figura 4.14

uma imagem da folha analisada ..........ccocccveeeeeriiniinneen.

Distribuicdo de enxofre observada em uma folha de
girassol do grupo controle coletada ao 50° dia de
cultivo. A curva de calibracdo foi construida no
intervalo de concentracdo entre 2,7 e 20 mg g". Na
parte superior esquerda da figura pode-se observar
uma imagem da folha analisada ..........cccccevveeiiiinnnnnnnn.
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INTRODUCAO

Metais e semi-metais apresentam grande importancia para a quimica que
rege 0Ss processos bioldgicos em diferentes organismos, sendo que a
compreensao das bases envolvidas nestes processos deve, inevitavelmente,
buscar compreender os diferentes mecanismos de interacdo dos metais com
diferentes classes de moléculas. A identificacdo de sitios ativos em proteinas, a
regulacdo da expressdao génica mediada por ions cobre, ferro e zinco, a
compreensao do comportamento de um organismo ou proteina especifica
submetidos a exposicao por metais [1] bem como a identificacdo da existéncia de
estresse em uma planta causada pela presenca ou auséncia de tais ions [2, 3]
caracterizam exemplos de estudos ligados a esta area de estudo, denominada
metalémica.

Como consequéncia a expansao da pesquisa nesta éarea, diferentes
terminologias surgem no sentido de delinear os diferentes tipos de estudos
propostos. Assim, os termos ionémica e metaloprotedmica sdo englobados na
definicdo proposta pela metaldmica, a qual é compreendida como o estudo do
metaloma, ou seja, das interagdes e conexdes funcionais de ions metalicos e suas
espécie com genes, proteinas, metabdlitos e outras moléculas em um organismo
ou ecossistema [4]. E importante salientar que a simples identificacdo e/ou
quantificacdo das espécies, sem deixar claro qual a significancia ou contribuicao
dos resultados obtidos para o sistema biolégico em estudo, ndo pode ser
considerada como estudo metalémico [4].

A aplicagéo de estudos iondmicos surge como uma alternativa interessante
para elucidar diferentes questoes relacionadas a esta area de pesquisa, como, por
exemplo, para correlacionar a expressdao de um gene em um organismo com sua
composigcao elementar [5]. Por definicdo, um estudo iondmico visa a determinacao
das espécies metalicas e semi-metdlicas livres em uma célula, tecido, organismo
ou fluido com posterior correlacido dos resultados com fendmenos ligados ao

sistema em estudo [6].



Desta forma, o presente trabalho apresenta como principais objetivos
realizar um estudo metaldmico em girassois. Para tanto, buscou-se avaliar plantas
irrigadas com selénio ou zinco e a resposta observada para cada grupo de plantas
guando comparado a um grupo controle.

Inicialmente, buscou-se otimizar uma metodologia para separacdo das
proteinas das folhas de girassol empregando eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida, buscando maximizar a extracao das macromoléculas com reducao
compostos dos interferentes durante as etapas de separacgéao.

O préximo passo no trabalho consistiu na avaliagdo da distribuicao de
varios elementos nas diferentes partes das plantas com o objetivo de melhor
compreender os mecanismos adotados pelos girassbis para minimizar o0s
problemas causados pela contaminagdo com selénio ou zinco (estudo ionémico).
Vale ressaltar que, neste caso, as plantas utilizadas neste estudo ndo consistiam
no mesmo grupo de plantas utilizado para otimizagdo do procedimento de
extracdo. No entanto, 0 mesmo se apresentou robusto e pdde ser aplicado sem
problemas nesta situacao.

Baseando-se nos resultados do estudo ionédmico, partiu-se para a avaliagao
de selénio possivelmente incorporado na estrutura primaria das proteinas de
folnas de girassol. Neste caso, empregou-se o protocolo de separacao por
eletroforese em gel desenvolvido na primeira etapa do trabalho, bem como a
hifenacao LA-ICP-MS para deteccao direta de selénio nos spots do gel.

Por fim, desenvolveu-se uma metodologia para realizacdo de analises
quantitativas diretas em folhas de girassol com o objetivo de avaliar a distribuigao

de selénio e enxofre nesta regido das plantas.
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Capitulo 1

Desenvolvimento da metodologia para extracao e separacao das proteinas
de folhas de girassol via eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida.






1. OBJETIVO

O objetivo deste primeiro Capitulo consistiu no desenvolvimento de uma
metodologia adequada para separacdo de proteinas empregando a técnica de
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida, buscando sempre a
eliminacdo de interferentes. Realizou-se, também, a identificacdo dos spots

proteicos obtidos nos géis de eletroforese.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Preparo de amostras vegetais focando separacoes

eletroforéticas

Diversos trabalhos descrevem protocolos para extracao de proteinas nos
mais diferentes tipos de amostras vegetais, focando a posterior separacéo
eletroforética em duas dimensdes [1-3]. Mesmo assim, sdo encontradas muitas
dificuldades quando se trabalha com tecidos vegetais que ainda ndo possuem
metodologias de extracdo implementadas [4].

De maneira geral, os trabalhos mais recentes buscam adaptar
metodologias de extracao ja existentes (denominadas de protocolos classicos) aos
problemas e necessidades peculiares de cada amostra, que incluem a idade do
vegetal, caracteristicas do tecido avaliado, bem como, a finalidade do estudo [5,
6].

Referente aos protocolos empregados para o preparo de amostras
vegetais, 0s mesmos tém inicio com uma etapa de ruptura celular, que na grande
maioria das vezes emprega métodos fisicos, tais como, maceracao [7], ou com o
uso da sonicacao [8], mas também podem incluir procedimentos alternativos,
como a utilizacdo de detergentes, tal como o Triton® X-114, facilitando, assim, a
extracao das proteinas devido ao aumento da solubilidade das mesmas [9].



Comumente, as proteinas de interesse estdo presentes em baixas
concentracbes em uma determinada amostra. Logo, tratamentos posteriores
visando a extracao de proteinas em uma organela especifica podem, por exemplo,
ser empregados. Para amostras de folhas o grande problema consiste na proteina
ribulose-bisfosfato carboxilase oxigenase (RuBisCO) que se apresenta em
elevada concentragdo e mascara as demais, presentes em menor propor¢ado na
amostra (esta proteina se apresenta como a analoga da albumina para amostras
de origem animal [10]). Para vegetais, a aplicacao de extracées sequenciais pode
ser uma alternativa bastante interessante para eliminagdo do problema [11]. No
entanto, ndo existem protocolos especificos para este fim. Assim, para cada
amostra, deve-se avaliar as caracteristicas fisicas e quimicas das proteinas em
questao buscando a otimizagao.

Etapas de preservacdao e limpeza das amostras também sao de
fundamental importancia para obtencao de bons resultados e podem incluir o uso
de reagentes quimicos ou colunas cromatograficas com especificidade [12]. A
adicéo de inibidores de proteases, por exemplo, é interessante, pois minimiza a
fragmentacao das proteinas ao longo das varias etapas do preparo de amostras.
Dentre os compostos mais comuns, empregados para este fim, pode-se citar o
fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) ou o &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)
[5].

O controle da concentracao salina na amostra também deve ser destacado.
Altas concentracdes (superiores a 40 — 50 mmol L") podem interferir nas
separacoes. No entanto, quando este tipo de problema esta presente, podem ser
propostas alternativas para sua eliminagcdo. Pode-se empregar, por exemplo,
desde procedimento de dialise, que geralmente demandam tempo relativamente
longo, até colunas de limpeza especificas para eliminacdo de interferentes ou
etapas de precipitacao de proteinas empregando acido trifluoracético (TFA), por
exemplo [13].

Um trabalho bastante interessante focando o preparo de amostras para
tecidos vegetais recalcitrantes foi desenvolvido por Saravanan e Rose [14].



Diversas estratégias de extracdo e purificacdo de proteinas sdo discutidas para
extracdo de proteinas de banana, abacate e laranja. Os autores empregam
procedimentos de extracao que utilizam &cido tricloroacético (TCA), acetona ou
extracdo baseada em fenol para possibilitar a separacdo e purificacdo de
proteinas com posterior possibilidade de caracterizagdo das mesmas via
espectrometria de massas.

Na revisdo apresentada por Wang et al. [5] os autores enfatizam a
aplicacdo das extracbes baseadas na utilizacdo de TCA, fenol ou numa
combinacao envolvendo as duas estratégias, visando, principalmente, a remog¢ao
de pigmentos para diferentes tecidos vegetais.

Em outro trabalho, desenvolvido por Sarma et al. [15], a extragdo baseada
em fenol é focada. Como resultados, os autores obtiveram um unico procedimento
de extracao otimizado que pode ser aplicado para separacdo, com boa resolugéao
e, aparentemente, na auséncia de interferentes majoritarios, para diferentes
tecidos de soja, incluindo folhas, raizes, caules e até sementes, onde a
composicao das mesmas apresenta-se totalmente distinta daquelas dos demais
tecidos mencionados anteriormente.

Ja no trabalho desenvolvido por Pirovani et al. [16], desenvolveu-se uma
metodologia desnaturante para extracao de proteinas em folhas de cacau, que
combina a aplicagdo de ultrassom, lavagem do material bruto com TCA e,
finalmente, extracdo das proteinas empregando fenol. Neste caso, a metodologia
possibilitou a reducédo do teor de polissacarideos na amostra, o que melhorou a
resolucao dos géis de eletroforese obtidos.

2.2. Espectrometria de massas para caracterizacao de proteinas —
ionizacao empregando MALDI

A técnica de ionizagao / desorgdo de matriz auxiliada por laser (MALDI') foi

desenvolvida de maneira paralela por dois grupos de pesquisa (Karas et al. [17] e

' Do inglés, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization.
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Tanaka et al. [18]) no final da década de 80, revolucionando o estudo de
biopolimeros e macromoléculas.

Na prética, a amostra é misturada com um excesso de matriz, que consiste
de uma substancia organica e acida, que absorva a energia do laser incidente.
Geralmente utiliza-se um feixe de N, altamente energético (10° W cm? de
poténcia) com o comprimento de onda de 337 nm. A mistura é, entdo, submetida
ao laser, com pulsos de curta duracédo (10-20 ns), possibilitando que uma grande
quantidade de energia seja absorvida de maneira eficiente pela matriz e,
posteriormente, seja transferida para a amostra de forma controlada [19].

O preparo de amostras para a técnica de MALDI consiste em uma etapa
crucial para obtencao de bons resultados. Deve-se ter uma mistura homogénea
envolvendo matriz e analito, permitindo que ocorra um processo de ionizagao
onde ha a formacado dos ions de interesse de maneira estavel e reprodutivel [20].
Atualmente, o método denominado dried-dropletes method consiste no protocolo
mais empregado para o preparo de amostras utilizando a técnica de MALDI. Neste
método, uma solucédo da matriz é preparada e misturada com a solu¢ao do analito.
Em seguida, uma gota desta mistura € aplicada na placa de MALDI, resultando em
um deposito soélido [4]. Idealmente, este deve se apresentar uniforme e
homogeneamente distribuido o que, muitas vezes, nao é facil obter [20].

Embora os mecanismos de ionizacado ainda nao se apresentem totalmente
elucidados, a técnica possui grande aplicabilidade para a determinacdo da
identidade de proteinas ou até mesmo para caracterizacdo das mesmas,
dependendo do analisador de m/z empregado.

A técnica é adequada para andlise de proteinas previamente isoladas,
sendo assim uma alternativa interessante para caracterizacao de proteinas ap6s a
realizacdo de separacao eletroforética, diferente da técnica de electrospray, onde
uma mistura de peptideos pode ser diretamente analisada utilizando um
cromatdgrafo a liquido acoplado on-line ao equipamento de massas [21].
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2.3. Quantificacao de proteinas — reacao de Bradford

Optou-se por realizar a quantificacdo do teor de proteinas totais
empregando o método de Bradford [22] devido as caracteristicas apresentadas
pelo mesmo, que serdo descritas a seguir.

O reagente de Bradford é composto por uma mistura que apresenta como
componente principal o regente Azul de Coomassie (CBBG?), cuja estrutura é
apresentada na Figura 1.1.

OCzHs

Figura 1.1. Estrutura do corante Azul de Coomassie, composto que compde o
reagente de Bradford [24].

A reacdo observada neste caso é baseada no equilibrio envolvendo as
formas catibnica, neutra e aniénica do corante. Como o reagente é preparado em
meio acido, na auséncia de proteinas a molécula de Coomassie apresentara os
nitrogénios terciarios de sua estrutura protonados, sendo que o mesmo absorvera
nos comprimentos de onda de 465 e 645 nm. Neste caso, a molécula de CBBG
apresenta-se em sua forma catidnica [23].

No entanto, a medida que o reagente entra em contato com as proteinas,
principalmente aquelas compostas por cadeias laterais contendo grupamentos

basicos ou aromaticos, tem-se o deslocamento do equilibrio quimico mencionado

’Do inglés, Coomassie Brilliant Blue G-250.
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anteriormente, conduzindo a molécula do corante, primeiramente para sua forma
neutra e, posteriormente, para a forma aniénica. Como consequéncia, tem-se a
reducao da absorcdo nos comprimentos de onda de 465 e 645 nm e passa-se a
absorver em 595 nm, comprimento de onda onde é realizada a leitura
espectrofotométrica [24, 25].

As principais variaveis envolvidas no processo incluem a concentragcao de
etanol que influi na solubilidade do corante, bem como a concentracdo de acido
fosférico: neste caso, baixas concentracées resultam em reducéo da faixa linear
devido ao menor numero de moléculas na forma protonada, e elevadas
concentracdes acarretam na reducao da solubilidade em funcéo da dificuldade de
conduzir as moléculas para sua forma desprotonada [25, 26].

Alguns cuidados devem ser tomados para proceder a uma analise. Dentre
eles, pode-se citar a impossibilidade de determinacdo de peptideos ou proteinas
com menos de 5 kDa. Outro problema relaciona-se com a interferéncia gerada por
surfactantes [22, 24, 27], que de maneira analoga as proteinas, podem causar a
desprotonacao das moléculas de CBBG, gerando falso positivo.

Mesmo com as limitagdes apresentadas, este método espectrofotométrico
apresenta-se como um dos mais robustos para a determinagcao de proteinas totais
[27].

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Preparo de solucoes e limpeza de materiais

Todas as solugdes foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico,
bem como agua deionizada (> 18,2 MQ cm), obtida a partir de um sistema de
purificacao de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, USA).

Apo6s o uso, todos os materiais eram lavados com agua deionizada e
detergente (Triton® X-100) e colocados em banho acido (&cido nitrico 10% v/v),

sendo mantidos nesta solugdo por, no minimo, 8 horas. Posteriormente, eram
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lavados utilizando agua deionizada e secos em estufa, a excecdo dos materiais

volumétricos que eram secos a temperatura ambiente.

3.2. Métodos avaliados para a extracao de proteinas

Quatro metodologias foram avaliadas buscando a extragdo de proteinas
das folhas de girassol, a fim de se obter géis de eletroforese com qualidade em
termos de resolucao e eliminagao de interferentes.

Para todas, partiu-se de 1,0 g de material vegetal, que foi submetido a
maceragao empregando nitrogénio liquido. O material macerado recebeu, entédo, a
adicao do tampao de extracao de interesse.

As metodologias A e B basearam-se no trabalho de Garcia et al. [28] com
modificagdes. Para extracdo, adicionou-se ao material vegetal 3,0 mL de uma
solucédo extratora composta por cloreto de 2-amino-2-hidroximetilpropano-1,3-diol
(Tris-HCI) 125 mmol L™ (pH 6,8), dodecilsulfato de sédio (SDS) 1,0% (m/v), 1,0%
(v/v) glicerol e 0,5% (v/v) B-mercaptoetanol. O material, na presenca da solugcéao
extratora, foi misturado com auxilio de um pistilo por ca. 20 min, sendo, entéo,
centrifugado a 8500 x g (4 C) por 5 min com o emprego de uma ultracentrif uga
(Bio-Spin-R, BioAgency, Sao Paulo, Brasil).

Para a limpeza e precipitacdo das proteinas, baseou-se no trabalho de
Carpentier et al. [29]. Para a metodologia A uma solucdo gelada 100 mmol L™ de
acetato de aménio em metanol foi empregada, enquanto para a metodologia B
fez-se uso de uma solucdo composta por 20% (m/v) TCA e 0,2% (m/v) de
ditiotreitol (DTT) em acetona, também gelada.

Nas duas metodologias avaliadas, os precipitados formados mantidos
incubados a -20 € durante 12 h e, posteriormente, centrifugados a 1800 x g (4
C) por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi removido e o sélido lavado trés
vezes com solucao gelada de acetona contendo 0,2% (m/v) DTT. Apds cada
lavagem, a mistura era mantida incubada a -20 T du rante uma hora antes de ser

centrifugada novamente a 1800 x g por 5 min (4 C).
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Ao final, o precipitado obtido foi dissolvido em tampao apropriado para
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida, cuja composicao é descrita
nesta Tese no item 2.4.1, ou entéo, ressolubilizado em tampé&o fosfato 100 mmol
L™ pH 7.2 para quantificacédo do teor proteico total.

A metodologia C baseou-se em um procedimento classico de extracao de
proteinas empregando TCA/acetona, amplamente utilizado até os dias atuais para
extracdo de proteinas em amostras vegetais [30]. Para este protocolo 4,0 mL de
um tampao de extracao contendo 10% (m/v) TCA e 0,07% (v/v) B-mercaptoetanol
em acetona gelada foi adicionado ao material vegetal. Esta mistura foi mantida a -
20 € por 12 h sendo, posteriormente, centrifugada por 5 min a 8700 x g (4 €). O
material sélido obtido apds a centrifugacéo foi lavado 8 vezes com acetona gelada
e seco com o emprego de Nyg). Ao material seco, adicionou-se 250 pL de tampao
para eletroforese. A mistura foi agitada por 5 min empregando um misturador do
tipo voértex (Thermolyne, 37600 Mixer, Dubuque, lowa, EUA), sendo, entéo,
centrifugada a 8500 x g por 5 min. Ao final da centrifugacdo o sobrenadante foi
coletado e utilizado para realizacdo do procedimento de quantificacdo e
eletroforese em gel.

Por fim, a metodologia D também consiste em outro procedimento classico
empregado com muito sucesso até os dias atuais para extracdo de proteinas em
tecidos vegetais. O protocolo utilizado baseou-se no trabalho desenvolvido por
Delaplace et al. [31] com modificagdes. Experimentalmente, 4,0 mL do tampéo
extrator composto por 700 mmol L™ de sacarose, 50 mmol L' de EDTA, 100 mmol
L™ de KCI, 10 mmol L de tioureia, 50 mmol L' de DTT, 2 mmol L' PMSF
dissolvidos em tampao Tris-HCI 500 mmol L' pH 7,5 foram adicionados ao
material vegetal. As folhas moidas na presenca do tampao foram misturadas por
10 min e centrifugadas a 6000 x g (4 C) por 10 min.

Apés a centrifugacao, o sobrenadante foi coletado e recebeu a adicao de
5,0 mL do tampao extrator descrito anteriormente, no entanto, o mesmo foi
saturado com fenol. A mistura foi homogeneizada e centrifugada a 6000 x g (4 C)

por 10 min. A fase fendlica (fase superior) foi, entdo, coletada e extraida duas
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vezes com a adicdo de 5,0 mL de tampao de extracdo. A mistura foi centrifugada a
6000 x g (4 €) por 10 min. Ao final, a fase fendlica foi p recipitada com solucao
gelada 100 mmol L de acetato de aménio em metanol e mantida incubada por 12
horas a -20 €. Vale ressaltar que nesse procedimento a etapa de precipitacao é
bastante lenta e ndo ocorre de imediato.

A mistura foi centrifugada a 8700 x g (4 C) por 5 min e o precipitado lavado
com 4,0 mL de acetato de aménio 100 mmol L em metanol, sendo, entdo,
ressolubilizado em tampao proprio para quantificacado de proteinas totais ou

eletroforese bidimensional em gel.

3.3. Metodologia empregada para quantificacao do teor de
proteinas totais

Para quantificacdo do teor proteico nos extratos obtidos, realizou-se,
primeiramente, a solubilizacdo dos precipitados proteicos com tampao fosfato
100 mmol L' pH 7,2.

Para determinacdo do teor proteico empregou-se o método de Bradford
[22]. O reagente foi preparado em laboratério momentos antes de se realizar a
quantificacao, evitando, desta forma, a degradacdo do mesmo. O seu preparo
consistiu em uma solucao contendo 0,01% (m/v) do corante Coomassie Brilliant
Blue G-250 — CBBG (J. T. Baker, Phillipsburg, EUA), 5,0% (v/v) de etanol anidro
(J. T. Baker, México) e 10,0% (v/v) de acido fosférico 85% (v/v) (Merck, Darmstadt,
Alemanha), adicionados, nesta sequéncia a um balao volumétrico, que tinha seu
volume aferido utilizando-se agua deionizada. Posteriormente, esta solucao foi
mantida sob agitacdo durante 15 min para garantir a solubilizacdo adequada do
corante CBBG, sendo, entao, filtrada uma vez e estocada ao abrigo da luz.

Curvas analiticas de calibragdo foram construidas utilizando padrao de
alboumina bovina fracdo V (Merck, Darmstadt, Alemanha) em tamp&o fosfato
100 mmol L pH 7,2.

As determinacdes espectrofotométricas foram realizadas em batelada, em
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um espectrofotdmetro Micronal modelo B 582 (S&o Paulo, Brasil), no comprimento
de onda de 595 nm, utilizando cubetas de plastico, uma vez que cubetas de vidro
ou quartzo causam a adsorgcao do reagente em suas paredes [32].

3.4. Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida

Os reagentes utilizados para a realizacdo dos procedimentos de
eletroforese em gel apresentavam grau de pureza adequado para uso com a
técnica sendo todos eles obtidos da Amersham Biosciences (Uppsala, Suiga).

Para realizacdo dos procedimentos experimentais, os precipitados obtidos
foram, inicialmente, dissolvidos em 250 uyL de tampdo, adequado para a
separacao das proteinas pela técnica de eletroforese em gel (denominado nesta
tese de tampao para eletroforese). Este tampao era composto por uma mistura
contendo 7,0 mol L de ureia; 2,0 mol L' de tioureia; 2,0% (m/v) de 3-[(3-
cloramidopropil)dimetilaménio]-1-propanosulfonato  (CHAPS); 0,5% (v/v) de
anfélitos com pH variando na faixa entre 3 e 10; 1,0% (m/v) de DTT e 0,002%
(m/v) de azul de bromofenol. Para auxiliar na solubilizagdo das mesmas,
empregou-se um misturador do tipo vértex. Vale ressaltar que alteracées na
composicao deste tampao podem ser consideradas, principalmente no que se
refere a concentragdo de tioureia (maximo de 2,0 mol L") e ureia (maximo de
9,0 mol L™, desde que na auséncia de tioureia). O objetivo neste caso é obter um
tampao que permita solubilizar totalmente as proteinas que se deseja separar.

3.4.1. Separacao eletroforética — primeira dimensao

A primeira dimensdo da separacao eletroforética de proteinas, baseada no
ponto isoelétrico das macromoléculas empregou fitas com gel imobilizado sobre
uma superficie plastica (Immobiline™ DryStrip Amersham Biosciences, Uppsala,
Suica) com 13 cm de comprimento e faixa de pH compreendida entre 3 e 10.

As fitas foram mantidas sob hidratacdo durante 12 h em éleo mineral na
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presenca de 250 pL de amostra previamente solubilizada em tampao para
eletroforese. Apds o periodo de hidratagdo, conduzia-se a focalizacao isoelétrica,
empregando, para tanto, um focalizador isoelétrico (Multiphore Il system,
Amersham Biosciences, Uppsala, Suica). As condi¢cdes de corrida empregadas
consistiam em quatro etapas basicas, de acordo com a Tabela 1.1.

Tabela 1.1. Condicoes empregadas durante as etapas de focalizacao isoelétrica
das proteinas.

Etapa Condicao Voltagem acumulada
1 0-500V 0,5 kVh
2 500 - 1000 V 0,8 kVh
3 1000 — 10000 V 11,3 kVh
4 10000 V 7,0 kVh

De acordo com as caracteristicas da amostra, as condicées apresentadas
na Tabela 1.1 podem apresentar pequenas alteragdes frente aos valores
descritos, principalmente para as etapas 1 e 4. Para a etapa 1, ndo se deve
ultrapassar 500 V para que seja possivel haver a desagregacao das proteinas.
Pode-se propor a aplicagdo desta etapa por um maior periodo de tempo
minimizando, entdo, os efeitos adversos causados por amostras contendo altas
concentracdes salinas. Especificamente, neste caso, ndo se observou qualquer
problema relacionado com altas concentracées de ions, até mesmo porque as
amostras foram solubilizadas em tampao adequado para eletroforese. Com
relacdo a etapa 4, a voltagem acumulada para a mesma, de modo geral, ndo
precisa superar 3,0 kVh. No entanto, neste caso, observou-se que a focalizacdo
nao se dava por completo. Assim, elevou-se esta etapa para 7,0 kVh para garantir
a focalizacdo adequada das proteinas.
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3.4.2. Separacao eletroforética — segunda dimensao

Para realizar a separacdo das proteinas na segunda dimensao,
primeiramente, faz-se necessario desnaturar as mesmas para que a separagao
ocorra em funcdo de suas massas molares. Assim, realiza-se a reducao das
ligacGes dissulfeto formadas entre grupamentos sulfidrila de residuos de cisteina.
Experimentalmente, removeu-se as fitas contendo o gel imobilizado do
equipamento de focalizagdo isoelétrica, sendo que as mesmas foram, numa
primeira etapa, mergulhadas em uma solucdo de equilibrio contendo a seguinte
composicdo: 50 mmol L™ Tris-HCI pH 8,8; 6,0 mol L™ de ureia; 30% (v/v) glicerol;
2,0% (m/v) SDS na presenca de 1,0% (m/v) DTT. As fitas permaneceram em
contato com esta solugao por 15 min sob agitacdo constante a 120 rpm.

A segunda etapa do tratamento das fitas consistiu na alquilacdo das
cadeias proteicas, ap6s a etapa de reducdo, empregando iodoacetamida. A
alquilacdo das cadeias impede que grupamentos sulfidrila de cisteinas vizinhas
sejam reoxidados, ocorrendo novamente o enovelamento das proteinas. Neste
caso, a solucdo de alquilagdo empregada era composta pela mesma solucédo de
equilibrio utilizada na etapa de reducéo, exceto pela presenca de DTT, substituido
por 2,5% (m/v) iodoacetamida.

Géis de poliacrilamida com concentracdo de 12,5% (m/v) em acrilamida
foram preparados de acordo com os volumes das misturas apresentadas na
Tabela 1.2.

A mistura contendo acrilamida foi adicionada em um sistema de placas de
vidro — Ettan™ Rubby (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia) — com 1,0 mm
de espessura entre as mesmas. Apds a polimerizacao completa dos géis, realizou-
se a insercao das fitas utilizadas para focalizacdo isoelétrica das proteinas na
parte superior das placas seguido da vedacédo do sistema gel/fita com solucéo

contendo 0,5% (m/v) de agarose e 0,002% (m/v) de azul de bromofenol.
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Tabela 1.2. Composicdo da mistura utilizada para preparo dos géis de
poliacrilamida com concentracdo de 12,5% (m/v/) em acrilamida, utilizados nas
separagodes proteicas.

Solucao % Composicao
Monémero 41,7 30% (m/v) acrilamida; 0,8% bisacrilamida
_ 1,5 mol L™ Tris base com pH ajustado em
Tampao Tris-HCI 25,0
8,8 empregando HCI concentrado
SDS 1,0 Solugéo 10% (m/v)
Persulfato de amonio 0,5 Solugéo 10% (m/v)
TEMED 0,033 A partir do reagente concentrado

Empregou-se como padrdes proteicos para a segunda dimensao de
separacao, as seguintes proteinas: fosforilase b (97,0 kDa); albumina (66,0 kDa);
ovalbumina (45,0 kDa); anidrase carb6nica (30,0 kDa); inibidor de tripsina (20,1
kDa) e o-lactoalbumina (14,4 kDa). As condicdes de corrida empregadas para
separacdo na segunda dimensao consistiram na aplicacdo de uma voltagem
constate de 90 V e corrente de 25 mA por gel.

Para revelacao dos spots proteicos utilizou-se, primeiramente, uma mistura
composta por 40% (v/v) etanol, 10% (v/v) acido acético, 50% agua deionizada. Os
géis foram mantidos nesta mistura por 1 h sob agitacdo constante (120 rpm). Em
seguida, foram imersos em 4gua deionizada por 30 min sob agitagdo (120 rpm).
Nesta etapa, a agua deionizada foi substituida a cada 10 min. Por fim, adicionou-
se uma mistura reveladora composta por: 8,0% (m/v) sulfato de aménio; 1,6% (v/v)
acido fosférico; 0,08% (m/v) do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 e 25%
(v/v) metanol. Os géis foram, entdo, mantidos nesta mistura por 48 h.

Para digitalizacdo dos géis, empregou-se um digitalizador de imagens —
ImageScanner Il (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia) — operando com
resolucdo de 300 dpi. Para tratamento das imagens obtidas, empregou-se o

software ImageMaster 2D Platinum 6.0 software (GeneBio, Geneva, Suica).
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3.5. Preparo de amostras para analises por espectrometria de

massas

Para proceder com as analises por espectrometria de massas com intuito
de identificar as proteinas presentes nos spots proteicos, faz-se necessario
realizar a digestao enzimatica das mesmas. Para tanto, empregou-se uma resina
com afinidade por peptideos — Montage® In-Gel digestzp kit (Millipore, MA, EUA).
Tal resina apresentava-se inserida em uma placa de plastico prépria para digestao
de proteinas presentes em géis de eletroforese.

Para iniciar o procedimento de digestdo enzimatica, os spots foram
recortados dos geéis (spots com didmetros < 2 mm) e inseridos na placa contendo
as colunas para digestao enzimatica. A primeira etapa do procedimento consistiu
na remocao do excesso de agua da matriz de poliacrilamida por meio da aplicacao
de vacuo. Em seguida, realizou-se a remocéao do corante utilizado para revelar os
spots proteicos. A Tabela 1.3 apresenta as solucdes e reagentes utilizados nesta
etapa, bem como o tempo de incubacdo empregado. Vale ressaltar que apds o
término do tempo de incubagdo as solucbes sao removidas empregando-se

vacuo.

Tabela 1.3. Solucbes/reagentes, volumes empregados e tempo de incubacao
utilizados na etapa de remocao do corante dos spots proteicos. Todas as etapas
sao realizadas a temperatura ambiente.

~ Tempo de
Solucéo Volume (uL) ~ .
incubacao (min)

25 mmol L bicarbonato de aménio / 5%

o 100 30
acetonitrila
25 mmol L™ bicarbonato de aménio / 50% 100 20
acetonitrila. Procedimento realizado 2 vezes
Acetonitrila 200 10
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A etapa seguinte do procedimento consistiu na adicdo da enzima para
realizar o procedimento de digestdo enzimatica propriamente dito. Neste caso,
empregou-se a tripsina (Promega Madison, EUA) como enzima para clivagem das
proteinas em peptideos. Neste caso, resuspendeu-se 20 pg de tripsina com
200 L de &cido cloridrico 1,0 mmol L™, seguido da adicdo de uma solugdo 25
mmol L de bicarbonato de aménio para tamponamento do meio. Realizou-se,
entdo, a adicdo de 15 yL desta solucdo a cada spot, totalizando ca. 166 ng de
enzima para cada amostra a ser digerida. Esta solucdo permaneceu em contato
com as amostras por 3 h, incubadas a 37 C.

Por fim, realizou-se as etapas de condicionamento das colunas, extracao
dos peptideos do interior da matriz de poliacrilamida e eluicdo dos mesmos apés
interacdo com a resina. A Tabela 1.4 apresenta as solucdes utilizadas para cada
uma destas etapas, bem como as condicdes experimentais empregadas.

Tabela 1.4. Solucdes/reagentes, volumes e tempo de incubacao empregados nas
etapas realizadas apbés a digestdao ftriptica das proteinas. A etapa de
condicionamento da coluna é realizada a 37 C e as demais a temperatura
ambiente.

. Volume Tempo de
Etapa Solucéao ] . ]
(pL) incubacao (min)
Condicionamento Acetonitrila adicionada 8 15
da coluna diretamente na resina
) 0,2% (v/v) TFA 130 30
Extracdo dos
peptideos 0,2% (v/v) TFA. Realizado 2 100 0
vezes
Eluicdo dos .
) Acetonitrila 20 0
peptideos

21



3.5.1. Obtencao dos espectros

Para as andlises das proteinas por espectrometria de massas, utilizou-se
1,0 uL do digerido obtido ao final do procedimento de digestdo triptica. As
amostras foram, entdo, misturadas na proporcao de 1:1 (v/v) com a matriz da
técnica de MALDI (uma mistura contendo 1,0% (v/v) do acido o-ciano-4-
hidroxicinamico, 0,1% de TFA dissolvidos na mistura acetonitrila:dgua na
proporcao de 1:1).

Os espectros de massa foram adquiridos em um equipamento MALDI-Q-
TOF (Waters — Micromass, Manchester, Reino Unido). Todos foram obtidos no
modo positivo (LDI+) e corregdo de LockMass realizada com &acido fosforico 0,1%
(v/v) empregando os seguintes parametros: frequéncia do laser de 20 Hz, faixa de
massa entre 880,0 e 3000,0 Da, discriminacdo de massas de 200 Da, tempo de
varredura de 2s., 10000 de resolucdo no modo “V” e voltagem de placa
microcanal (MCP) ajustada em 2100 V. Cada espectro foi coletado por dois
segundos e acumulados durante ca. 2 min. Argbnio foi empregado como gas
colisional e a faixa tipica de energia de colisdo entre 34 — 161 eV foi utilizada. O

instrumento foi controlado por meio do software MassLynx 4.1.

3.5.2. Tratamento dos dados

Para tratamento dos dados obtidos via espectrometria de massas e
correlacdo dos mesmos por homologia empregou-se primeiramente o programa
MASCOT Distiller (Matrix Science, Londres, Reino Unido), seguido do programa
MASCOT (Matrix Science, Londres, Reino Unido) [33]. Maiores detalhes
relacionados com a finalidade de cada programa, bem como estratégias e
sequéncias de buscas empregadas para identificacdo das proteinas serdo
discutidas em detalhe na secao de resultados e discussao.

O banco de dados de gene (sequéncias de mRNA) de girassol utilizado
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pelo software MASCOT para as buscas das proteinas por homologia foi obtido a
partir de um servidor publico de ftp - Plant Genome DataBase [34]. O banco de
dados compilado apresentava 151425 sequéncias EST para o género Helianthus,
sendo 94115 para a espécie annuus, 35720 para a espécie argophyllus e 21590
para a espécie ciliaris, possibilitando ampliar, desta forma, a extensdo de busca
para proteinas.

Devido as estratégias empregadas para busca, bem como pequena
quantidade de informacao presente em banco de dados para o género Helianthus,
nao foram empregados espectros de fingerprinting no tratamento de dados e nas
buscas realizadas, pois 0s mesmos ndo apresentam informacdes suficientes para
gerar uma resposta conclusiva sob a identidade da proteina a ser avaliada. Desta
forma, somente os espectros de MS/MS foram utilizados para este fim. Os
parametros de busca empregados neste caso incluiram a oxidagcao das metioninas
como modificacdo varidvel e a carbamidometilacdo das cisteinas como
modificacao fixa. Este Ultimo parédmetro deve ser assim definido como
consequéncia do procedimento de alquilacdo das cisteinas empregando
iodoacetamida (item 2.4.2). Tolerancias maximas de + 0,1 Da foram aceitas para
correlacao entre as massas tedrica e experimental dos peptideos identificados.

Por fim, a auséncia de uma clivagem durante a etapa de digestao
enzimatica também foi considerada pelo programa. Sabe-se que a tripsina
apresenta como sitios de clivagem lisinas e argininas (desde que nao sejam
precedidos de prolina). No entanto, durante a etapa de digestdo enzimatica podem
ocorrer falhas e alguns sitios de clivagem podem nao ser “atacados” pela enzima.
Desta forma, deve-se informar ao programa um valor de tolerancia onde se pode
encontrar lisinas e argininas inseridas no interior da sequéncia de um peptideo.

Para conclusdo das buscas de correlacdo por homologia empregou-se o
banco de dados Blastp [35].
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Quantificacao do teor de proteinas totais

A técnica de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida exige a
aplicacdo de uma massa de proteina que, geralmente, se situa no intervalo
compreendido entre 300 e 500 ug, dependendo da amostra em questdao. Sendo
assim, as massas de proteina obtidas ao final dos procedimentos de extracéo e
purificacao foram determinadas, exceto para a metodologia C. Neste caso, obteve-
se ao final do processo de extracdo grande quantidade de material insoluvel que,
certamente, ndo era composto apenas por proteinas. Os resultados obtidos para
as demais metodologias sao apresentados na Tabela 1.5.

Tabela 1.5. Massas de proteina extraida por grama de material vegetal, obtidas
apods aplicagdo dos protocolos de extracdo A, B e D. Numero de réplicas
(extracdes): n = 3.

Massa proteica obtida por grama

Protocolo . -1
de material vegetal (ug g™')
A 525 + 33
B 448 + 31
D 484 + 30

Pode-se observar que a massa de proteina obtida ao final dos protocolos
empregados é relativamente baixa, frente a outros protocolos empregados para

extracdo de proteinas em outras matrizes. E interessante mencionar que as
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perdas ao longo do preparo de amostras para materiais vegetais € sempre
elevada, uma vez que os protocolos de extracdo sdo relativamente extensos e
empregam diversas etapas analiticas, tais como precipitacoes e lavagens visando
a eliminagao de interferentes e que acarretam em perdas de analito. Apenas para
ilustrar, a metodologia C, que consistiu na metodologia mais simples empregada
(quando se avalia os reagentes utilizados e as etapas analiticas envolvidas) nao
foi suficiente para eliminacdo de grande parte dos interferentes da amostra.

4.2. Perfis obtidos para os géis de eletroforese

O perfil eletroforético para cada uma das quatro metodologias avaliadas é
apresentado a seguir, sendo também discutidas algumas particularidades relativas

a cada um.

4.2.1. Metodologia A

Neste caso, optou-se por empregar um tampao com concentragéo de SDS
de 1,0% (m/v), o que pode ser considerado como uma concentracao relativamente
elevada deste surfactante quando comparado com os tampdes geralmente
empregados para extracdo de proteinas previamente as separacdes
eletroforéticas. Neste caso, dois fatores devem ser ponderados: elevando a
concentragdo do tensoativo no meio eleva-se a concentracdo de proteinas
solubilizadas, principalmente aquelas com maior carater hidrofébico, tais como as
proteinas de membrana. Em contrapartida, pode existir limitacdo no que se refere
a etapa de focalizagéo isoelétrica, uma vez que o SDS é um surfactante anidnico.
Esta limitacdo existe pois 0 excesso de cargas no meio conduz ao aguecimento

das fitas devido ao efeito Joule (como a focalizacdo ocorre com as fitas imersas
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em Oleo mineral, as mesmas podem sofrer degradacdo do gel imobilizado em
funcdo do aumento da temperatura do 6leo). Mesmo considerando etapas prévias
de precipitacdo, os residuos do surfactante podem inviabilizar a separagdo em
funcéo do ponto isoelétrico das proteinas.

Felizmente, ndo se observou nenhum problema relacionado com o
aquecimento das fitas durante a separagdo em funcado do ponto isoelétrico das
proteinas.

Outro aspecto que deve ser mencionado é o emprego de (3-mercaptoetanol.
Embora este composto apresente menor eficiéncia como agente desnaturante,
quando comparado ao DTT, o mesmo foi utilizado pois sua acao é potencializada
na presenca de SDS.

A Figura 1.2 apresenta um gel obtido apds aplicacdao desta metodologia.
Nela pdde-se detectar a presenca de apenas 41 spots, bem como de uma faixa
escura em torno do ponto isoelétrico 4 que pode ser atribuida a presenca de
interferentes, muito provavelmente compostos fendlicos.

O pequeno numero de spots obtido segue em desencontro as expectativas,
uma vez que a Tabela 1.5 revela que este protocolo apresentou a maior
quantidade de proteinas extraidas. No entanto, algumas consideracées podem
justificar esta questdo. Primeiramente, pode-se mencionar a possibilidade de
existir uma elevada concentracao de proteinas de baixa massa molecular e que
nao estao na faixa de massa molecular para os géis preparados (entre 96,0 e 14,4
kDa). Outra questao consiste no fato de que a presenca de interferentes pode ter
causado limitacoes para a separacao das proteinas, principalmente na etapa de
focalizacao isoelétrica, impedindo, por exemplo, a desagregagao das mesmas no
inicio do procedimento.

26



)

e
W
-«
¢

|
|
|
|
|

i
|
| |

[{(<f
~
=

ean

oy

«Lw- -qL»-'Lw»-...

B
o

"I

Figura 1.2. Perfil do gel de eletroforese obtido apds extracdo de proteinas
empregando a metodologia A. A massa de proteina aplicada no gel foi de 485 pg.

4.2.2. Metodologia B

A metodologia B difere daquela apresentada anteriormente, apenas no
agente precipitante empregado. O gel apresentado na Figura 1.3 representa o
perfil eletroforético obtido para esta metodologia.

Com a utilizacao desta metodologia pdde-se identificar 50 spots proteicos,
ou seja, 0 numero de proteinas extraidas foi praticamente igual aquele observado
com a metodologia A. Observa-se que o0 emprego da mistura 20,0% (m/v) TCA,
0,2% (m/v) DTT em acetona bem como a posterior lavagem do precipitado obtido
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utiizando 0,2% (m/v) DTT em acetona foi mais efetiva para remocdo de

interferentes (a faixa escura ao longo do ponto isoelétrico 4 foi reduzida).
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Figura 1.3. Perfil do gel de eletroforese obtido apds extracdo de proteinas
empregando a metodologia B.

4.2.3. Metodologia C

Embora a metodologia empregando TCA/acetona seja considerada classica
para purificacdo de proteinas e remocao de interferentes em matrizes vegetais
complexas, a mesma nao apresentou resultados satisfatérios. A Figura 1.4
apresenta o perfil eletroforético para a amostra preparada utilizando este
protocolo.

Pode-se observar que, embora a qualidade do gel tenha melhorado sob o
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ponto de vista da eliminacdo de interferentes, ainda existem problemas
relacionados com o arraste de proteinas, que podem ser causados pela presenca
de compostos fendlicos, liguininas, pigmentos em geral, dentre outros, que
causam problemas na separacdo. Isto pode ser observado principalmente na

regidao com massa molar superior a 66 kDa.
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Figura 1.4. Perfil do gel de eletroforese obtido apds extracdo de proteinas
empregando a metodologia C.

Para esta metodologia, pode-se identificar a presenca de 76 spots
proteicos, bem como outras regidées que apresentaram a presenca de proteinas,
mas nao puderam ter os spots definidos devido ao arraste observado.
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4.2.4. Metodologia D

O preparo de amostras empregando extragdo com fenol apresentou o
resultado mostrado na Figura 1.5. Como pode ser observado, com o emprego
desta metodologia aumentou-se a resolugdo, quando comparado aos demais
protocolos avaliados. Ao final, pdde-se identificar a presenca de 244 spots

proteicos.
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Figura 1.5. Perfil do gel de eletroforese obtido apds extracdo de proteinas
empregando a metodologia D.

Algumas consideracdes com relacdo a esta metodologia de extracdo de
proteinas devem ser mencionadas. Inicialmente, no que tange a auséncia de SDS

no tampao extrator para facilitar a solubilizacdo das proteinas. A eliminagédo do
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surfactante neste caso foi possivel devido ao fato da solugcédo extratora apresentar
em sua composicao tioureia bem como compostos ibnicos, tal como KCI [36].
Diferente das proteinas de soja ou amendoim, as proteinas de girassol sao
altamente soluveis em solucbes com altas concentracbes salinas, como
consequéncia do efeito salting-in [29, 36]. Vale ressaltar que a presenca de
compostos idnicos ndao causou problemas com relacdo a focalizacao isoelétrica
das proteinas.

Com relacdo ao fenol, o mesmo contribui de maneira bastante significativa
na solvatacao das proteinas e remo¢dao de compostos interferentes, tal como os
acidos nucleicos presentes nas células do material vegetal. Este efeito é
observado uma vez que o fenol atua como agente dissociante, reduzindo a
agregacao entre proteinas e moléculas interferentes [29, 37]. Além disso, a adi¢cao
de sacarose se faz necessaria para possibilitar a completa formagéo da fase rica
em fenol (fase superior) por meio do controle de densidade das fases.

Uma vez que o pH do meio se apresentava préximo de 7,0, um inibidor de
protease foi utilizado (PMSF) para evitar, ou pelo menos minimizar, a formacéao de
produtos de degradacdo. Esta questdo sera abordada novamente durante a
avaliagao dos dados obtidos por espectrometria de massas.

Por fim, deve-se mencionar que nao foi empregado um reagente
adsorvente de fendis e polifendis tal como a polivinilpirrolidona (PVP). Geralmente,
em amostras vegetais, a presenca destes interferentes se da em grande
quantidade. No entanto, a acao de reagentes adsorventes é mais efetiva quando
se trabalha em baixos valores de pH. Como neste caso empregou-se tampao com
pH proximo a 7,0, sua presenga nao contribui de maneira significativa para

limpeza da amostra.

4.3. Identificacao das proteinas por espectrometria de massas

Considerando que o melhor perfil eletroforético foi obtido para a
metodologia D, partiu-se para a identificacdo de alguns dos spots proteicos. As
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proteinas avaliadas por espectrometria de massas sado indicadas no gel de
eletroforese apresentado na Figura 1.6.

A questao da identificacdo de proteinas de girassol ndo se apresenta como
uma tarefa simples quando comparada, por exemplo, a caracterizacdo de
proteinas de soro humano ou soja, uma vez que 0 género Helianthus nao
apresenta um banco de dados extenso com proteinas caracterizadas. Dados
obtidos a partir do ExXPASy Proteomic Databank [38] fornecem uma lista contendo
apenas 235 entradas ja revisadas para proteinas ou fragmentos de proteinas do
género Helianthus. Assim, a identificacdo, a partir de um gel de eletroforese,
empregando um banco de dados tao restrito, ndo ocorreria de maneira efetiva e,
portanto, ndo justifica o emprego de tempo e recursos financeiros para sua
realizacao.

Assim, optou-se por realizar a identificacdo das proteinas empregando
correlacées por homologia, ou seja, determinou-se a identidade da proteina em
questdo baseando-se em uma proteina com a mesma identidade, mas
pertencente a outro organismo.

Para realizar este tipo de identificacdo foi necessaria a obtencdo de um
banco de dados de genoma para o género Helianthus. Como foi discutido na
secao experimental, trés espécies foram utilizadas (annuus, argophyllus e ciliaris),
ampliando, assim, a possibilidade de correlagdo com os dados experimentais.
Esta compilacdo foi adotada uma vez que bancos de dados de genoma
apresentam, como limitacdo, o fato de serem incompletos. Dependendo das
condicoes de cultivo dos girasséis utilizados (temperatura, caracteristicas do solo,
iluminagdo, umidade), bem como idade da planta, muitos genes apresentam-se
inativos. Assim, quando se realiza a determinacado das sequéncias de mRNA da
planta, ndo se identificam sequéncias referentes as proteinas que nao estado

sendo expressas pelo organismo, o que acaba restringindo as informacdes.
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Figura 1.6. Imagem de um gel de eletroforese bidimensional de poliacrilamida,
obtido por meio do protocolo de extracdo D indicando os 61 spots proteicos que
foram submetidas ao procedimento de digestao triptica descrito no item 2.5 e
posterior analise por espectrometria de massas. As 22 proteinas destacadas em
azul tiveram suas identidades determinadas ao final do procedimento; as proteinas
destacadas em vermelho n&o apresentaram sucesso nas identificacdes.

4.3.1. Buscas em bancos de dados para determinacao da
identidade das proteinas

Apbés a realizacdo dos experimentos de espectrometria de massas
sequencial e obtencédo dos espectros, os dados foram submetidos ao tratamento
empregando o programa Mascot Distiller. Este programa possibilita facilitar a
deteccdo dos picos correspondentes aos peptideos por meio da correlagao de

uma distribuicdo isotépica ideal que seja coerente com os dados experimentais.
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Um exemplo consiste na possibilidade de diferenciar com, mais clareza, um sinal
do ruido do equipamento, quando se tem picos com baixas intensidades. Assim,
com a utilizacdo do programa, tem-se facilitado o posterior tratamento dos dados.
Para realizar a busca por homologia, duas rotas distintas foram
empregadas, como pode ser observado no diagrama apresentado na Figura 1.7,

sendo que ambas as rotas deveriam convergir para um resultado em comum.

Tratamento dos espectros
de MS/MS, via Mascot Distiller

A 4 v
Busca dos peptideos identificados Busca dos peptideos identificados
em banco de dados de genoma de em banco de dados de proteinas,
Helianthus, via Mascot via Mascot
p v . Proteina de girassol
~ N i ifi ?
Converséo da sequéncia génica identificada’ Sim
em sequéncias de aminoacidos
\
Nao
v A 4
.\ ) - .
Emprego da sequéncia de Inser¢éao da sequéncia de
aminoacidos encontrada para aminoacidos da proteina
correlagdo com uma proteina encontrada (de outro
homéloga, via Blast organismo) e busca no banco
. 4 de proteinas Blast

Proteina homdloga a do girassol
encontrada.
Esta proteina deve ser a mesma
para ambas as buscas

\4

[ Identidade conhecida }

Figura 1.7. Diagrama apresentando as sequéncias de busca para as duas rotas
empregadas na identificacao das proteinas separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida.
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Na primeira delas realizava-se uma busca utilizando o banco de dados do
genoma, que foi compilado para girassol. Como exemplo, a sequéncia para
tratamento de dados da proteina identificada no spot 6 sera apresentada.

Primeiramente, realizou-se a obtencdo dos espectros de fingerprinting, ou
seja, caracterizaram-se 0s peptideos obtidos apés a digestdo triptica das
proteinas. A Figura 1.8 apresenta o referido espectro para o spot 6.
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Figura 1.8. Espectro de fingerprinting obtido a partir do material digerido com
tripsina para a proteina indicada no spot 6. As setas mostram os peptideos
identificados que possibilitaram a caracterizacado da proteina.

Experimentalmente, o equipamento de MALDI-Q-TOF coleta os dados para
gerar o espectro de fingerprinting e, logo em seguida, o préprio equipamento
define quais sinais apresentam a maior intensidade (geralmente seleciona-se de 7
a 10 sinais). Para as raz6es m/z selecionadas, realiza-se a fragmentacao dos
peptideos utilizando argbnio, e determinam-se os aminoacidos que os compdem.
Neste caso, a caracterizagao de apenas 3 peptideos (m/z 1058,6; 1338,7; 1719,0)
foi suficiente para determinacgéo da identidade da proteina. A Tabela 1.6 apresenta
as sequéncias identificadas.

A partir dos peptideos obtidos, pode-se determinar as sequéncias génicas
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correspondentes. Mesmo considerando o fato de que o codigo genético é
degenerado, existe uma maior probabilidade de que as sequéncias apresentadas
tenham sido originadas a partir de codons especificos. Assim, as trés sequéncias
apresentadas na Tabela 1.6 relacionam-se com a sequéncia génica apresentada
na Tabela 1.7.

Tabela 1.6. Sequéncias de peptideos identificados e suas respectivas massas
molares experimentais, massas moleculares experimentais e teéricas e variacao
entre as massas moleculares experimentais e tedricas.

Massa molar Massa Massa

experimental molecular molecular Variacao Sequéncia do peptideo

(Da) experimental tedrica
1058,6169 1057,6096 1057,5921 0,0176 R.VPVFLDGGVR.R
1338,6636 1337,6563 1337,6364 0,0199 R.DHIVTEWDAPR.A

1718,9855 1717,9782 1717,9587 0,0195 R.LAIQAGAAGIIVSNHGAR.Q

Tabela 1.7. Sequéncia génica obtida a partir dos dados experimentais para o spot
namero 6.

Cddigo da s L
o Descricao Sequéncia génica
sequéncia

GAAGAACTTTGAGGGCTTGGACCTTGGCAAGATGGATGAAGCTAATGA

EST TTCTGGTTTAGCTTCTTATGTTGCTGGTCAGATCGACCGCACTTTGAGC

TGGAAGGACGTGAAGTGGCTGCAAACAATCACCACGATGCCAATCCTC

DHOAB43ZC11 GTGAAGGGTGTGATCACTGCTGAGGACACAAGGTTAGCTATTCAAGCT

RM{ HaDevR{ GGAGCAGCAGGTATTATTGTTTCCAACCACGGAGCCCGCCAGCTGGAT

abev TATGTTCCTGCCACCATCATGGCATTGGAAGAGGTTGTGAAAGCGGCA

Helianthus CAAGGCCGTGTTCCCGTGTTCTTAGATGGTGGTGTTCGCCGTGGAACT

. GATGTGTTCAAGGCGCTGGCTCTTGGAGCTTCTGGCATATTTATTGGGC

gi[32530022  annuus cDNA GACCCGTAGTGTTTTCATTGGCTGCTGAAGGAGAAGCCGGAGTGAGAA

clone AAGTACTCCAGATGTTACGCGATGAATTCGAGCTAACCATGGCACTAAG

HaDevR143C{1 [GGCTGTACCTCGCTCAGTGAGATTACTCGCGACCATATTGTGACTGAG

TGGGATGCACCCCGGGCTCGTCCTGGACCAAGGTTATAAACCAAAACA

, MRNA TGATATCGTTGCGACCAACTCGACTTTTAATCGCAAAATATAACATGTAC

CTTGTGTTATGGNTGCCAAACTTGTATTGGTTCCTTGGATAATGTTCGTT

TCTGAATGATAAGCTGCCTGAATGTATAATTTTTAAATGTCCATTGCCTT
GCATATAAAAAAAANATAAAAAATC

sequence
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Realiza-se, entdo, uma busca nos servidores do Blastp [35] e obtém-se
uma lista com proteinas que apresentam alta relacdo de homologia com a
sequéncia génica fornecida. Dentre as sequéncias, tem-se a entrada
ref[NP_188059.1| referente a uma glicolato oxidase de Arabidopsis Thaliana. A
Figura 1.9 apresenta um resultado extraido do Blast, que realiza um comparativo
entre a sequéncia fornecida (Tabela 1.7), convertida em aminoacidos (Query) e a
sequéncia de Arabidopsis Thaliana presente no banco de dados (sbjct). As linhas
indicadas por setas vermelhas apresentam um comparativo entre as duas

sequéncias.

Query 2 KNFEGLDLGKMDEANDSGLASYVAGQIDRTL SWKDVEKWLOTITIMPILVKGVITAEDTRL, 181
. — KNFEGLDLGKMDEANDSGLASYVAGQIDRTLSWKDH+WLQTIT MPILVEGY+T ED R+
Sbjct 181 KNFEGLDLGKMDEANDSGLASYWVAGQIDRTLSWKDIOWLOQTITNMPILVKGVLTGEDARI 240

qQuery 182 AIQAGAAGIIVSNHGARQLDYVPATIMALEEVVKAAQGRVPVFLDGGVRRGTDVFKALAL 361
— AIQAGAAGIIVSNHGARQLDYVPATI ALEEVVKA QGRVPVFLDGGVRRGTDVFKALAL

Sbj[t 241 ATQAGAAGITVSMHGARQLDYVPATISALEEVVEATQGRVPVFLDGGVRRGTDVFEALAL 300

qQuery 362 GASGIFIGRPVVFSLAAEGEAGVREVLOMLRDEFELTMALSGCTSLSEITRDHIVTEWDA 541
—p GASGIFIGRPVVF+LAAEGEAGVHEVLOMLRDEFELTMALSGC SLSEITR+HIVTEWD

Sbj[t 301 GASGIFIGRPVVFALAAEGEAGVEKVLOMLRDEFELTMALSGCRSLSEITRNHIVTEWDT 360

Query 542 PRARP 556

— PR _P
Sbjct 361 PRHLE 365

Figura 1.9. Comparativo entre a sequéncia de aminoacidos de girassol fornecida
(Query) e a sequéncia de Arabidopsis Thaliana que apresenta homologia com a
proteina alvo de estudo (sbjct). As linhas indicadas por setas vermelhas
representam os aminoacidos coincidentes entre as duas sequéncias. Os sinais (+)
(mostrado pela seta azul) indicam alteragdes/variacbes comuns que podem
ocorrer nas sequéncias. As lacunas (indicadas pela seta verde) exibem as
alteracoes / diferencas propriamente ditas entre as sequéncias.

Pode-se observar que as duas sequéncias apresentam uma relacao de
homologia de 95%. Além disso, nota-se outro fato interessante: as trés sequéncias
de peptideos identificadas experimentalmente ndo constam na sequéncia
apresentada na Figura 1.9. Isto se deve a um parametro denominado frame.
Como os aminodacidos sao codificados a partir de uma sequéncia de 3 &cidos
nucleicos (cédons), pode-se ter inicio a sintese de uma proteina a partir de 6
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posicoes distintas na fita de DNA. Neste caso, o banco de dados Blast forneceu
uma sequéncia que parte do aminoacido de numero 2 para dar inicio a sintese da
proteina (frame +2). Por isso, faz-se necessario confirmar se realmente este dado
obtido tem consisténcia. Assim, parte-se para a segunda etapa do tratamento de
dados.

Na segunda etapa, utiliza-se novamente o programa Mascot para realizar
uma nova busca, mas agora empregando o banco de dados de proteinas NCBI.
Este modelo de busca é empregado para organismos que apresentam um grande
namero de entradas de proteinas em banco de dados. Caso o girassol apresente
alguma proteina catalogada em bancos de dados ela ira retornar uma resposta
positiva nesta etapa da busca. Caso contrario, o programa ira correlacionar os
dados obtidos com uma proteina de outro organismo, desde que 0sS mesmos
apresentem qualidade ou niumero de peptideos suficientes para tal.

No caso da proteina do spot 6, para a segunda etapa da busca, o
tratamento de dados aponta que ela consiste em uma glicolato oxidase de
Arabidopsis Thaliana com numero de entrada ref|[NP_188059.1|, a mesma
proteina obtida na primeira etapa. Logicamente, no gel de eletroforese nao havia
proteinas de Arabidopsis Thaliana, muito menos uma contaminacao com proteinas
desta espécie. O que ocorre é o fato desta proteina apresentar elevada homologia
com a proteina de girassol, o que foi confirmado na primeira etapa da busca.

Por fim, compara-se no gel de eletroforese a massa experimental do spot
com a massa teo6rica da proteina de Arabidopsis Thaliana. Neste caso, o
tratamento de imagens do gel de eletroforese estima que a proteina apresenta
massa de 45 kDa, enquanto a proteina de Arabidopsis Thaliana, obtida ap6s o
tratamento dos dados tem massa de 41,3 kDa, o que indica uma variagao de ca.
8% entre as massas tedrica e experimental. Este valor é aceitavel considerando a
precisao da técnica de eletroforese em gel.

Vale ressaltar que a sequéncia completa da proteina ndo é determinada,
mas pode-se conhecer a identidade da mesma, bem como, ter uma comprovacao

experimental de que esta proteina é, realmente, expressa em girassol.
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Para os demais spots o tratamento realizado seguiu a mesma sequéncia
apresentada. As proteinas identificadas sao apresentadas na Tabela 1.8.
Observa-se que as entradas destacadas em negrito ndo constam no banco de
dados ExPASy (nem mesmo como uma proteina ndo revisada ou como
fragmento). As entradas que apresentam indicado Helianthus annuus como
género e espécie de homologia indicam que a proteina foi diretamente localizada
em bancos de dados, utilizando a busca via NCBI. Além disso, sao fornecidos os
cédigos de acesso para a proteina homaéloga, que pode ser acessado via ExPASy
[39], as massas molares experimentais e estimadas (baseando-se na proteina
homéloga), além da porcentagem de cobertura dos peptideos.

Com relacao ao parametro porcentagem de cobertura, pode-se observar
que ele variou de 7 a 29%. Cabe ressaltar que altos valores de cobertura nao
resultam, necessariamente, em sucesso para caracterizacdo. Para uma proteina
de baixa massa molar, por exemplo, a porcentagem de cobertura tende a ser
maior. Além disso, pode-se obter um alto valor de cobertura, mas que engloba
peptideos comuns a diversas classes de proteinas, o que torna dificil a anélise por
parte dos algoritmos computacionais.

Os spots nao listados na Tabela 1.8 resultaram em resultados
inconclusivos, seja por limitacbes durante os procedimentos experimentais (que
envolvem possiveis contaminagdes ao longo das etapas analiticas envolvidas,
digestdo enzimatica ineficiente devido a composicao dos aminoacidos, gerando
peptideos com razdes m/z acima de 3000 Da) ou durante o tratamento de dados
(auséncia de um banco de dados de proteinas / sequencias génicas). Vale
ressaltar que se pbde identificar 36% de todas as proteinas avaliadas o que € um
numero expressivo para técnica de MALDI, ainda mais considerando a auséncia
de um banco de dados.

Algumas consideracdes serao feitas para alguns spots em particular. Pode-
se observar que alguns representam produtos de degradacado que foram formados
durante os procedimentos de preparo das amostras, que incluem os spots 48, 52 e
59 (Figura 1.6). Tais proteinas apresentaram massas molares experimentais
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inferiores aquelas fornecidas pelas proteinas presentes em bancos de dados.
Particularizando o spot 59, este pode representar um produto de degradacao da
proteina presente no spot 55.

Por fim, a proteina identificada com o numero 60 (indicada em azul na
Figura 1.6) foi caracterizada como uma subunidade o de ATP sintase de
Helianthus annuus (numero de acesso ABD47140), ou seja, uma proteina de
girassol que ja consta em banco de dados. Mesmo assim, ela foi considerada nao
identificada, pois sua massa molar experimental era 31% superior a massa teorica
obtida, o que ndo é coerente. Nesta Tese consideraram-se aceitaveis variagoes de

massa molar experimentais até 10% superiores aos valores tedricos obtidos.

5. CONCLUSOES PARCIAIS

Péde-se observar que alteracdes nos protocolos de extracao influenciam de
maneira significativa os resultados obtidos ao final da separagdo de proteinas
empregando a técnica de eletroforese em gel. Os principais problemas
enfrentados para a amostra em questao relacionam-se com a solubilizagdo das
proteinas nos tampdes de extracdo empregados, as perdas ao longo das diversas
etapas analiticas, principalmente nas etapas de precipitacdo e a questdo da
eliminacao de interferentes que impedem a separacado adequada das proteinas na
matriz de poliacrilamida.

Mais especificamente sobre a presenca de interferentes, péde-se observar
que aplicacao da extragao utilizando fenol foi aquela que apresentou melhores
resultados. Este fato apresenta-se em concordancia com diversos trabalhos [31],
onde a aplicacao de protocolos semelhantes para folhas de outras plantas resulta
em géis de eletroforese de alta qualidade. Isto vem comprovar a eficiéncia da
aplicagédo do fenol para remogéo de interferentes, principalmente no sentido de
eliminar problemas de agregacao entre proteinas e interferentes, que podem

incluir pigmentos, lignina, acidos nucleicos, dentre outros.
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Tabela 1.8. Spofs identificados e correlacbes com as proteinas que apresentaram relacdo de homologia. As
definicbes das proteinas foram mantidas em lingua inglesa. Resultados destacados em negrito indicam proteinas
que nao estao descritas no banco de dados utilizado para busca.

Proteina homoéloga
9 Massa molar Cobertura

Massa :
0 L R L. experimental de
N¢ spot Definicao Género e Codigo de molar estimada  peptideos
espécie acesso prevista (kDa) (%)
(kDa)
2 Putative alanine aminotransferase Vitis labrusca CAO16115 53 56 10
5 Glicolato oxidase Glycine max CA063570 41 45 13
6 Glycolate oxidase Arabidopsis NP_188059 42 44 18
thaliana
18 Phosphoglycerate kinase Nicotiana Q42961 50 47 20
tabacum
19 Unnamed protein product Vitis vinifera CAO17011 42 42 24
20 ATP synthase beta subunit Protea cynaroides = ABO43930 53 59 14
25 N-glyceraldehyde-zj Arab/q'opSIs BAA97552 39 33 15
phosphotransferase-like thaliana
26 Unnamed protein product Vitis vinifera CAO15661 28 26 13
28 Ribulose-phosphate-epimerase Solanum CAA90426 31 26 7
tuberosum
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Tabela 1.8. Continuag&o.

30

31

33

38

39

45

46

48

52

53

54

55

59

Triose phosphate isomerase
cytosolic isoform-like

Triose-phosphate isomerase

Triose-phosphate isomerase

Ribulose bisphosphate carboxylase /

RuBisCo
Nucleoside diphosphate kinase

Cu/Zn superoxide dismutase
precursor

Cu/Zn superoxide dismutase
precursor

Thioredoxin peroxidase

Oxygen evolving complex 33 kDa
photosystem Il protein

Putative peroxidase
Putative peroxidase
Chloroplast heat shock protein

Chloroplast heat shock protein

Solanum
tuberosum
Arabidopsis
thaliana
Arabidopsis
thaliana
Helianthus
annuus
Helianthus
annuus
Helianthus
annuus
Helianthus
annuus
Nicotiana
tabacum
Nicotiana
tabacum

Zinnia elegans
Zinnia elegans
Ipomonea nil

Ipomonea nil

ABB02628
NP_179713
AAF70259
P08705
Q96559
CAH06449
CAH06449
CAC84143
AAP03871
CAI54299
CAI54300
ABZ04080

ABZ04080

33

32

20

16

20

20

29

35

34

34

74

74

27

24

34

15

15

18

19

22

28

31

37

77

50

13

13

10

11

29

18

20

26

18

18

42



Vale ressaltar que alteragdes gerais no perfil eletroforético sdo esperadas
quando da substituicdo das amostras utilizadas neste capitulo, apenas para
otimizacdo da metodologia de extracdo, pelas amostras obtidas a partir das
plantas cultivadas e que serao discutidas no segundo capitulo desta Tese. Neste
sentido, o fato que deve ser ressaltado consiste na obtencdo de uma metodologia
adequada para a separacao das proteinas, deixando-as livres de interferentes.

Por fim, foi possivel a caracterizacdo de 22 proteinas (totalizando 36% do
total de spots avaliados), o que pode ser considerado um numero bastante
interessante, principalmente levando em consideragdo o fato de n&o existir um
banco de dados de proteinas para girassol. Além disso, dentre as proteinas
identificadas, 12 entradas foram reportadas pela primeira vez ao nivel proteico
para o género Helianthus [40], tendo como base o banco de dados ExPASy [38].
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Capitulo 2

Plantio dos girassois e estudo ionomico.
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1. OBJETIVO

O objetivo deste segundo capitulo consistiu no desenvolvimento de um
estudo para avaliar a composicdo e concentracdo de diversos ions com
importancia na nutricdo do vegetal (estudo iondmico) em girassois irrigados com
zinco ou selénio, além de correlacionar os resultados obtidos com possiveis

alteragdes no metabolismo das plantas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A importancia do girassol para a economia brasileira

O agroneg6cio possui papel fundamental para o desenvolvimento da
economia brasileira influenciando direta ou indiretamente em diferentes atividades
e segmentos. Observa-se que varios complexos agroindustriais destacam-se no
pais, tal como o da soja e o de carnes e sao tratados pelo governo como pecas
chave para o bom desempenho da economia nacional. No entanto, outras culturas
apresentam-se pouco exploradas, mesmo exibindo um grande potencial para
geragédo de riqueza, devido, principalmente, a limitagdes econémicas, sociais e
tecnologicas apresentadas pelo Brasil. Dentre estas culturas, pode-se citar o
girassol, uma oleaginosa que no ano de 2004 teve uma area de 94000 hectares
plantados no pais e que representou 0,4% do valor relativo a area cultivada de
soja [1].

Assim, devido a politica energética nacional adotada pelo governo
brasileiro, o girassol apresenta-se englobado como uma das culturas estratégicas
para alavancar a producdao de biocombustiveis, juntamente com outras
oleaginosas, tais como soja, milho, amendoim, algodao, canola, mamona, palma,
dentre outras, sendo que o investimento previsto para produgao destes cultivares
no ano de 2013 pode chegar a 1,5 bilhdo de délares [1]. O governo brasileiro
estuda desenvolver cadeias produtivas desta cultura nos estados das regides sul e
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sudeste devido ao clima mais adequado para o bom desenvolvimento da planta
[2], incentivando intensificar sua produgédo, processamento e consumo dos
principais derivados.

No estado de Sao Paulo, a cultura pode se apresentar como uma
alternativa interessante, sob o ponto de vista financeiro, para plantio em areas de
reforma de canaviais, desde que realizada a semeadura dos girassois entre os
meses de outubro e novembro para possibilitar a colheita até a segunda quinzena
de fevereiro, seguido do plantio da cana-de-acucar [3]. Vale ressaltar que a
rotacdo de culturas utilizando girassol apresentou-se como um procedimento
interessante para reduzir a incidéncia de pragas e ervas daninha nas culturas [4].

A planta apresenta diferentes finalidades além da aplicagdo como matéria-
prima para producao de combustiveis alternativos aqueles de origem fossil. Pode-
se citar o emprego na culindria (producdo de éleo de cozinha, margarina, base
para temperos), para lubrificacdo de motores e também para geracao de energia
[2].

O 6leo de girassol, produzido a partir da prensagem das sementes, é
denominado 6leo virgem e proporciona um rendimento que varia entre 0,5 a 1,9
tonelada de éleo por hectare plantado [2], valor superior aquele obtido para a soja,
por exemplo, situado entre 0,2 e 0,4 tonelada por hectare plantado. No inicio de
2000 a cultura apresentou-se como a quinta maior fonte de 6leo vegetal no mundo
[3]. Dentre as caracteristicas apresentadas pelo 6leo utilizado para fins de
alimentacdo humana, destaca-se o alto teor do acido linoleico, um acido graxo
considerado essencial, ou seja, que ndo pode ser sintetizado pelo organismo
humano, e que corresponde a 60% do todos os acidos graxos que compdem a
mistura [1]. O Oleo de girassol também pode ser extraido a partir da torta
resultante da prensagem das sementes. Neste caso, estima-se que o
desenvolvimento de pesquisa no Brasil para extracao deste produto podera
resultar em reducéo de 20% no custo da producao de biodiesel [4].

A semente da planta também apresenta importancia na nutricdo animal

sendo utilizada como suplemento proteico na forma de farelo. Embora a cultura

50



mais empregada para este fim no Brasil seja a soja, devido a maior
disponibilidade, o girassol fornece material considerado de boa qualidade, desde
que excluida a casca das sementes, com a vantagem de nao apresentar nenhum
tipo de toxina, tal como a aflatoxina encontrada nas sementes de amendoim ou a
ricina observada na mamona [3].

Outros tipos de aplicacdo também podem ser mencionados, tal como o
consumo dos seus frutos aquénios in natura ou na alimentacdo de aves, a
aplicacao das flores para ornamentacdo [3] e a utilizacdo das plantas em
processos de fitorremediagdo devido a resisténcia frente a contaminacao com ions

metalicos [5, 6].

2.2. Caracteristicas das sementes empregadas

As sementes empregadas nesta Tese consistiam em uma variedade
melhorada geneticamente produzida pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC)
denominada IAC larama. Dentre as caracteristicas da variedade pode-se citar o
desenvolvimento rapido (85 a 95 dias), com alto teor de 6leo nas sementes (ca.

42%). A Tabela 2.1 resume outras informagdes relacionadas com o cultivar.

Tabela 2.1. Caracteristicas das sementes de girassol empregadas nesta Tese [7].

Nome comum Girassol variedade
Espécie, cultivar, familia Cultvar IAG larama
Nome cientifico Helianthus annuus
Familia Composta
Massa Verde (t/ha) 20 a 30
Massa Seca (t/ha) 4ab
Caracteristicas da espécie N (kg/ha) Nao fixa N
Altura (m) 1,4a1,8
Habito de crescimento Arbustivo ereto
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Tabela 2.1. Continuag&o.

Ciclo até o florescimento

_ 45 a 55
(dias)
Peso de 1000 sementes (g) 60
Profundidade (cm) 2a3
Outubro a
Semeadura , Ideal
Epoca novembro
Possivel Outubro a margo
Germinacéao
, Padrées 80
Qualidade da semente o (%)
minimos
Pureza (%) 98

2.3. Nutricao vegetal

Uma caracteristica marcante dos organismos vivos, em especial das células
que os compde, relaciona-se com a capacidade apresentada pelas mesmas em
captar substancias do meio ambiente para sintese de componentes celulares ou
emprego como fonte de energia. O fornecimento e a absorcdo destas substancias
pelos organismos recebe a denominagao de nutricdo, enquanto que os compostos
fornecidos aos organismos sdo chamados de nutrientes [8].

Para plantas, os nutrientes apresentam como caracteristica comum o fato
de serem todos compostos inorganicos, sendo que 0s mesmos podem ser
divididos em duas classes principais [9]. A primeira delas engloba os
macronutrientes, tal como o carbono, oxigénio magnésio, calcio, enxofre e
potassio, por exemplo. A excecdo do carbono e oxigénio, todos sdo obtidos pelas
plantas a partir do solo e se encontram em concentragbes superiores a 0,1%
(m/m) nos tecidos das plantas, considerando massa seca [10]. De maneira geral,
0s macronutrientes sdo encontrados no solo associados a uma fracao organica,
ou na forma de compostos inorganicos com estruturas relativamente complexas

para serem absorvidos pelas plantas. Neste sentido, tais elementos devem ser
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convertidos as suas respectivas formas ibnicas para possibilitar a captacao pelas
raizes [11].

O segundo grupo compreende os nutrientes presentes em menores
concentragdes nos tecidos vegetais (geralmente abaixo de 100 mg kg™ tal como
cobre, boro e zinco. Estes elementos sdo denominados micronutrientes e
desempenham papel fundamental com relacdo a resisténcia dos vegetais a
doencas. Neste caso, o controle na captacdo dos micronutrientes por parte do
vegetal consiste em um fator de extrema importancia para garantir a adaptacao do
organismo as condigdes do solo, evitando sua falta ou excesso. [11, 12].

Além da classificacdo apresentada, os macro e micronutrientes podem ser
divididos em essenciais e ndo essenciais. Para ser definido como essencial um
elemento deve atender aos seguintes critérios basicos: em caso de deficiéncia no
metabolismo do vegetal ndo existira um elemento substituto; a sua deficiéncia
inviabiliza o desenvolvimento da planta; e o elemento deve apresentar-se
envolvido diretamente na nutricado do vegetal, constituindo uma molécula essencial
para o metabolismo da planta, como, por exemplo, 0 magnésio que constitui a
clorofila, ou o cobre que atua no sitio ativo de diferentes proteinas. Assim, dentre
os elementos estudados neste trabalho, o zinco é considerado um micronutriente
essencial para o desenvolvimento das plantas superiores, como é o caso do
girassol, atuando em sitios ativos de diferentes enzimas, viabilizando a
manutenc¢do do metabolismo [11]. Ja o selénio também é caracterizado como um
micronutriente essencial para o desenvolvimento da espécie em questéo,

participando da composicao de algumas proteinas especificas [13].

2.4. O selénio no metabolismo vegetal

Pelo fato de se apresentar como um micronutriente essencial, a
concentracdo de selénio nos vegetais superiores deve ser rigorosamente

controlada pelo metabolismo da planta. Assim, devem existir mecanismos para
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controlar a absorgcéao deste nutriente, bem como garantir sua eliminagéao efetiva no
caso de contaminagao [14].

Nos solos, observa-se predominantemente a existéncia de duas espécies
de selénio que podem ser absorvidas pelas plantas: os ions selenato, predominam
em relagdo aos ion selenito em terrenos com maiores potenciais redox e valores
de pH mais elevados [14]. No caso dos ions selenato, estes apresentam o
mecanismo de incorporacao pelas plantas amplamente conhecido pela literatura.
Neste caso, a absorcdo se da por meio dos transportadores de ions sulfato
localizados na membrana plasmatica das células das raizes das plantas. Apds
absorvidos, os ions sao, entao, conduzidos sob a forma de selenato até as partes
superiores da planta [15, 16].

Ja para os ions selenito, os mecanismos de absorcdo pelos vegetais
apresentam-se muito mais complexos e ainda nao foram completamente
elucidados. Ndo se sabe se tais ions sdo absorvidos pelas plantas por difuséo,
hipotese sustentada ha mais tempo na literatura, ou se a absorgcao se da por meio
da utilizacdo dos transportadores de ions fosfato, também localizados na
membrana plasmatica celular [17]. Sabe-se, no entanto, que a absorcdo de ions
selenito ocorre e conduz a metabolizagdo de ions selenato, que apresentam maior
mobilidade, e tornam possivel o transporte do selénio até as partes aéreas da
planta [14].

Nas folhas, o selénio € metabolizado e convertido a outras formas quimicas,
principalmente compostos volateis tais como o dimetilseleneto e dimetildiseleneto,
para possibilitar a eliminacao do excedente por meio da transpiragéo foliar e evitar
a incorporagao as proteinas, como pode ser observado na ilustragdo da Figura
2.1.

Contudo, muitas vezes, tal estratégia ndo é efetiva para eliminar todo o
selénio que causa a contaminagdo em uma planta. Assim, muitos organismos nao
conseguem evitar a sintese de selenoproteinas, formadas a partir de
selenometioninas produzidas pela substituicao aleatéria do atomo de enxofre que

compbe tais aminoacidos [18]. Desta forma, outra estratégia para minimizar os
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efeitos adversos do selénio no metabolismo consiste na “passivacao” deste
elemento na planta por meio da modificacdo quimica dos selenoaminoacidos
sintetizados. Muitas plantas desenvolveram a capacidade de modificar
quimicamente tais aminoacidos evitando a incorporacdo dos mesmos a estrutura
primaria de proteinas, explorando, por exemplo, a metilacdo destas estruturas,
como no caso da mostarda negra (Brassica nigra) [19]. Assim, a insercao de
grupos metil em selenometioninas e selenocisteinas também consiste em uma
estratégia que evita a incorporagdo do selénio em proteinas e reduz os danos ao
organismo [14].

Eliminag¢do de compostos
volateis

Captacdo de Se

Translocagdo de Se

Figura 2.1. Estratégias adotadas pelas plantas para evitar os efeitos toxicos
causados pela contaminacao por selénio.

Observa-se, entao, que uma planta tolerante ao selénio ndo sera aquela
que apresenta a capacidade de evitar a absorcdo do elemento no solo, até por

que o vegetal ndo conseguira evitar este processo. O organismo tolerante sera
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aquele que apresentar a capacidade de eliminar, com maior eficiéncia, o selénio
absorvido e, principalmente, minimizar a incorporagédo deste elemento de maneira
descontrolada na estrutura primaria de proteinas.

Neste sentido, o girassol se apresenta como uma planta interessante para o
estudo proposto, uma vez que pode ser classificado como uma espécie indicadora
da contaminacao por selénio, ou seja, a espécie apresenta relativa resisténcia a
contaminacdo moderada causada por este elemento, mas por outro lado sofre
com os efeitos adversos quando submetidas a concentragdes elevadas. Outras
espécies, tal como a soja (Glicine max) podem ser consideradas como nao-
acumuladoras, apresentando o desenvolvimento prejudicado mediante pequenas
elevacoes no teor de selénio no solo. Ja para um terceiro grupo de plantas,
consideradas tolerantes, o selénio ndo causa problemas para o bom
desenvolvimento do vegetal, como é o caso de algumas espécies do género
Astragalus. Tais plantas podem suportar concentragdes situadas entre 20 e 40 mg

g de Se no solo [19].

2.5. O metabolismo do zinco: captacao e translocacao

O zinco é captado pelas plantas na forma de Zn®** e ainda hoje nao se tem
consenso sob a forma como ela se da: por difusdo ou mediada por
transportadores especificos. Acredita-se que ambos atuam na captacdao deste
elemento nas plantas com consumo de ATP em ambas [20].

Diversos fatores podem conduzir a inibicdo na captacdo de zinco. Baixas
temperaturas e inibidores metabdlicos podem ser considerados. No entanto, a
literatura reporta de longa data [21] a influéncia de fons Cu®* como responsaveis
por inibir, de maneira significativa, a captacao de zinco em cana de agucar,
provavelmente pelo fato dos ions competirem pelo mesmo sistema de captagao.

Efeitos de supressao na captagao de zinco na presenca de metais alcalinos
terrosos, sob uma ampla faixa de concentragcbes, também podem ser observados.
De maneira geral, os efeitos tornam-se mais acentuados na presenca de ions
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Mg®* do que quando comparado aos demais fons da mesma familia, tais como
Ca*", Sr** e Ba** [20].

Nao se pode deixar de mencionar o fato de que ndao s6 a presenca de
metais pode causar inibicdo na captacdo de zinco. A presenca de micorrizas
arbusculares associadas mutualisticamente as raizes das plantas também
contribui para regular a captagdo deste nutriente, fazendo com que as plantas
estejam mais preparadas para enfrentar condicbes adversas do meio em que se
encontram, como pode ser observado no trabalho desenvolvido por Andrade et al.
[22]. Os autores avaliaram a influéncia da micorriza em feijdes cultivados na
presenca de zinco e puderam observar maior tolerancia nas plantas onde o fungo
estava presente.

De modo geral, para a maioria das espécies, concentracbes de zinco
abaixo de 10 — 15 ug de zinco / g de matéria seca sao indicativo da deficiéncia
deste elemento, enquanto concentragdes na faixa de 20 — 100 pg de zinco / g de

matéria seca podem ser consideradas como niveis normais para uma planta [20].

2.6. A importancia dos estudos ionémicos aplicados as plantas,

com foco na nutricao humana

A deficiéncia de micronutrientes na nutricdo humana aparece como um
grave problema de saude publica que afeta mais de dois bilhdes de pessoas em
todo o mundo, segundo dados da Organizacao Mundial de Saude [23, 24]. Tal
questdo tem chamado a atencao de diferentes organizacées no sentido de buscar
solugdes ou minimizar toda a problematica causada pela desnutricao.

Diferentes alternativas sado apresentadas no sentido de minimizar tal
problema. Dentre as mais empregadas destaca-se o procedimento de fortificacdo
dos alimentos, onde o nutriente € adicionado em propor¢cao adequada para suprir
as necessidades do consumo humano [25]. Pode-se citar a adicdo de iodo ao sal

de cozinha como exemplo tipico. No entanto, para outros elementos, como o ferro,
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este procedimento apresenta dificuldades para ser adotado devido a rapida
oxidagao do elemento.

Assim, devem ser exploradas solucdes alternativas para obtencdo dos
resultados almejados. O emprego da biofortificacdo, que consiste na adicdo do
nutriente ao longo do crescimento do vegetal, apresenta-se como uma alternativa
de baixo custo e bastante efetiva para elevar o teor de minerais em plantas [26].
No entanto, para que se tenha a producao de cultivares cada vez mais eficientes e
com teores de minerais adequados para consumo humano deve-se compreender
0s mecanismos pelos quais as plantas absorvem tais nutrientes, bem como
identificar possiveis alteracbes na composicdo dos demais elementos que
constituem o vegetal [27].

Para que este objetivo seja alcancado, deve-se compreender, de maneira
bastante clara, os processos que ocorrem em plantas em nivel fisiolégico. No
entanto, muitos processos ainda sdo desconhecidos pela biologia, pois ndo ha
muita pesquisa em nivel molecular, o que dificulta o entendimento dos fenémenos
observados, gerando limitacbes para o desenvolvimento de culturas mais
eficientes sob o ponto de vista nutricional e, por que ndo, mais rentaveis. Neste
sentido, os estudos ionébmicos podem se apresentar como a ligacdo entre os
fenbmenos observados em nivel fisiologico e aqueles que ocorrem em nivel
molecular, facilitando a compreenséo do processo global [27, 28].

O exemplo discutido da nutrigdo humana ndo se caracteriza como 0 unico
onde os estudos ionémicos sao relevantes. Pesquisas que visam o aumento da
produgcdo com o desenvolvimento de culturas de maior qualidade também
apresentam aplicabilidade para tais estudos [27]. Pode-se destacar o
desenvolvimento de culturas mais eficientes aplicadas na produgdo de
biocombustiveis, de plantas mais tolerantes as mudancas climaticas e, até
mesmo, em organismos vegetais utilizados em processos de fitorremediacao [29,
30].
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3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1. Preparo das solucoes, padroes e limpeza dos materiais

Todas as solu¢des e decomposicoes de amostras realizadas neste capitulo
foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico, acido nitrico (Merck,
Darmstadt, Alemanha) sub-destilado, bem como agua deionizada (> 18,2 MQ cm),
obtida a partir de um sistema de purificagdo de agua Milli-Q (Millipore, Bedford,
USA).

Para realizagcdo das quantificacdes dos diferentes elementos por ICP-MS
empregou-se tubos de polipropileno para reduzir possiveis problemas
relacionados com contaminacdo, sendo as solugdes preparadas em capela de
fluxo laminar.

Ap6s o uso, todos os materiais foram lavados com &agua e detergente
(Triton® X-100) e colocados em banho acido (4cido nitrico 10% v/v), sendo
mantidos nesta solu¢do por, no minimo, 8 horas. Posteriormente, eram lavados
utiizando éagua deionizada e secos em estufa, a excegcdo dos materiais

volumétricos que eram secos a temperatura ambiente.
3.2. Cultivo dos girassois

Os girasséis foram cultivados em casa de vegetacdo do departamento de
fisiologia vegetal do Instituto de Biologia da Unicamp com colaboragéao do Prof. Dr.
Paulo Mazzafera.

O solo empregado para cultivo também foi cedido pelo Instituto de Biologia
da Unicamp. Para evitar a presenca indesejada de micro-organismos 0 mesmo foi
autoclavado durante 3 h e, posteriormente, teve seu pH corrigido para um valor
em torno de 5,5, utilizando (MgCOs)4 - Mg(OH). - 5H,0. Devido a esterilizagao, fez-
se necessario elevar a concentracdo de fosfato; para tanto, adicionou-se ca. 300

mg de monohidrogenofosfato de potassio no solo de cada vaso. Empregaram-se

59



potes de plastico com capacidade de 1000 mL que foram cheios com o solo.

Para o plantio, as sementes foram inicialmente desinfetadas com solucao
1% (v/v) de hipoclorito de s6dio comercial. Empregou-se 30 potes que receberam
trés sementes cada e que foram inseridas a ca. 3 cm de profundidade.
Inicialmente, a irrigacdo foi realizada utilizando somente &gua destilada. O
tratamento empregando solugdes de zinco e selénio teve inicio somente apds o
desbaste e 0 aparecimento da primeira folha das plantas (5 dias ap6s o plantio).

As 30 plantas foram cultivadas durante 44 dias nos meses de novembro e
dezembro, sendo que, a partir do 5° dia de cultivo, as mesmas foram distribuidas
em 5 condi¢des distintas (6 plantas para cada condicdo), de acordo com a Tabela
2.2.

Com relacdo ao sal empregado para a irrigagdo com zinco, utilizou-se o
acetato de zinco. Embora a utilizacdo de nitrato possa ser interessante devido a
alta solubilidade do sal, e consequente aumento da biodisponibilidade, o referido
anion poderia atuar como nutriente para este grupo de plantas.

Devido a auséncia de dados na literatura no que se refere as
concentragdes fitotbxicas de zinco e selénio para girassol, os valores
apresentados na Tabela 2.2 foram baseados em dados disponiveis para outras
plantas.

Para zinco, baseou-se no trabalho de Montilla et al. [31] que cita a
concentracao fitotéxica de zinco nas folhas da maioria das plantas de ca. 400 mg
kg™ (considerando massa seca). Para selénio, considerou-se o trabalho de Lyons
et al. [32] que fornece a concentragao fitotoxica de selénio para tecidos de trigo de
325 mg kg

Desta forma, baseando-se nestes dados, empregou-se nas plantas tratadas
com doses superiores uma massa de zinco ou selénio ca. 8% superior aos valores
considerados fitotéxicos. Para as concentracoes inferiores, optou-se por empregar

massas de zinco ou selénio ca. 40% inferiores aos valores descritos na literatura.
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Tabela 2.2. Condicbes empregadas para o cultivo das plantas controle e irrigadas
com solugdes de zinco e selénio.

Condicao Irrigacao
Controle Plantas irrigadas com agua destilada.
Zinco — dose Plantas irrigadas com 17,33 mg de Zn** ao longo de cada
superior semana, totalizando 433,33 mg de Zn?* ao final do periodo.
Zinco — dose Plantas irrigadas com 9,33 mg de Zn?** ao longo de cada
inferior semana, totalizando 233,33 mg de Zn?* ao final do periodo.

o Plantas irrigadas com 14,08 mg de SeOs” ao longo de
Selénio — dose . » _
_ cada semana, totalizando 352,08 mg de SeO3“ ao final do
superior ]
periodo.

o Plantas irrigadas com 7,58 mg de SeOs* ao longo de cada

Selénio — dose , 5. .
o semana, totalizando 189,58 mg de SeO3“ ao final do
inferior .

periodo.

O volume de &agua adicionado as plantas variou de acordo com a
temperatura e umidade da casa de vegetacdo, bem como em funcdo do
desenvolvimento das plantas.

Apbs o periodo de cultivo as plantas (folhas, caules e raizes) foram lavadas
com 4gua deionizada, inseridas em sacos plasticos hermeticamente fechados e
imediatamente imersos em nitrogénio liquido para armazenamento em biofreezer

(Forma Scientific, modelo 356070) a temperatura de -80 <.

3.3. Determinacao das espécies quimicas nas diferentes regioes

das plantas

Para realizar a quantificacdo das diferentes espécies quimicas presentes

nas folhas, caules e raizes dos girassois, realizou-se, primeiramente, a secagem
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do material, previamente lavado com &agua deionizada, até massa constante
utilizando uma estufa com temperatura ajustada a 60 <. Posteriormente, as
amostras foram maceradas utilizando nitrogénio liquido, sendo que o material
obtido foi pesado diretamente em frascos de politetrafluoretileno e submetido a
digestdo acida, de acordo com as condi¢cdes descritas na Tabela 2.3, utilizando
um forno de micro-ondas do tipo cavidade (Provecto Analitica, Jundiai, Brasil) com

magnetron de 2450 + 13 MHz e poténcia nominal de 1200 W.

Tabela 2.3. Condicbes empregadas para realizar a decomposi¢cdo das amostras
de folhas, caules e raizes de girassol utilizando radiagdo micro-onda.

Etapa Poténcia (W) Tempo (min)
1 400 5
2 790 8
3 320 4

Para digestdo das amostras foram utilizados ca. 150 mg de material
macerado, 6,0 mL de &cido nitrico sub-destilado e 0,5 mL de perdéxido de
hidrogénio (Merck, Darmstadt, Alemanha). As solu¢cbes obtidas apds a
decomposicao foram evaporadas até quase a secura, utilizando um banho de
areia (Quimis, Diadema, Brasil) com temperatura ajustada a 80 <, filtradas e
retomadas para 10 mL utilizando acido nitrico sub-destilado a 1,0% (v/v).

Realizou-se as determinagcbes quantitativas das seguintes espécies
quimicas: zinco, selénio, magnésio, fosforo, enxofre e ferro, utilizando um
equipamento de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, PerkinElmer modelo
ELAN DRC-e, Shelton, EUA). Tais espécies foram selecionadas, pois poderiam
apresentar alteracdes devido aos diferentes tratamentos empregados. Neste caso,
as condi¢des de operacao do equipamento de ICP-MS sao descritas na Tabela
2.4.
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Tabela 2.4. Condigbes de operacdo do equipamento de ICP-MS para
determinacao quantitativa de diferentes espécies quimicas.

Parametros de operacao do equipamento de ICP-MS

Marca e modelo do equipamento PerkinElmer ELAN DRC-e

Céamara de nebulizacao Ciclbnica

Nebulizador Meinhard®

Poténcia RF (W) 1200

Fluxo do gas nebulizador — Ar (L min™) 0,90 — 0,92 (Otimizado diariamente)
Fluxo do gas auxiliar — Ar (L min™) 1,2

Medidas

Modo de leitura Peak hoping

Dwell time (ms) 50

Tempo morto do detector (ns) 60

Sweeps 20

Tempo de integracédo (ms) 1000

Replicatas 3 (10 para enxofre)

Razdes m/z monitoradas 2Mg*, YPO*, ¥s0*, *Fe*, ®4zZn*, Se*

Condigées de operacao otimizadas para cela dindmica de reagdo

Isbétopo/espécie  Gas de Fluxo do gas
Elemento ) B " RPq (V) RPa (V)
Monitorada reagao (mL min™)
Selénio 80g5e* Oxigénio 1,20 0,65 0
Enxofre 830" Oxigénio 0,75 0,40 0
Fésforo POt Oxigénio 0,75 0,40 0,01
Ferro Fe* Metano 1,20 0,75 0

A Tabela 2.5 apresenta as diferentes faixas de trabalho empregadas para

as determinacdes das diferentes espécies quimicas, fatores de diluicao utilizados
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e coeficientes de correlagdo para as curvas obtidas. Vale ressaltar que as faixas

de trabalho adotadas apresentam-se acima dos valores calculados para os limites

de quantificacdo segundo norma da IUPAC.

Tabela 2.5. Limites de detec¢do para as curvas analiticas empregadas para
determinacdo de **Mg*, ¥PO*, *SO*, *°Fe*, **Zn*, 8°Se* empregando ICP-MS e
fatores de diluicdo das amostras utilizadas nas determinacbes. Os limites de
deteccdo foram definidos como o ponto de menor concentracdo das curvas

analiticas.
Espécie Amostra Fator de diluicao Limites de deteccao
(ug L7)
Zn Folhas 300 1,0
Caules 150/ 300 (tratadas com Zn) 0,5
Raizes 125 / 400 (tratadas com Zn) 0,5
Sementes 500
1,0
Solo 500
Se Folhas 300 (plantas tratadas com Se) 10
300 (plantas grupos controle e
(P arup 0,050
Zn)
Caules 300 (plantas tratadas com Se) 05
300 (plantas grupos controle e
(P grup 0,050
Zn)
Raizes 300 (plantas tratadas com Se) 0
300 (plantas grupos controle e
(P arup 0,050
Zn)
Sementes 100 0,6
Solo 100 0,6
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Tabela 2.5. Continuag&o.

Espécie Amostra Fator de diluicao Limites de deteccao
(ng L)
Mg Folhas 300 20,0
Caules 300
10,0
Raizes 300
Sementes 100 50,0
Solo 100 1,0
Fe Folhas 100 1,0
Caules 100 1,0
Raizes 1000 /2000 (tratadas com Se) 20,0
SO Folhas 500 / 1000 (tratadas com Se)
Caules 250/ 500 (Zn inferior) /
10,0
1000 (tratadas com Se)
Raizes 500/ 1000 (tratadas com Se)
Sementes 500
50,0
Solo 1000
PO Folhas 250
Caules 100 / 250 (Se superior e (0.0
controle) ’
Raizes 250
Sementes 1000
50,0
Solo 1000
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As concentracbes das espécies quimicas de maior interesse neste estudo
também foram determinadas nas sementes correspondentes ao lote utilizado para
cultivo das plantas. Para tanto, as mesmas foram maceradas em um almofariz
com auxilio de nitrogénio liquido e secas em estufa a 60 C até massa constante.
Neste caso, ca. 200 mg do material foram adicionados em frascos de
perfluoralcoxi e decompostos empregando o0 mesmo procedimento descrito para
as folhas.

O método de decomposicao descrito anteriormente, ja foi empregado com
éxito pelo grupo GEPAM para decomposicdo de outros materiais de origem
vegetal [33], incluindo girassol [34, 35], com sua exatiddo para a metodologia
empregada sendo confirmada utilizando amostra certificada para as
determinagdes de Ca, P, Mg e K.

A fim de manter um controle analitico do procedimento, determinou-se a
concentragdo de zinco e selénio em uma amostra certificada - CRM 281 — Trace
Elements in Rye Grass, produzida pelo Institute for Reference Materials and
Measurements, sendo que o procedimento de decomposicao adotado seguiu o
mesmo protocolo ja descrito.

3.4. Determinacao das espécies quimicas presentes no solo
utilizado para cultivo

Determinou-se no solo utilizado para cultivo das plantas, além de selénio e
zinco, alguns dos principais nutrientes presentes no solo. Para tanto, realizou-se a
amostragem do solo, que foi coletado em diferentes pontos e reunido em um
recipiente plastico, sendo quarteado e seco em estufa a 60 C. Em seguida,
adicionou-se ca. 200 mg da amostra em frascos de perfluoralcoxi, seguido da
adicdo dos reagentes para decomposicdo, que consistiam em 10,0 mL de agua
régia e 5,0 mL de acido fluoridrico (Merck, Darmstadt, Alemanha). Apoés realizar a
decomposicdo, seguindo o programa descrito na Tabela 2.6, as amostras

receberam a adicao de ca. 300 mg de acido bérico para garantir a total eliminacéao
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de residuos de ions fluoreto e, entdo, foram levadas até quase a secura, com
auxilio de um banho de areia a temperatura ajustada a 80 C. As amostras foram,
entao, filtradas e retomadas para 25,0 mL utilizando acido nitrico 1,0% (v/v) sub-
destilado.

Vale ressaltar que alguns elementos ja apresentavam concentracao
conhecida, uma vez que o substrato ja havia sido determinado pelo Instituto de
Biologia da Unicamp. Maiores detalhes serdo discutidos, posteriormente, neste
capitulo.

Tabela 2.6. Condicbes empregadas para realizar a decomposicdao do solo
empregado no cultivo dos girasséis, utilizando radiacdo micro-onda.

Etapa Poténcia (W) Tempo (min)
1 250 3
2 500 5
3 600 5
4 700 5
5 80 2

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Plantio dos girassois

Alguns comentarios serdo realizados com relagdo ao periodo em que 0s
girassbis foram cultivados. Para iniciar, deve-se discutir a questao da esterilizagao
do solo utilizado. Este procedimento se faz necessario para eliminar as hifas de
fungo que se unem a raiz do vegetal, formando uma estrutura denominada de
micorriza. Esta associacao facilita a absorcdo de nutrientes e agua, mas pode
resultar na retengdo de zinco e selénio nas raizes dos vegetais e fornecer um

resultado que nao reflete a real influéncia dos ions no desenvolvimento das
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plantas. Por isso a adicdo de fosfato se justificou, no sentido de facilitar a
absorcao deste nutriente por parte da planta.

Devido ao desenvolvimento rapido da variedade, com cinco dias foi
possivel realizar o desbaste das plantas e iniciar a irrigacao utilizando solucdes de
zinco e selénio (a irrigacdo a partir do 5° dia teve como objetivo auxiliar no
desenvolvimento do sistema radicular das plantas). A Figura 2.2 apresenta
algumas imagens exibindo as plantas com cinco de dias de desenvolvimento,
antes e apos o desbaste, bem como ao 14° dia de desenvolvimento.

Ao longo do desenvolvimento dos girasséis, pdde-se observar que as
plantas irrigadas com selénio, principalmente aquelas que recebiam adicdo das
concentragbes mais elevadas deste elemento, apresentavam suas bases
necrosadas, como pode ser observado pela imagem da Figura 2.3. Vale ressaltar
gue inclusive uma das plantas foi perdida pela falta de sustentacao da mesma.

Figura 2.2. Plantas com 5 dias de desenvolvimento: (A) antes do desbaste, (B)
apos o desbaste e (C e D) 14 dias apés o plantio.
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(A) (B)

Figura 2.3. Imagem tipica da base de uma planta cultivada com a dose superior
de selénio: (A) apds 27 dias de cultivo; (B) comparativo entre uma planta cultivada
com dose superior de selénio, a esquerda, e uma planta controle, a direita.

Ao final dos 44 dias de cultivo, algumas plantas j& comegavam a apresentar
a formacao de botées (observado a partir do 42° dia) como pode ser visto na
Figura 2.4. Manter o cultivo nestas condigdes deixaria de ser interessante visto
que os ions adicionados passariam a se concentrar exatamente nestas novas

estruturas.

Figura 2.4. Detalhe do botdo de uma planta do grupo controle no 44° dia de
desenvolvimento.

No dia da coleta das plantas, suas partes aéreas foram medidas e os

resultados sao apresentados no gréafico da Figura 2.5.
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Figura 2.5. Desenvolvimento dos girassoéis apds 44 dias de cultivo. Numero de
réplicas: n = 8.

Embora as médias dos resultados obtidos sejam consideradas
estatisticamente iguais, pode-se observar que as plantas cultivadas com a adicao
de selénio apresentaram-se menos desenvolvidas frente as plantas controle. Ja as
plantas cultivadas na presenca de zinco apresentaram desenvolvimento
semelhante as plantas irrigadas apenas com agua. Fotos das plantas no dia coleta
podem ser observadas na Figura 2.6.

Durante a coleta p6de-se notar que as plantas cultivadas na presenca de
selénio apresentavam menor massa de raiz quando comparado com as demais
condicdes. Para as plantas controle e cultivadas na presenca de zinco as raizes
distribuiam-se por todo o pote plastico, aumentando, inclusive, o grau de
dificuldade para que as mesmas fossem preservadas durante a remocéao. A Figura
2.7 apresenta imagens de algumas plantas representativas de cada tratamento.
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Figura 2.6. Imagens das plantas ao 44° dia, momentos antes da coleta.

10
Oci
Controle Zinco superior Zinco inferior

Oci
Selénio superior Selénio inferior

Figura 2.7. Imagens representativas para cada grupo de plantas submetidas aos
tratamentos propostos, minutos apds a retirada das mesmas dos vasos.
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Por fim, embora as bases das plantas cultivadas com adicdo de selénio
tenham apresentado necrose, suas raizes apresentavam-se estruturalmente

intactas, mesmo estando presentes em menor volume.

4.2. Concentracao dos elementos no solo

Os elementos de maior interesse neste estudo foram determinados no solo
empregado para cultivo dos girassois. A Tabela 2.7 apresenta os resultados
obtidos para as referidas determinacdes. Pode-se notar que para o zinco os teores
médios globais no solo devem se situar entre 17 e 160 mg kg™ [8], valores estes

comparaveis com o resultado determinado no solo.

Tabela 2.7. Concentragdes das espécies quimicas (média = desvio padrao, n = 3)
determinadas no solo empregado para cultivo dos girassaéis.

Elemento Concentracdo (mg kg™)
Zinco 173 + 34

Selénio 134 £10

Magnésio 61 +16

Enxofre 26324 + 920

Fosforo 7254 + 974

Com relacao ao fésforo, a Embrapa possui uma publicacao especifica sobre
girassois [1]. Nela descreve que no estado do Parana, que apresenta elevada
produtividade para a cultura, o teor deste elemento situa-se em torno de
6,0 mg dm™. Considerando os dados obtidos neste trabalho, tem-se um valor de
9+1mgdm® (considerando o valor determinado para fésforo de
7254 +974mgkg’ e a densidade do solo utilizado, determinada

experimentalmente, de 1,3 kg L™') mostrando que a planta possuia excesso deste
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nutriente devido a adicdo do mesmo ao solo com o objetivo de suprir as suas
necessidades (como foi mencionado no procedimento experimental).

A mesma referéncia [1] apresenta resultados relacionados as
concentracdbes de enxofre e magnésio nas folhas das plantas no inicio do
florescimento. Tais dados podem ser utilizados para avaliar se as concentragdes
dos nutrientes no solo apresentam-se adequadas ou nao para o cultivo da planta.
A Tabela 2.8 reune tais valores e os compara com o0s resultados obtidos neste
trabalho. Niveis de suficiéncia médios indicam maxima atividade fisioldgica,
resultando em maiores taxas de crescimento. Para magnésio, a concentracéo nas
folhas apresenta-se abaixo do adequado. No entanto, deve-se considerar que as
plantas deste estudo foram coletadas pouco antes do florecimento, ou seja, apos o
periodo de crescimento. Mesmo assim, pode-se ter uma referéncia para avaliacao
da composicao nutricional disponivel para o bom desenvolvimento das plantas.

Tabela 2.8. Valores de referéncia para os teores médios de enxofre e magnésio
nas folhas de girassol no inicio do florecimento [1] e comparagdo com os valores
obtidos neste trabalho. Maiores detalhes referentes as quantificacdes de enxofre e
magnésio nas folhas serao fornecidas ao longo deste capitulo.

Elemento  Valor referéncia (g kg?)  Neste trabalho (g kg™)

Baixo: < 3,0 Controle: 6,1

S Médio: 3,0 a 6,4 Tratamento com zinco: 6,9
Alto: > 6,4 Tratamento com selénio: 16,1*
Baixo: <5,1 Controle: 2,4

Mg Médio: 5,1 a 9,4 Tratamento com zinco: 3,1
Alto: > 9.4 Tratamento com selénio: 2,4

* O valor referente a concentracao de enxofre nas folhas das plantas tratadas com
selénio sofre influéncia do selénio que foi adicionado no meio.

Com relacdo ao teor de selénio, o valor determinado é ca. 350 vezes
superior a concentracdo média global para este elemento em solos, que € de ca.

0,4mg kg' [36]. No entanto, este valor pode apresentar uma variabilidade
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relativamente grande, partindo de 0,05 mg kg' em solos que se apresentam
deficientes neste elemento até 5000 mg kg’ em solos com caracteristicas
seleniferas [36]. Mesmo assim, deve-se enfatizar que, visualmente ao longo do
cultivo, as plantas que nao receberam adicdo deste elemento apresentaram
desenvolvimento adequado, indicando que o selénio presente naturalmente no

solo ndo causou problemas para o metabolismo das plantas.

4.3. Avaliacao do perfil iondbmico nas diferentes regidoes das
plantas

Buscou-se avaliar o perfil ibnomico dos caules, raizes e folhas das plantas
cultivadas mediante contaminagdo com zinco ou selénio, visando encontrar
possiveis alteracdoes nos teores de tais espécies quimicas quando comparadas as
plantas do grupo controle, bem como das sementes pertencentes ao lote
empregado no plantio. Observou-se, também, que a avaliagdo de outros
elementos poderia fornecer informagdes importantes para compreensdo do
metabolismo das plantas, tornando mais facil a compreensdo dos processos
biolégicos ocorridos em cada vegetal submetido a uma condicao especifica.

Antes, no entanto, o protocolo empregado para decomposicéo foi avaliado
por meio da digestdo acida de um material de referéncia certificado (CRM 281),
com a posterior quantificagcdo de zinco e selénio. O resultado obtido, apresentado
na Tabela 2.9 revela que ndo ha diferenca estatistica ao nivel de confianca de
95% quando se aplica o teste t de Student, o que confirma a possibilidade de
aplicacdo do método de digestdo proposto para as analises elementares, como ja
havia sido confirmado por Garcia et al. [35].
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Tabela 2.9. Determinacdo de zinco e selénio empregando o procedimento para
decomposicdo proposto e a comparagcdo com o valor descrito na carta de
certificacdo do material de referéncia certificado CRM 281 — Trace Elements in
Rye Grass.

Concentracdo (mg kg™)

Analito

Procedimento proposto Valor certificado
Zinco 28 +3mg kg 31 +2mgkg”
Selénio 31 +5pg kg™ 28 + 4 pg kg™

4.4. Plantas irrigadas com solucao de selénio

4.4.1. A translocacao e a distribuicao do selénio nas plantas

O anion escolhido para irrigacdo das plantas tratadas na presenca de
selénio consistia no anion selenito. A principio, a estratégia adotada parecia nao
ser a mais adequada visto que a literatura reporta a absorcdo de ions selenato
como principal fonte de selénio para plantas. No entanto, o principal motivo que
influenciou na decisdo de empregar ions SeOs> como fonte de selénio para as
plantas consistia no fato de que, atualmente, a literatura ainda nao compreende,
em sua totalidade, os mecanismos pelos quais os ions selenito sdo absorvidos a
partir do solo. Vale ressaltar que nao se pode descartar a importancia de ambos
os ions para a nutricdo vegetal, uma vez que dependendo da capacidade de
oxidacao do solo, ou pH, tem-se a predominancia de uma ou outra espécie.
Calculos termodinamicos presentes na literatura apontam que, de maneira geral,
em solos apresentando pH &cido, assim como o pH do solo utilizado neste
trabalho (ca. 5,5), a espécie predominante consistira nos ions selenito, mais
precisamente ions HSeOs', se levarmos em consideracdo o fato de que este ion
se apresenta como um acido diprético fraco com pKa; = 2,46 e pKa, = 7,31 [17].
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Mesmo considerando o fato de que a absorcdo de ions selenato ocorre de
maneira preferencial, o grafico apresentado na Figura 2.8 revela que a
incorporacdo do selénio no tecido das raizes das plantas tratadas com selénio
ocorreu de maneira significativa, ou seja, as plantas ndo conseguiram evitar a
migracdo do excesso deste elemento do solo para os tecidos das raizes.
Considerando a concentracdo média de selénio nas raizes das plantas dos grupos
controle e tratadas com zinco, observa-se que estas apresentaram teores de
selénio ca. 95 vezes inferiores aqueles observados nas plantas tratadas com a
maior dose de selénio (selénio superior) e ca. 37 vezes inferiores ao das plantas
tratadas com a menor dose de selénio (selénio inferior). Vale ressaltar que as
raizes utilizadas no estudo foram devidamente limpas com agua deionizada logo
apos a colheita. Desta forma, elimina-se a possibilidade de uma possivel

contaminacao proveniente do solo contaminado com selénio.
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Figura 2.8. Concentracao de selénio, em miligramas do elemento por quilograma
de material seco, determinada nas raizes dos girassbis para as diferentes
condicdes de cultivo empregadas neste trabalho.

O mesmo perfil observado nas raizes também pode ser identificado nos
caules e folhas das plantas, como é apresentado no grafico da Figura 2.9.
Novamente, a comparacao das concentracées médias de selénio nas plantas dos

grupos controle e tratadas com zinco com as concentracdes presentes nas plantas
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tratadas com as diferentes doses de selénio revelam os altos teores deste
elemento também nas partes aéreas dos girassois. As folhas das plantas tratadas
com a maior dose de selénio apresentam teores deste elemento ca. 630 vezes
superiores ao das plantas adotadas como referéncia, enquanto que para as
plantas tratadas com a menor dose de selénio os teores sdao ca. 450 vezes
superiores. Para os caules das plantas tratadas com a maior e menor dose de
selénio, estes valores sdo ca. 150 e 120 vezes superiores ao das plantas de

referéncia.
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Figura 2.9. Concentracado de selénio, em miligramas do elemento por quilograma
de material seco, determinada nas folhas e caules dos girassois para as diferentes
condicdes de cultivo empregadas neste trabalho.

Baseando-se nestes dados, pode-se ter algumas conclusées com relagao
ao comportamento observado. A primeira delas refere-se ao fato de que a
translocagdo do selénio ocorre de maneira efetiva das partes inferiores das
plantas para as regides aéreas. Outra questdo esta relacionada com o fato do
selénio concentrar-se principalmente nas folhas das plantas tratadas com este
elemento, como pode ser observado pelos altos valores observados no gréafico da
Figura 2.8 para as condigdes selénio superior e inferior. Ja para os girassoéis dos

grupos controle e tratados com zinco, embora exista uma tendéncia relacionada a
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uma maior concentracdo deste elemento nas folhas, quando comparado aos
caules, a aplicacao do teste t de Student (nivel de confianca de 95%) revela que
os resultados podem ser considerados estatisticamente iguais.

Estes dados evidenciam duas questdes: na primeira, conclui-se que as
plantas que nao receberam adicdo de selénio apresentaram uma distribuicdo
homogénea deste elemento em todas as regides, visando, exclusivamente, a
manutencao do metabolismo. Ja para as plantas tratadas com selénio observou-
se, preferencialmente, a migracéo deste elemento para as folhas das plantas, com
0 objetivo de minimizar os danos causados pelo excesso do selénio adicionado
durante a irrigacdo. A literatura reporta a existéncia de mecanismos de
volatiizagdo de compostos de selénio com o objetivo de promover a
desintoxicacdo de um determinado organismo. Tais processos comegaram a
serem elucidados ja no final do século XIX, onde se propunha, em animais, a
possivel eliminacao de tal elemento pela respiracdo, devido a biosintese de
compostos volateis de selénio, tal como o dimetilseleneto [37]. Para plantas
superiores, tal mecanismo foi reportado apenas em meados da década de 1960 e
pode-se identificar a presenca de diferentes compostos volateis de selénio sendo
eliminados pela transpiracdo foliar, tal como o préprio dimetilseleneto e o
dimetildiseleneto [14, 37].

Nao é possivel afirmar se tal processo realmente ocorre em girassoéis. Em
buscas realizadas na literatura ndo se encontra dados relacionados com esta
questado. No entanto, ao longo do cultivo das plantas era possivel sentir nas folhas
e no ambiente da estufa um cheiro muito intenso destes compostos volateis de
selénio, o que fornece um grande indicio de que esta estratégia esteja sendo
adotada pelas plantas para minimizar os problemas causados pela contaminagao.
Novamente, vale ressaltar que caso o referido mecanismo de desintoxicacdo
esteja ativado ele nao responde de maneira satisfatoria as necessidades da
planta, uma vez que o selénio se apresenta em altas concentragbes nas partes
superiores. Apenas para ilustrar, Terry et al. [38] reportam que plantas da familia
Brassicaceae tém a capacidade de eliminar até 40 g de selénio por hectare ao dia
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na forma de diferentes compostos volateis, 0 que certamente pode caracteriza-la

como uma planta tolerante a tal elemento.

4.4.2. O mecanismo de incorporacao do selénio

Como mencionado anteriormente, 0s mecanismos de incorporacao do
selénio sob a forma de selenito ainda ndo se apresentam totalmente elucidados
pela comunidade cientifica. No entanto, sabe-se que, depois de incorporado, o
selénio em algumas plantas é facilmente translocado das raizes para as regides
aéreas da planta sob a forma de selenato.

De acordo com as informagdes apresentadas e discutidas anteriormente
[17], levando em consideracdo aspectos termodindmicos, pode-se inferir que é
pouco provavel a interconversdo de espécies (de selenito a selenato) no solo
empregado para cultivo, devido ao pH. Assim, buscou-se avaliar o teor de fésforo
nas raizes das plantas com o objetivo de encontrar possiveis alteracdes nas
concentracdes deste elemento, fornecendo evidéncias da possivel absorcdo dos
ions selenito via transportadores de fosfato. O grafico apresentado na Figura 2.10
mostra os resultados obtidos para este estudo.
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Figura 2.10. Concentracao de fésforo, em miligramas do elemento por quilograma
de material seco, determinada nas raizes dos girassOis para as diferentes
condicdes de cultivo empregadas neste trabalho.
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Pode-se observar que os niveis de fosforo para as plantas tratadas com os
menores teores de selénio sdo semelhantes aqueles apresentados pelas plantas
do grupo controle ou tratadas com zinco. Ja para as plantas irrigadas com a maior
concentracdo de selénio, nota-se uma ligeira elevacdao no teor de fésforo nas
raizes (928 + 48 mg kg’ para as plantas do grupo controle e 1199 + 41 mg kg™
para as plantas do grupo selénio superior), que podem ser considerados valores
estatisticamente diferentes quando se emprega o teste t de Student ao nivel de
95% de confianca. No entanto, como se esta trabalhando com sistemas
biolégicos, estas alteracbes ndo podem ser consideradas significativas ao ponto
de indicar mudancas nos teores de fésforo das plantas. Para se ter uma
referéncia, ha trabalhos na literatura empregando diferentes espécies vegetais [17,
39] que reportam uma reducdo na absorcao de selenito que varia entre 20 e 70%
causada por um aumento de 10 vezes na concentracao de fosfato para plantas
cultivadas em meio hidropbnico. Tais variacbes podem ser consideradas muito
mais significativas quando comparadas com a variagdo observada neste estudo.

Desta forma, ndo se pode afirmar que existam alteracdes na absorcédo de
fosforo para as plantas tratadas com selénio. Assim, ndo se pode descartar as
possibilidades de que os ions selenito tenham sido absorvidos tanto por difuséo,
ou seja, devido as diferencas entre a concentracdo dos ions na planta e no meio
empregado para cultivo, quanto por meio dos transportadores de fosfato presentes

nas raizes.

4.4.3. Influéncia do selénio na absorcao de nutrientes essenciais
para a fotossintese

A clorofila consiste em um grupo de pigmentos fotossintéticos presente no
cloroplasto das plantas cujas estruturas quimicas consistem em um anel porfirinico
que apresenta um atomo de magnésio complexado, sendo sintetizados nos
vegetais por meio de uma rota metabdlica semelhante aquela do grupo prostético
heme nos animais [40].
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Um dos problemas identificados ao longo do cultivo dos girassdis que
recebiam adicdo de selénio consistia no fato de que os mesmos apresentavam
suas folhas amareladas fornecendo indicios da existéncia de clorose, ou seja, as
plantas ndo eram capazes de sintetizar quantidade suficiente de clorofila. A Figura
2.11 mostra a folha de uma planta pertencente ao grupo que recebeu a adigéo de
selénio em maior concentragdo sendo representativa para o problema identificado

ao longo do cultivo.

Figura 2.11. Imagem tipica de uma folha de girassol apresentando clorose e
pertencente a uma planta do grupo cultivado com a adicdo da maxima
concentracao de selénio, apos 27 dias de cultivo.

Sabe-se que a deficiéncia na absorcao de ions metalicos, em especial ferro
e magnésio, pode conduzir a este problema. Assim, a abordagem deste estudo
consistiu em avaliar possiveis alteragées no teor destes elementos no sentido de
determinar se a ocorréncia de clorose esta relacionada com a deficiéncia no teor
de ferro ou magnésio nas plantas tratadas com selénio.

A principio parece estranho avaliar o teor de ferro e relaciona-lo com
possiveis alteracbes na sintese de clorofila, uma vez que, diferente do grupo
heme, a clorofila apresenta um atomo de magnésio, e nao de ferro, coordenado ao
anel porfirinico. No entanto, sabe-se ha bastante tempo que a sintese das
porfirinas tanto em animais quanto em plantas é dependente da presenca de ions

ferro [41]. Na Figura 2.12 é apresentada a rota de sintese para o grupo heme.
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Nota-se que ela tem inicio com a sintese do acido D-aminolevulinico a partir da
reacdo entre glicina e succinil CoA, um intermediario do ciclo de Krebs. No
entanto, para que a reagao ocorra € necessaria a participacao da enzima ALA
sintetase, que tem o gene que a codifica ativado na presenca de ions Fe®* [42,
43]. Assim, caso ndao haja ferro disponivel para a planta ela ndo conseguira
sintetizar as porfirinas para se ligarem aos atomos de magnésio.
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Figura 2.12. Rota de sintese para o grupo heme nos animais. Observe que 0s
fons Fe?* que participam da ativacdo do gene da enzima ALA sintetase sdo, ao
final do processo, utilizados como substrato pela enzima ferroquelatase a qual
promove a ligacao metal-porfirina. Para as plantas, a sintese da porfirina segue
rota semelhante. No entanto, ao final do processo ions magnésio ligam-se a
molécula.

O gréfico apresentado na Figura 2.13 exibe os resultados obtidos para
quantificacdo de ferro nos caules, folhas e raizes das plantas para as cinco
condi¢des de cultivo empregadas. Nele, pode-se observar que os teores de ferro
nas raizes das plantas, para todas as condi¢des de cultivo, foram superiores ao
das partes aéreas. Este resultado era esperado uma vez que o controle para
entrada dos ions ferro na planta é regido pelas raizes por meio da exudacao de
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compostos fendlicos que aumentam a solubilidade dos ions no solo facilitando a
chegada do nutriente até as raizes [43]. Comparando os diferentes tratamentos de
irrigacdo empregados, observa-se que nao ha variagbes significativas para a
concentracao deste elemento nesta regidao da planta. Assim, pode-se concluir que
a adicdo de selénio ndo interferiu nos mecanismos para o controle da entrada de

ferro nos girassois.
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Figura 2.13. Concentracdo de ferro, em miligramas do elemento por quilograma
de material seco, determinada nos caules, raizes e folhas dos girasséis para as
cinco diferentes condi¢des de cultivo empregadas neste trabalho.

Posteriormente a captagao do ferro pelas raizes, os ions sao transportados
por fluxo de massa ou difusdo para todas as partes do vegetal [43]. Pelos
resultados obtidos, pode-se concluir que os teores deste elemento nas folhas sédo
superiores aqueles encontrados nos caules. O perfil obtido segue a tendéncia
esperada, uma vez que as folhas apresentam um papel decisivo para realizagao
da fotossintese. Logo, como o teor de clorofila nas folhas é maior, os fons Fe®*
tendem a se acumular em maior propor¢cao nesta regiao das plantas. Novamente,
nao se observa alteracdes significativas no teor de ferro quando se compara os
diferentes tratamentos realizados, sendo o valor médio para a concentracao deste

elemento para as plantas dos grupos controle e tratadas com zinco igual a 107 £
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13 mg kg enquanto que o valor médio para as plantas tratadas com selénio é de
126 + 3 mg kg™'. Conclui-se, entdo, que a clorose nao & originada devido & falta de
ferro para ativagao da enzima ALA-sintetase e sintese das porfirinas.

Uma segunda hipdétese também foi levantada. Neste caso, as porfirinas
seriam sintetizadas de maneira adequada formando o que se chama de fecfitina (a
porfirina sem o atomo de magnésio coordenado a sua estrutura). No entanto, ao
final da sintese, a planta ndo teria ions magnésio disponiveis para se ligarem a
feofitina e formar a clorofila.

Desta forma, a concentracdao de magnésio também foi avaliada. A Figura
2.14 apresenta os teores deste elemento nas diferentes regiées das plantas para o
grupo controle e os dois grupos de plantas tratadas com selénio. Observa-se que
os teores de magnésio nas folhas sdo superiores aqueles encontrados nas raizes
e caules, sendo que, novamente, este resultado se enquadra aos padrdes

esperados para uma planta com metabolismo normal.
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Figura 2.14. Concentracdo de magnésio, em miligramas do elemento por grama
de material seco, determinada nos caules, raizes e folhas dos girasséis para as
duas condi¢cées de cultivo que empregaram irrigagdo com selénio e para a
condicao de irrigacao controle.
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Comparando agora o teor de magnésio nas folhas das plantas tratadas com
selénio com as plantas do grupo controle, observa-se que as concentracoes deste
elemento apresentam-se semelhantes para todas as condicbes de cultivo,
indicando que nao houve falta dos ions magnésio para formacao da clorofila.
Teores semelhantes deste elemento para caules e raizes também séao
encontrados para todas as condi¢des de cultivo.

Assim, pode-se concluir que a aparente clorose observada nas plantas
tratadas com selénio ndo ocorreu em decorréncia da falta de ions ferro ou
magnésio, uma vez que o perfil iondbmico observado enquadra-se com aquele

apresentado pelas plantas do grupo controle ou irrigadas com zinco.

4.4.4. A interferéncia do selénio no metabolismo das plantas

Como mencionado anteriormente, o selénio interfere de maneira
significativa no metabolismo do enxofre nas plantas. Assim, determinou-se 0s
teores deste elemento nos girassdis para avaliagdo de possiveis danos causados
as plantas devido a irrigacdo com selénio.

O gréfico apresentado na Figura 2.15 exibe os resultados obtidos para os
teores de enxofre nas diferentes regides das plantas para todos os tratamentos.
Nele, observa-se que os teores de enxofre nos caules e raizes das plantas sédo
bastante semelhantes e ndo se pode dizer que existam diferengas significativas
entre os diferentes grupos de plantas.

No entanto, quando se avalia o teor de enxofre nas folhas, observa-se que
as plantas tratadas com selénio apresentam concentragdes médias que chegam a
ser ca. 2,5 vezes superiores as das demais plantas. Esse resultado reflete o
desequilibrio fisioldgico do vegetal exatamente na regidao da planta onde se tem o
destino final do selénio, que consiste nas folhas.
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Figura 2.15. Concentracado de enxofre, em miligramas do elemento por grama de
material seco, determinada nos caules, raizes e folhas dos girassois para as
diferentes condi¢cdes de cultivo empregadas neste trabalho.

Avaliando dados da literatura, pbéde-se obter evidéncias de que o0s
resultados obtidos sao coerentes, sendo que 0s mesmos podem ser avaliados sob
dois pontos de vista distintos. No primeiro, deve-se considerar dois fatores:
primeiramente, o fato de que, neste caso, a captacao de selénio pela planta
apresenta-se independente dos transportadores de sulfato, sendo que o emprego
de ions selenito para cultivo faz com que a absorcao ocorra, preferencialmente,
por difusdo. Em segundo lugar, tem-se o fato de que do selénio interfere na rota
da biossintese da cisteina, glutationa e metionina, apresentada na Figura 2.16.
Pode-se observar que a sintese destes trés compostos apresenta ligacdo direta
com a captacdo de enxofre pela planta. Assim, devido as semelhancas nas
propriedades quimicas dos atomos de enxofre e selénio, tem-se a incorporacao
aleatéria do selénio (devido a alta concentracdo) a rota de sintese da cisteina,
levando ao aumento na atividade da enzima o-acetilserina tiolase (indicada na
Figura 2.16 pelo numero 5). Isso resulta numa maior demanda para producéo da
coenzima acetil CoA e, consequentemente, da o-acetilserina (OAS). Observa-se,
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entdo, que passa a haver um desequilibrio completo dos precursores da cisteina

na rota metabdlica.

Metionina

Figura 2.16. A rota para biossintese da cisteina, metionina e glutationa. Enzimas
envolvidas: (1) Transportadores de ions sulfato; (2) ATP sulfurilase; (3) Adenosina
fosfosulfato redutase; (4) Sulfito redutase; (5) O-acetilserina tiolase; (6) Serina
acetil transferase; (7) Glutamilcisteina sintase; (8) Glutationa sintetase; (9)
Cistationa vy-sintetase; (10) Cistationa pB-liase; (11) Metionina sintase; (12)
Aspartato quinase, aspartato semialdeido desidrogenase, homoserina
desidrogenase; homoserina quinase; (13) Treonina quinase. Abreviaturas: APS —
adenosina fosfosulfato; OAS - o-acetilserina; OPHS - o-fosfohomoserina
[adaptado de 14].

Como a concentracao de o-acetilserina € um dos compostos responsaveis
pela regulagdo da captacao de enxofre pela planta, e este composto apresenta-se
em alta concentracdo, o organismo entende que existe um déficit de enxofre e

responde com a ativacdo dos transportadores de sulfato presentes na raiz. Como
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resultado, tem-se niveis de enxofre elevados nas regides da planta que
apresentam as maiores concentracoes de selénio.

Neste ciclo, as concentragdes de cisteina e glutationa também irdo
influenciar na captacdo de enxofre pela planta. Como tais moléculas nao estao
sendo sintetizadas de maneira preferencial, tem-se novamente um sinal positivo
para ativacao dos transportadores de sulfato.

Sob este primeiro ponto de vista, o resultado indica que o selénio estaria
sendo empregado pela planta para sintese de aminoacidos. No entanto, até este
momento, ndo se pode concluir se estes aminoacidos estariam sendo utilizados
para a sintese de proteinas ou se estariam sendo modificados numa tentativa da
planta de elimina-los. Devido aos problemas encontrados pelas plantas para se
desenvolver durante o periodo de cultivo, tem-se uma forte evidéncia de que,
realmente, as proteinas foram sintetizadas empregando selenometioninas e
selenocisteinas. Vale ressaltar que resultados paralelos obtidos posteriormente
pelo grupo GEPAM, empregando a hifenagéo LA-ICP-MS, confirmam um aumento
no teor de selenometionina para as plantas tratadas com selénio.

Os resultados apresentados na Figura 2.15 também podem ser avaliados
por um segundo ponto de vista. Neste caso, ndo se pode deixar de levar em
consideracao o fato de que o selénio pode ter provocado o aumento de
substancias que causam estresse oxidativo [44-46]. Como consequéncia, tem-se
elevada a producdo de enzimas com o objetivo de combater tais substancias e
gue sao ricas em cisteinas, como, por exemplo, a glutationa, o0 que conduziria a

uma maior demanda por atomos de enxofre, justificando o perfil obtido [47, 48].

4.5. Plantas irrigadas com solucao de zinco

4.5.1. A translocacao e a distribuicao de zinco nas plantas

A determinacédo de zinco foi realizada nas diferentes regides das plantas
para todos os tratamentos de cultivo empregados neste trabalho. A distribuicdo
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deste metal nas diferentes regides das plantas pode ser observada no grafico
apresentado na Figura 2.17.

Observa-se que tanto para as plantas do tratamento controle quanto para
aquelas tratadas com selénio ndo ha variagbes nos teores de zinco que possam
ser consideras significativas sob o ponto de vista bioldgico. No entanto, quando se
avalia a concentracdo média de zinco nas raizes e caules para as plantas dos dois
tratamentos com zinco observa-se que os teores deste elemento sédo ca. 7 vezes e
ca. 13 vezes superiores, respectivamente, quando comparado aos teores deste
elemento nas demais condi¢des de cultivo. Isto demonstra que o zinco adicionado
ao longo do periodo de cultivo foi absorvido pelas plantas de maneira efetiva.

Quando se avalia a translocagdo deste elemento para as folhas, nota-se
que este processo nao se da de maneira efetiva, diferente do que ocorria com o
selénio nas plantas tratadas com selenito. Embora os teores de zinco nas plantas
tratadas com zinco sejam ca. 3 vezes superiores aqueles encontrados nas demais
plantas, observa-se claramente que existem mecanismos para evitar a
translocacdo do excesso deste elemento. Para ressaltar esta questao, nota-se
que, de maneira geral, para as plantas controle e tratadas com selénio, o teor de
zinco é praticamente igual em todas as regiées das plantas. A literatura reporta
que os teores mais adequados de zinco nas folhas para o bom desenvolvimento
do girassol situam-se entre 29 e 43 mg g’ do elemento [1]. No caso deste estudo
os teores para as plantas tratadas com zinco aproximam-se de 100 mg g™

A resisténcia a translocacdo consiste em uma estratégia conhecida para
minimizar problemas relacionados com contaminacdo por metais [49] e,
aparentemente, pode ser um mecanismo empregado pelos girassois para reduzir
os efeitos adversos causados pela presenca de zinco em excesso. No entanto,
este ndo se apresenta como a Unica alternativa responsavel para proporcionar
tolerancia ao excesso de metais. Apenas para ilustrar, tém-se as fitoquelatinas
que sao responsaveis por ligar ions metalicos e armazena-los, de maneira segura,

longe das proteinas do citoplasma [49].
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Figura 2.17. Concentracao de zinco, em miligramas do elemento por quilograma
de material seco, determinada nos caules, raizes e folhas dos girasséis para as
diferentes condi¢6es de cultivo empregadas neste trabalho.

4.5.2. Avaliacao do estresse causado pela adicao de zinco

O fato das plantas tratadas com zinco ndo apresentarem niveis deste
elemento semelhantes ao dos caules e das raizes poderia indicar uma alteracao
no metabolismo destas plantas, conduzindo a uma situagcdo de estresse. No
entanto, existe um aspecto que pode ser avaliado no sentido de determinar
indicios de problemas no metabolismo das plantas. A literatura reporta problemas
relacionados com a captagcdo de magnésio nas regides superiores das plantas
quando se atinge os niveis fitotéxicos de zinco [43]. Este fato é observado pois
ambos consistem em ions divalentes que possuem afinidade semelhantes por
diferentes compostos. Para ilustrar, pode-se citar a inibicdo no acumulo de
magnésio em folhas e frutos de tomate causado pelo cultivo em solo contendo
altas concentracdes de zinco [50]. Vale ressaltar que este problema nao leva a
planta a apresentar caracteristicas visuais de um vegetal com deficiéncia em

magnésio.
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O grafico apresentado na Figura 2.18 exibe os teores de magnésio nos
caules, folhas e raizes para as plantas do grupo controle e os dois tratamentos
empregando irrigagdo com solugdo contendo zinco. Pode-se observar que as
plantas ndo apresentaram redug¢do no acumulo de magnésio nas folhas quando
comparado ao grupo de plantas controle.
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Figura 2.18. Concentracdo de magnésio, em miligramas do elemento por grama
de material seco, determinada nos caules, raizes e folhas dos girasséis para as
condi¢cbes de cultivo que empregaram irrigacdo com solucdo de zinco e para o
grupo de plantas controle.

Para reforcar este fato, quando se avalia, proporcionalmente, as
concentragcdes de zinco nas diferentes regides da planta, nota-se que os girassois
irrigados com este elemento continuam apresentando altos teores de magnésio
nas folhas, como pode ser observado na ilustracdo apresentada na Figura 2.19.

Assim, pode-se afirmar que ndo ha indicios de problemas relacionados com
0 acumulo de magnésio nas plantas tratadas com zinco, sendo este mais um
indicativo de que as plantas nao apresentaram problemas em seu
desenvolvimento devido a adi¢cdo deste metal.

91



Dlamta s tunlmaadans mmme caliiaZa cmmtamala climan

Fiuiilug i ipuUbUs LU SUITURUU LUTILCT U Ziiivy

L ! . FoMLL L
LU auy 1ida 1viiiad.

Caiilac: Amracambam ~~ AN0L
SUUICO, A Cotiituinl Lu. SV

do teor de magnesio

Figura 2.19. Comparacéo entre os teores de magnésio nas diferentes regides das
plantas submetidas aos diferentes tratamentos empregados neste trabalho.

4.6. Concentracao dos elementos nas sementes

As determinacdes das concentracdoes das espécies quimicas de interesse
para este estudo foram realizadas para as sementes de girassol e séao
apresentados na Tabela 2.10.

Nota-se que as concentracbes de zinco e selénio nas sementes sao
préximas daquelas encontradas para as diferentes regides das plantas do grupo
controle, como pode ser observado nos graficos apresentados nas Figuras 2.8, 2.9
e 2.17, o que demonstra a manutencdo adequada do equilibrio destes ions no
metabolismo dos girasséis. Ja para magnésio, o teor deste elemento apresenta-se
préximo daquele encontrado nas raizes das plantas do grupo controle, o que
também indica que se manteve em niveis constantes ao longo do cultivo. Com

relagdo aos niveis de enxofre e fésforo estes se apresentam inferiores aos
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encontrados nas diferentes regiées da planta refletindo o fato de que as sementes
apresentam-se em estado latente e ndo exigem a captacao destes elementos para

obtencao de energia ou para a sintese de proteinas.

Tabela 2.10. Concentragdes dos elementos (média = desvio padrdao, n = 3)
determinadas nas sementes de girassol pertencentes ao lote empregado para
cultivo.

Elemento Concentracdo (mg kg™)
Zinco 39+6

Selénio 26+04

Magnésio 2610 + 66

Enxofre 1557 + 181

Fosforo 49+0,6

5. CONCLUSOES PARCIAIS

O plantio dos girasséis, realizado ao longo dos meses de novembro e
dezembro (melhor época do ano para cultivo) possibilitou 0 bom desenvolvimento
das plantas. Infelizmente, até hoje, a literatura ndo apresenta nenhum estudo
sobre os valores fitotéxicos de zinco e selénio para girassol. Embora, as plantas
cultivadas na presenca de zinco tenham se desenvolvido de maneira semelhante
as plantas controle, aquelas cultivadas na presenca de selénio apresentaram
menor estatura, bem como necrose em suas bases evidenciando diferencas entre
0S organismos.

O estudo iondmico proposto mostrou-se de grande valia para complementar
futuras avaliagdes da espécie estudada. Pode-se compreender de maneira mais
clara o destino dos ions metalicos na estrutura das plantas, avaliando as suas

distribuicdes.

93



Com relacdo ao selénio, observou-se que a translocacdo do elemento
ocorreu de maneira efetiva para as folhas das plantas. No entanto, os mecanismos
para sua eliminacdo nao foram eficientes, resultando em problemas no
desenvolvimento dos girassois deste grupo. PdOde-se inferir uma possivel
incorporacao deste elemento nos aminoacidos sintetizados devido ao aumento na
concentracdo de enxofre, mas ainda nao é possivel afirmar se tais aminoacidos
foram inseridos a estrutura primaria das proteinas sintetizadas. Tal resposta
podera ser obtida com os estudos posteriores focando a identificacdo do selénio
empregando um sistema de ablacao a laser acoplado ao ICP-MS, apds separacao
prévia das proteinas por eletroforese em gel.

Observou-se, também, que o elevado teor de selénio ndo causou caréncia
a planta com relacdo a captagcado e distribuicao de ions ferro e magnésio para
sintese da clorofila, ou seja, ndo havia falta de matéria-prima para sintese do
composto.

Com respeito ao zinco, nota-se que o elemento concentra-se principalmente
nas raizes e caules das plantas. Assim, diferente do selénio, o metal ndo é
translocado eficientemente para as folhas. Ndo se sabe se 0 zinco permanece
livre na planta, ligado a uma proteina especifica, ou distribuido por diversas
proteinas. Além disso, ndo ha alteragdo nos teores de magnésio para os girassois
deste grupo, o que fornece mais um indicio de que as plantas nao sofreram danos
devido a adicdo do metal.
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Capitulo 3

Extracao e separacao das proteinas das folhas de girassol empregando
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida e identificacao de
selénio nos spots proteicos empregando a hifenacao LA-ICP-MS.
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1. OBJETIVO

Os dados apresentados no segundo capitulo desta Tese forneceram
evidéncias da possivel incorporacdo de selénio nos aminoacidos sintetizados
pelos girassois tratados com este elemento, em especial nas folhas das plantas.
Assim, neste capitulo, buscou-se evidéncias experimentais de que tais
aminod&cidos contendo selénio estariam sendo incorporados a estrutura primaria
das proteinas sintetizadas. Para tanto, empregou-se a técnica de eletroforese
bidimensional em gel de poliacrilamida para separagéao das proteinas de folhas de
girassol e posterior andlise de selénio empregando a técnica de ablacao a laser
acoplada ao ICP-MS.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Abordagens analiticas empregadas em estudos metalomicos

Diferentes estratégias analiticas podem ser adotadas quando se estuda
metais ou ndo-metais ligados a proteinas [1]. De modo geral, em todo estudo,
emprega-se uma técnica de separacdo, em uma ou mais dimensdes, para
possibilitar o fracionamento da amostra, uma técnica para deteccdo e/ou
quantificacdo dos heterodtomos ligados a molécula alvo ou fracdo proteica
selecionada e uma técnica para determinacéo da identidade das proteinas, como
pode ser observado no diagrama apresentado na Figura 3.1 [2-4].

Cada uma destas etapas exige a manipulacao adequada da amostra, visto
que, em diversas situacdes, tém-se matrizes altamente complexas [5-7]. Assim,
para realizacdo de tais estudos deve-se, inicialmente, atentar para os
procedimentos adotados no preparo das amostras, com o objetivo de maximizar a
extracdo das proteinas, sempre buscando preservar a ligacdo com os metais.
Magalhdes e Arruda [8] avaliaram esta questdo apo6s estudar diferentes
procedimentos de extracdo de proteinas de castanha da india e concluiram que,
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embora a aplicagdo de energia ultrassbnica consistisse na estratégia mais
eficiente para extracdo de proteinas, ela ndo poderia ser empregada para um

estudo metalémico, pois nao preservava a integridade da ligacao metal-proteina.
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Figura 3.1. Técnicas analiticas empregadas em estudos metaldmicos. HPLC:
High-Performance Liquid Chromatography; SEC: Size exclusion Chromatography,
CZE: Capillary Zone Electrophoresis; CSE: Capillary Sieving Electrophoresis;
MEKC: Micellar Electrokinetic =~ Chromatography; CID: Collision-Induced
Dissociation, FT ICR: Fourier Transform lon Cyclotron Resonance; |ICP-MS:
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, LA-ICP-MS: Laser Ablation
Coupled to Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, F AAS: Flame Atomic
Absorption  Spectrometry; ET AAS: Electrothermal Atomic  Absorption
Spectrometry; 1CP OES: Inductively Coupled Plasma Atomic Emission
Spectroscopy; TOF: Time-of-flight Analyzer, SF: Sector Field Analyzer.

Referente as diferentes técnicas analiticas empregadas para separacao das

proteinas pode-se citar como as mais empregadas a cromatografia liquida [9, 10],
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eletroforese em gel e eletroforese capilar [11, 12], sendo que a Tabela 3.1 reune
as principais caracteristicas de cada uma [13]. Observa-se que a principal
vantagem da eletroforese em gel consiste na sua alta resolu¢ao, sendo possivel,
inclusive, a separagdo de isoformas. Além disso, cada técnica apresenta
caracteristicas particulares, o que as torna complementares entre si, sendo mais
adequadas para uma dada classe de proteina ou matriz.

No que diz respeito as técnicas analiticas utilizadas para detecgao de
metais, 0 emprego de ICP-MS se apresenta como a ferramenta mais difundida
para este propésito, mesmo sem fornecer informacdes estruturais a respeito das
biomoléculas [14, 16]. Dentre as principais vantagens da aplicacdo da
espectrometria de massas inorganica destacam-se os baixos limites de detecgao
para a maioria dos elementos [17], 0 que € uma caracteristica indispensavel
quando se trabalha com amostras onde as concentracées dos mesmos sao
geralmente baixas; reducdo dos problemas relacionados com efeitos de matriz;
grande faixa linear dindmica; possibilidade de se obter resultados referentes a
composicao isotopica da amostra, permitindo realizar a quantificacao por diluicao
isotépica e possibilidade de hifenacdo com diferentes técnicas de separagdo de
maneira simples [15]. A possibilidade de aplicacdo de micro ou nanonebulizadores
também é uma vantagem que deve ser ressaltada, principalmente quando se
trabalha com amostras bioldgicas em que o0s volumes sdo bastante diminutos.
Apenas para exemplificar, no trabalho desenvolvido por Giusti et al. [18] avaliou-
se 0 desempenho de uma nova geometria de nanonebulizador configurado para
operar com vazdes menores que 0,5 puL min"', possibilitando, inclusive, a
hifenacdo com um cromatdgrafo a liquido operando com fase mével composta por
95% de solvente organico, sem necessidade de refrigeracdo ou injecao de

oxigénio no plasma.

Tabela 3.1. Principais caracteristicas apresentadas pelas técnicas de separacao
empregadas em estudos metalémicos.
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Técnica de separacao

Parametro
Cromatografia Eletroforese Eletroforese em
liquida capilar gel
Principio da Depende da Mobilidade
~ : o Carga e tamanho
separacao modalidade eletroforética
Quallda(fe da Boa Entre LC e gel Muito boa
separacao
Volume de
amostra uL nL uL
Ter’n_po de 30 min - 2 horas <1 hora 1 -2 dias
analise
Deteccao de
metais e On-line / off-line On-line / off-line Off-line
proteinas
Mediana

(excelente para

Repetibilidade Boa Media eletroforese em
gel diferencial —
DIGE)
Tipo de Proteinas e Proteinas e ]
. ) Proteinas
amostra peptideos peptideos
Principal Versatilidade Recuperacdo Alta resolucéo
vantagem elevada
Eficiéncia de .
Principal separagao Restrita a
Repetibilidade proteinas
desvantagem (comparado a CE e
hidrofilicas

ou GE)

Outras técnicas espectroscépicas para deteccdo de metais também podem
ser consideradas, como, por exemplo, a fluorescéncia de raios-X [8, 19, 20], que
pode ser empregada em determinacdes elementares in situ em uma planta
hiperacumuladora. O emprego de absorcao atbmica com atomizacao eletrotérmica
[21], em chama [22] e até a espectrometria de emissdo Optica com plasma
(ICP OES) [23]

principalmente para amostras contendo altos teores salinos (por exemplo, para
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determinacao de metais apds separagdo empregando cromatografia por exclusdo
de tamanho).

2.2. A estratégia analitica e instrumentacao empregadas neste
estudo metaldomico e em outros trabalhos desta area

Diferentes estratégias podem ser adotadas para se obter a resposta para
uma dada pergunta em um estudo metaldémico. A alternativa adotada dependera
da instrumentagcédo disponivel, da amostra estudada, bem como do foco que é
dado a pesquisa.

No caso especifico desta Tese, optou-se por empregar a separacao de
proteinas via eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida, que possibilita a
posterior determinagcdo de metais ligados as proteinas, bem como permite explorar
a técnica de eletroforese em gel sob um ponto de vista mais classico, numa
abordagem exclusivamente proteémica, onde informacdes referentes a expressao
ou inibicao de uma dada proteina também podem ser obtidas [24].

Estudos semelhantes podem ser conduzidos empregando outro tipo de
instrumentacao analitica, como, por exemplo, por meio de um equipamento de
espectrometria de massas molecular com fonte de ionizacao por electrospray [25].
Neste caso, a identificacdo de peptideos ligados a metais ou nao-metais, e
posterior correlacdo com uma determinada proteina, pode ser conduzida mediante
a realizagcdo de experimentos sob diferentes condigdes, como no trabalho
desenvolvido por Ballihaut et al, [26] onde os autores identificaram selénio
incorporado a estrutura de peptideos pertencentes a leveduras tratadas com este
elemento apos prévio fracionamento da amostra.

Ainda, para a abordagem onde um equipamento de espectrometria massas
organica € utilizado, pode-se realizar a quantificacao relativa de metaloproteinas,
obtendo-se resultados referentes a expressdo em organismos tratados sob
diferentes condicdes, eliminando-se o emprego da eletroforese em gel . Para
tanto, deve-se fazer uso de reagentes especificos como iTRAQ ou iCAT [27].
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No entanto, é importante enfatizar que embora um equipamento com fonte
de ionizacdo por electrospray forneca informacdes estruturais, pelo fato de ser
uma técnica de ionizacdo muito suave, 0 mesmo apresenta sensibilidade inferior
ao ICP-MS [25]. Além do mais, no caso da andlise de selenoproteinas, pode haver
a supressao da ionizacdo uma vez que a massa de selenopeptideos injetada é
muito pequena. Assim, mesmo com a perda de informacéao estrutural, a utilizacdo
de uma fonte de ionizagao por plasma é indispensavel em muitos estudos nessa
area.

Recentes avancos em termos de instrumentacdo sdo observados para
equipamentos de ICP-MS e proporcionam redug¢des ainda mais significativas nos
limites de detecgdo para muitos elementos. Dependendo da configuracdo do
equipamento, diferentes estratégias podem ser adotadas em uma determinacgéao.
Equipamentos que permitem operar com celas de colisdo para remocao de
interferentes promovem a eliminagdo dos ions poliatbmicos, geralmente usando
hélio [28]. Vale ressaltar que esta alternativa resulta em um aumento dos limites
de deteccao devido aos altos fluxos do gas colisional empregado, sendo assim
restrita a elementos presentes em elevadas concentracées nas amostras.

Equipamentos que contém um quadrupolo para remocao de interferentes
podem promover a reacdo dos ions indesejados com um gas, eliminando a
interferéncia. A literatura reporta a aplicacdo de monéxido de carbono [29] ou
metano [30] como alternativa viavel para reducdo dos limites de detec¢do na
determinacao de selénio quando se trabalha com o ICP-MS acoplado a um
equipamento de ablacéo a laser.

Neste trabalho, optou-se por reagir o ion de interesse, neste caso 2°Se*,
com um gas reacional (Oz) e monitorar o ion produto (2°Se'®0*) na m/z 96. A
literatura também reporta esta alternativa como uma estratégia eficiente para
reducdo dos limites de deteccdo, quando o oxigénio é utilizado como gas
reacional. Observa-se que tais alternativas contribuem, de maneira bastante
eficiente [30], para remocdo de interferentes, sem necessidade da utilizagdo de
equipamentos de alta resolucao.
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2.3. Limitacoes das estratégias analiticas empregadas

As estratégias analiticas empregadas para separacdo das proteinas e
deteccdo de metais ou ndo-metais nos spots proteicos nao estdo livres de
limitacoes e interferéncias. Iniciando pela técnica de separacdo empregada neste
trabalho, observa-se que embora a eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida forneca excelentes resultados em termos de resolugdo e
informacdes referentes a expressdo de proteinas, a mesma apresenta sérias
limitacbes relacionadas a separacdo de biomoléculas hidrofébicas [31]. Tal
restricdo surge devido a impossibilidade de solubiliza-las em tampdes compativeis
com a técnica que, de maneira geral, empregam altas concentracdes de ureia e
tioureia com o objetivo de favorecer a solubilizacao do maior nimero de proteinas.
Além do mais, a matriz de acrilamida empregada para preparo dos géis permite a
separagao de proteinas situadas no intervalo de massa molar entre ca. 10 e 100
kDa. Assim, existem sérias limitagcbes para conduzir estudos empregando a
abordagem analitica proposta neste trabalho para separacao de algumas classes
de macromoléculas, como proteinas de membrana, polipeptideos ou complexos
proteicos, por exemplo [32].

Podem ser encontradas na literatura estratégias analiticas distintas para
possibilitar a separacédo de proteinas pertencentes a classes especificas [33, 34].
De maneira geral, empregam-se as técnicas de cromatografia liquida ou
eletroforese capilar em suas diferentes modalidades. O uso de cromatografia por
exclusdo possibilita isolar uma determinada fracdo proteica sob baixa presséao,
minimizando a desnaturacao e, consequentemente, preservando a interagéo entre
metais e proteinas [35]. O uso de cromatografia por troca i6nica também pode ser
considerado e, neste caso, ndao ha necessidade da aplicacdo de solventes
organicos, o que também minimiza a desnaturacao proteica [36].

Ainda com relacédo a técnica de eletroforese em gel, deve-se considerar a

possibilidade de perda de metais ligados as mesmas quando se realiza uma
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separacdo. Estudos realizados recentemente empregando is6topos enriquecidos
mostram que pode haver a substituicdo de um elemento por outro que apresente
maior afinidade pelo sitio ativo da proteina [37]. Basicamente, a forca de ligacao
entre o sitio e o elemento é o que determinara se 0 mesmo permanecera ou nao
ligado a biomolécula [38]. J& no caso da separacdo de selenoproteinas por
eletroforese em gel este problema nao existe, uma vez que o selénio apresenta-se
incorporado a estrutura primaria das proteinas e nao pode ser perdido [39, 40].

Existem também problemas relacionados com a hifenagdo envolvendo o
equipamento de ablacao a laser e o ICP-MS. Embora seja possivel obter menores
limites de deteccdo quando o laser é operado por meio da formacédo de linhas
(raster mode), neste modo € mais facil para se obter falsos positivos devido a
flutuacdes do sinal analitico em curtos periodos de tempo [41]. As origens de tal
instabilidade ainda sdo desconhecidas e, por isso, consistem em temas de
pesquisas cientificas.

3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1. Preparo de solucoes e limpeza de materiais

Todas as solucdes foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia) e solucbes padrao para calibracdo
(Merck, Darmstadt, Alemanha), bem como &agua deionizada (> 18,2 MQ cm),
obtida a partir de um sistema de purificagdo de agua Milli-Q (Millipore, Bedford,
USA).

Apbs o uso, todos os materiais foram lavados com agua e detergente
(Triton® X-100) e colocados em banho acido (4cido nitrico 10% v/v), sendo
mantidos nesta solugéo por, no minimo, 8 horas. Posteriormente, foram lavados
utiizando é&agua deionizada e secos em estufa, a excegcdo dos materiais

volumétricos que eram secos a temperatura ambiente.
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3.2. Metodologia empregada para extracao das proteinas de
folhas de girassol

O protocolo adotado para extracdo das proteinas de folhas de girassol
consistiu na extracdo empregando fenol [42], apresentado no primeiro capitulo
desta Tese e descrito no diagrama esquematico da Figura 3.2. O protocolo
possibilitou a extragcdo das proteinas com adequada remocdo dos interferentes,
permitindo adequada separagao por meio da técnica de eletroforese em gel.

Adicédo de tampao
saturado com fenol
(5mL)
; i ; = Fase fendlica
Tampaoextrator ~ Centrifugacao Centrifugacéo (superior)
4 mL TT—— —_—
( . 6000g/4°C 6000g/4 °C coletada
Material macerado
(19)
Sobrenadante
Adicédo de tampaoa
fase fendlica (5mL)
(realizado 2x)
3
Precipitacao Fasefendlica Centrifugagio
coletadae €——
10 mL de Precipitacdo 6000g/4°C

Acetato de amonio
0,1 mol L-"em metanol

Proteinas

Figura 3.2. Diagrama esquematico apresentando o procedimento experimental
para a extracdo das proteinas de folhas de girassol com posterior separacéao
empregando a técnica de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida.

Resumidamente, o tampao de extracédo utilizado neste caso consistia em
uma mistura composta por 700 mmol L de sacarose, 50 mmol L' de EDTA, 100
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mmol L de KCI, 10 mmol L™ de tioureia, 50 mmol L de DTT, 2 mmol L' PMSF
dissolvidos em tampéo Tris-HCI 500 mmol L™ pH 7,5.

Apbs aplicacdo do procedimento descrito na Figura 3.2, lavou-se o
precipitado obtido com 5 mL de acetato de aménio 100 mmol L' em metanol
gelado e 1 mL de acetona gelada. Ao final, o teor de proteinas totais foi
determinado empregando o método espectrofotométrico de Bradford [43],
utilizando albumina do soro bovino (fragdo V) como proteina padrao para
construcao da curva de calibracéo.

3.3. Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida

As proteinas extraidas por meio do protocolo apresentado no item 2.2 foram
separadas empregando a técnica de eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida. Para tanto, empregou-se o protocolo descrito no primeiro capitulo
desta Tese. Resumidamente, as proteinas foram resolubilizadas com 250 pL de
tampdo contendo 7,0 mol L™ de ureia; 2,0 mol L de tioureia; 2,0% (m/v) de
CHAPS; 0,5% (m/v) de anfélitos (faixa de pH entre 3 e 10) e 1,0% (m/v) de DTT e
aplicadas em fitas pré-fabricadas contendo anfélitos imobilizados (com gradiente
linear de pH situado entre 3 e 10) para realizacdo do procedimento de focalizacao
isoelétrica das proteinas. As fitas foram mantidas por 12 h em 6leo mineral e
inseridas em um focalizador isoelétrico — Multiphor Il system (GE Healthcare,
Uppsala, Suécia), sendo empregando o seguinte procedimento de focalizagao: 0-
500 V (0,5 kVh); 500-1000 (0,8 kVh); 1000-10000 (11,3 kVh); 10000 (5,0 kVh).
Apds a focalizacao isoelétrica, as proteinas foram reduzidas durante 15 min
utilizando tampao para equilibrio contendo 1,0% (m/v) DTT e em seguida
alquiladas por mais 15 min empregando tampao para equilibrio contendo 2,5%
(m/v) iodoacetamida. A composicao do tampao de equilibrio consistia em solucao
contendo 6,0 mol L™ ureia; 30% (v/v) glicerol; 2,0% (m/v) SDS; 0,002% (m/v) azul
de bromofenol e 50 mmol L' Tris-HCI pH 8,8. Em seguida, realizou-se a

separacao das proteinas em funcdo da massa molar das mesmas empregando
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géis de poliacrilamida com concentracdo de 12,5% (m/v) e dimensdes de 13 cm
(SE 600 Ruby™ system, Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia). A voltagem
maxima empregada consistia em 600 V e a corrente elétrica fixada em 25 mA. Os
géis foram preparados em triplicata e corados empregando Coomassie Brilliant
Blue G-250 coloidal [44]. As imagens foram digitalizadas empregando um
digitalizador de imagens (ImageScanner Il, Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia) com o densitdbmetro operando a 300 dpi. O programa ImageMaster 2D

Platinum 6.0 (GeneBio, Geneva, Suica) foi empregado para analise de imagens.
3.4. Secagem dos géis de eletroforese

Para deteccao de selénio nos spots dos géis de eletroforese empregando a
técnica de ablagédo a laser, faz-se necessario secar a matriz de poliacrilamida.
Para tanto, pequenas areas dos géis, com dimensdes maximas de 3 x 3 cm, foram
cortadas e colocadas sobre um papel de filtro (Whatman 3MM CHR), como
apresentado na Figura 3.3. O gel foi entdo coberto por um filme plastico (papel
celofane poroso) e seco em um secador de géis (modelo GD 2000 — Amersham

Biosciences, Uppsala, Suécia) sob vacuo durante 75 min a 40 <.

Filme plastico

Gel com 1 mm de espessura(3cm x 3 cm — max)

v
_/ Papel cromatogréfico

v _— (Whatman 3MM CHR)

Figura 3.3. Diagrama apresentando a montagem otimizada para promover a
secagem dos géis de poliacrilamida.

Apbs concluir o processo de secagem, os sistemas gel/suporte néao
apresentavam mais que 2 mm de espessura, possibilitando fixa-los na camara de

ablacédo do laser com fita adesiva, como pode ser observado na Figura 3.4. Para
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analise, optou-se por nao remover o filme plastico que recobre o gel, pois este
procedimento poderia danifica-lo. Assim, optou-se por utilizar o laser, em um
primeiro momento, para realizar a remoc¢ao da pelicula plastica que recobre o gel
e, posteriormente, empregando-o para ablar a matriz de poliacrilamida e

determinar selénio nos spots.

Gel de poliacrilamidaseco

Camarade ablagao

Figura 3.4. Imagem da camara de ablacdo contendo um gel de poliacrilamida
seco fixado para posterior analise.

A imagem apresentada na Figura 3.5 mostra uma imagem obtida com a
camera do equipamento de ablacao a laser. A linha que aparece no centro da
imagem mostra uma cratera produzida pelo laser. Neste caso, realizou-se duas
varreduras em linha com velocidade de 100 pm s, sendo que a primeira
varredura teve como objetivo apenas remover a pelicula plastica que reveste o
gel. Vale ressaltar que, neste processo, o laser ablava apenas o filme plastico, ou
seja, nao havia perda de selénio ou sinal deste elemento durante a remocéao do

filme pléstico.
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Cratera produzida pelo laser

Regido que evidencia o filme
plastico que recobre o gel

Figura 3.5. Imagem do gel de poliacrilamida seco obtida com a cdmera do sistema
de ablagéo a laser. A cratera exibida no centro da imagem evidencia o local de
incidéncia do laser que, neste caso, foi configurado para operar com velocidade de
100 pm s” e diametro do feixe de 100 um. Na imagem, o laser incidiu sob a
mesma regiao por duas vezes, sendo que na primeira teve como objetivo remover
o filme pléstico que recobre o gel e na segunda realizar a ablagdo da matriz seca
de poliacrilamida.

3.5. Otimizacao dos parametros instrumentais dos equipamentos
de ablacao a laser e ICP-MS

Para otimizacao das condigdes de operacao dos equipamentos de ablagéao
a laser (New Wave UP-213, Fremont, EUA) com fonte de laser de Nd:YAG
(213 nm) e ICP-MS (ELAN DRC-e, PerkinElmer, Shelton, EUA), preparou-se
solucdes de acrilamida contendo 10 mgL" de fons selenito. Tal solucdo foi
polimerizada produzindo geéis de poliacrilamida que, posteriormente, foram
submetidos a0 mesmo procedimento de secagem adotado para as amostras
contendo proteinas de folhas de girassol. As andlises dos géis de eletroforese
empregando LA-ICP-MS foram, entdo, realizadas em sala limpa classe 10000.

Dentre os parémetros instrumentais otimizados para o equipamento de
ablacédo a laser encontram-se a largura da fenda que determina o didmetro do

feixe do laser; a frequéncia de pulsos e a intensidade do laser. Ja para o
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equipamento de ICP-MS avaliou-se a poténcia empregada para formagdo do
plasma e vazao dos gases auxiliar e transportador (argénio foi empregado em
ambos os casos). Para estes estudos, realizou-se uma varredura com o laser nos
géis de poliacrilamida contendo padrdao de ions selenito, empregando as
condigdes do método descritas na Tabela 3.2. As &reas sob os sinais analiticos
obtidos foram utilizadas para determinacao das condi¢cbes étimas de operacgao.

A relacdo m/z que possibilitava obtencdo dos maiores valores de relacao
sinal-ruido também foi avaliada. Neste caso, para otimizacdo do sistema
empregou-se uma solucdo padrao de selénio 1 pg L™ introduzida no ICP-MS por
meio de um nebulizador Meinhard® e camara de nebulizacdo ciclénica sem
refrigeracao. Oxigénio foi empregado na cela de reacdo do equipamento para
remogao dos interferentes.

Tabela 3.2. Parametros empregados no método utilizado para otimizacdo das
condicdes instrumentais dos equipamentos de ICP-MS e ablagéo a laser.

Parametros Condicao
ICP-MS

Tempo de integracao por ponto (ms) 500
NuUmero de pontos 150
Tempo de leitura (s) 141

Laser

Velocidade de varredura (um s™) 100
Distancia percorrida (mm) 4.2
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizacao das condicoes de operacao do ICP-MS

4.1.1. Eliminacao de interferentes

A determinacdo de selénio empregando a técnica de ICP-MS exige
cuidados no que tange a eliminacao de interferentes, em especial o dimero de
argonio (*°Ar.*) na m/z 80. Diferentes estratégias podem ser consideradas para
eliminacdo de espécies poliatbmicas [29, 45], sendo que duas foram avaliadas
para possibilitar a determinacdo adequada. Na primeira, realizou-se a
determinacao de selénio na m/z 80 buscando a eliminagdo do dimero de argbnio,
ou outras espécies interferentes como ®4Zn'®0*, apés reacdo das espécies
interferentes com oxigénio, enquanto, a segunda op¢ao, consistiu em promover a
reacdo do selénio com oxigénio na cela de reagdo e monitorar o ion produto
(®°Se'®0*) na m/z 96.

O gréafico da Figura 3.6 apresenta a relacdo sinal-ruido obtida para
diferentes vazdes de oxigénio para os dois estudos propostos, mantendo-se fixos
os parametros de rejeicdo (RPa e RPq) do quadrupolo da cela de reagcdo em 0 e
0,4 V, respectivamente. Neste caso, tais varidveis representam os parametros g e
a da equacdo de Mathieu, que rege a estabilidade de ions em campos
quadrupolares [46]. Observa-se que a relacao sinal-ruido apresenta maior valor a
0,7 L min™ quando se monitora o éxido de selénio na m/z 96. Neste caso, maiores
vazoes do gas resultam em reducao da relacao sinal-ruido, visto que aumentam o
namero de colisdbes envolvendo oxigénio e o 6xido formado, o qual apresenta
maior secdo de choque. J4 o monitoramento do fon %°Se* na m/z 80 gera
resultados menos satisfatérios, visto que, nesta situacao, a aplicacéo de 1,2 L min
! de oxigénio ndo foi suficiente para promover a completa eliminacdo da espécie

Ar,* e evitar a reducdo de sinal para os ions 8Se*.
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Figura 3.6. Otimizacdo da vazao de oxigénio empregada para eliminacao de
interferentes na determinacdo de selénio apds injecdo de solucdo contendo
1,0 g L deste elemento. Neste estudo, o parametros RPa e RPq do quadrupolo
da cela de reacao foram mantidos fixos em 0 e 0,4 V, respectivamente.

Baseando-se nos resultados obtidos no estudo da vazdo de oxigénio
empregada, buscou-se a otimizacdo do parametro RPq, visando maximizar a
transmissdo de ions até o quadrupolo analitico e, consequentemente, até o
detector. O gréfico apresentando na Figura 3.7 exibe os resultados obtidos para as
duas alternativas avaliadas. No caso da determinagéo dos ions SeO", a vazao de
O, foi fixada em 0,7 L min™', enquanto para a determinacéo dos ions Se*, a vazio
de O, foi mantida em 1,2 L min™.

Os resultados obtidos revelam que a relacao sinal-ruido apresenta maior
valor para a determinacdo da espécie SeO" quando o parametro de rejeicdo q é
fixado em 0,5 V. Considerando o monitoramento da espécie Se*, observa-se que
com a aplicacao de altos valores de potencial (0,7 ou 0,8 V), ou seja, uma faixa de
transmisséo de ions bastante estreita, consegue-se aumentar a relagao sinal-ruido
devido a reducdo na transmissdo de interferentes. No entanto, o desempenho
analitico apresenta-se inferior aquele obtido quando se monitora o 6xido de

selénio.
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Figura 3.7. Otimizacao do potencial RPq (parametro de rejeicdo g da equacgao de
Mathieu) empregado no quadrupolo da cela de reacdo para determinacdo de
selénio ap6s injecdo de solucdo contendo 1,0 pg L' deste elemento. Neste
estudo, a vazdo de oxigénio foi mantida fixa em 0,7 e 1,2 L min" para o
monitoramento dos ions SeO" e Se*, respectivamente.

Assim, optou-se por monitorar o fon ¥Se'®O* na m/z 96 nos estudos

posteriores, pois possibilitou a obtencdo dos menores limites de deteccao, o que é
fundamental quando se trabalha com amostras contendo baixas concentragbes de
selénio, como é o caso das proteinas que foram submetidas a um procedimento

prévio de fracionamento.

4.1.2. Avaliacao das vazoes dos gases auxiliar e transportador

Com o objetivo de otimizar o transporte do material ablado, bem como obter
condicbes operacionais de estabilidade do plasma, as vazdes de argbnio
empregadas como gases auxiliar e transportador foram avaliadas utilizando os
géis de poliacrilamida polimerizados na presenca de padrdo de ions selenito,
como pode ser observado nos graficos apresentados nas Figuras 3.8 e 3.9.

117



10000

oo | [ [ ]

|
NG G

4000

Contagens (cps)

2000

O T T T T T T T T T T T T T
1,2 1,3 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8

Vazdo de Argonio (L min"l)

Figura 3.8. Avaliacdo da vazdao de gas auxiliar (argbnio) no intervalo
compreendido entre 1,2 e 1,8 L min', obtida apés avaliacio de géis de
poliacrilamida polimerizados a partir de solucdes de acrilamida contendo 10 mg L
de ions selenito. Neste caso, os demais parametros empregados no estudo
consistiam na poténcia da bobina de radiofrequéncia igual a 1270 W, vazao do
gas de transportador de 1,1 L min'; frequéncia do laser de 20 Hz; intensidade de
100% (ca. 28 J cm™) e diametro do feixe do laser de 100 pm.

Observa-se que, para ambos, ndo se encontrou diferenca estatistica
significativa (aplicando teste estatistico ANOVA com nivel de confiangca de 95%)
para os intervalos de vazdes estudados. A literatura reporta [47] melhoras na
eficiéncia de deteccéao, definida como o a raz&o entre o numero de ions que atinge
o detector e o numero de atomos liberados durante o processo de ablagéo,
quando se emprega hélio como gas transportador. A explicagdo concentra-se na
maior eficiéncia do hélio para promover a ionizagdo das espécies no plasma
devido a elevada energia fornecida pelo gas, bem como pelo fato de minimizar a

deposicao da massa ablada sobre a superficie da amostra.
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Figura 3.9. Avaliacdo da vazdo de gas transportador (argbnio) no intervalo
compreendido entre 0,7 e 1,5 L min', obtida apés avaliacio de géis de
poliacrilamida polimerizados a partir de solucdes de acrilamida contendo 10 mg L
de ions selenito. Neste caso, os demais parametros empregados no estudo
consistiam na poténcia da bobina de radiofrequéncia igual a 1270 W, vazao do
gas de auxiliar de 1,8 L min™"; frequéncia do laser de 20 Hz; intensidade de 100%
(ca. 28 J cm™) e diametro do feixe do laser de 100 um.

No caso estudado, a simples alteracdo da vazao do argénio utilizado como
gas transportador nao foi suficiente para minimizar efeitos de deposicao. Além
disso, 0 aumento da vazao do gas auxiliar do plasma nao provocou redugao do
sinal obtido devido ao maior fracionamento dos ions na regidao da tocha do ICP-
MS. Assim, devido as caracteristicas do ICP empregado no estudo, optou-se por
fixar a vazdo dos gases auxiliar e transportador em 1,8 e 1,1 Lmin™,
respectivamente, buscando garantir uma maior estabilidade do plasma formando,
uma vez que vazodes reduzidas podem conduzir a extincdo do mesmo ou até

causar danos a tocha.
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4.1.3. Avaliacao da poténcia aplicada a bobina de radiofrequéncia

A poténcia empregada na bobina de radiofrequéncia do equipamento de
ICP-MS revelou ser um dos parametros de maior importadncia para aumento do
sinal analitico. A Figura 3.10 apresenta um sinal tipico, obtido ap6s aplicacdao do
método apresentado na Tabela 3.2. Para cada condigao, calculou-se a area dos

sinais e construiu-se o grafico da Figura 3.11.

Jens (cps)

Cont:

Figura 3.10. Sinal analitico obtido para ablacdo de um gel de poliacrilamida
polimerizado a partir de uma solugdo de acrilamida contendo 10 mg L™ de selenito
empregando as seguintes condicoes de operacao: bobina de radiofrequéncia igual
a 1000 W; vazao do gas auxiliar de 1,8 L min™'; vazdo de gas transportador de
1,1 L min™"; frequéncia do laser de 20 Hz; intensidade de 100% (ca. 28 J cm™) e
didmetro do feixe do laser de 100 um. O sinal foi obtido por meio do método
apresentado na Tabela 3.2, com tempo de coleta de dados do ICP-MS de 141 s e
tempo de operacao do laser de 42 s.

Observa-se que com a reducdo da poténcia aplicada na bobina de
radiofrequéncia tem-se um aumento na resposta analitica, mesmo para
determinacao de selénio, que é um elemento que apresenta uma primeira energia
de ionizacao elevada (9,75 eV [48]). Neste caso, como nao é necessario fornecer
energia para promover processos de desolvatagdo ou de transferéncia para a fase
gasosa, parte da energia excedente do plasma é utilizada para promover a
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ionizagdo preferencial de outras moléculas ou ions presentes na matriz de
acrilamida, acarretando na reducgéo do sinal analitico.

Vale ressaltar que, neste caso, a formacao de ions Se?* é pouco provavel
para justificar uma reducao do sinal analitico de quase 50% quando se compara o
emprego de 1000 e 1400 W, porque o valor da segunda energia de ionizacao do
selénio é muito elevado (ca. 20 eV [48]). O favorecimento da formacao da espécie
SeO", como consequéncia do emprego da menor poténcia, também nao pode ser
considerado como fator determinante para aumento do sinal analitico em funcao
da magnitude do sinal analitico obtido.
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Figura 3.11. Areas dos sinais analiticos obtidas para o estudo da otimizacdo da
poténcia aplicada durante o processo de ablagéo utilizando géis de poliacrilamida
contendo ions selenito.

4.1.4. Avaliacao da intensidade do laser

A intensidade do laser foi outro parametro avaliado neste estudo. Por meio
do grafico apresentado na Figura 3.12 observa-se que com o aumento da
intensidade do laser e, consequentemente, da fluéncia, tem-se um aumento
exponencial do sinal analitico, com um maximo obtido quando se aplica 80% da

energia maxima disponivel (ca. 22 J cm?). Sabe-se que a ablagdo de solucdes
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poliméricas ocorre acima de um valor minimo (ca. 10 — 100 mJ cm?) e que o
comportamento observado para o estudo esta dentro da tendéncia esperada.
Observa-se, ainda, a partir do grafico apresentado na Figura 3.12, que
operando o laser com intensidade superior a 80% do valor maximo tem-se um
decréscimo na area do sinal analitico obtido. Apenas com os dados obtidos
experimentalmente neste estudo ndao é possivel definir qual processo estaria
envolvido na reducao do sinal, mas pode-se cogitar a ocorréncia de uma possivel
sinterizagao do analito a matriz devido a elevada energia fornecida, conduzindo a

formacao de compostos que nao séo ionizados no plasma.

22 Jcm?
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Figura 3.12. Area do sinal analitico obtida em funcéo da intensidade do laser para
gel de poliacrilamida polimerizado a partir de uma solucao de acrilamida contendo
10 mg L' de selenito empregando as seguintes condicdes de operacao: bobina de
radiofrequéncia igual a 1000 W; vazdo do gas de auxiliar de 1,8 L min™'; vazdo de
géas transportador de 1,1 L min™'; frequéncia do laser de 20 Hz; diametro do feixe
do laser de 100 um. A linha continua descreve a equagdo exponencial que se
ajusta aos dados obtidos, cuja equacao € apresentada junto ao grafico.

122



4.1.5. Avaliacao do diametro do laser e frequéncia empregada

Avaliou-se a fenda utilizada para sele¢do do diametro do feixe de laser. O
equipamento de ablacdo empregado neste trabalho apresenta uma placa metélica
circular contendo orificios com diferentes diametros que permitem a passagem do
laser. Assim, seleciona-se, por meio de software, o diametro de feixe desejado e o
equipamento ajusta, automaticamente, a fenda correspondente. Neste estudo,
quatro diferentes valores foram estudados, como pode ser observado no grafico
apresentado na Figura 3.13.
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Figura 3.13. Area do sinal analitico obtida em funcdo do diametro do feixe de laser
para gel de poliacrilamida polimerizado a partir de uma solugcao de acrilamida
contendo 10 mg L™ de selenito empregando as seguintes condi¢cdes de operagio:
bobina de radiofrequéncia igual a 1000 W; vazao do gas de auxiliar de 1,8 L min’™";
vazdo de gas transportador de 1,1 L min”; frequéncia do laser de 20 Hz;
intensidade do laser de 80%.

Observa-se que, com o aumento do didametro do laser, obtém-se uma maior
area para o sinal analitico obtido, considerando o método proposto para a
otimizacdo, apresentado na Tabela 3.2. Tal perfil era esperado, uma vez que a

quantidade de material ablada aumenta proporcionalmente com o diametro do
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laser. Pode-se, inclusive, observar visualmente por meio da camera de video que
monitora o processo de ablacdo que a quantidade de material transportado até o
ICP-MS aumenta com o aumento do didametro do feixe utilizado.

Com relacdo a frequéncia do pulso do laser, estudou-se quatro valores
diferentes para este parametro, como pode ser observado no grafico apresentado
na Figura 3.14. Nota-se que a elevacao da frequéncia aplicada gera um aumento
da resposta analitica, sendo que o valor de 20 Hz representa o limite maximo que
pode ser utilizado no equipamento em questao.
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Figura 3.14. Area do sinal analitico obtida em funcéo frequéncia do laser para gel
de poliacrilamida polimerizado a partir de uma solucdo de acrilamida contendo
10 mg L™ de selenito empregando as seguintes condicdes de operacdo: bobina de
radiofrequéncia igual a 1000 W; vazao do gas de auxiliar de 1,8 L min™'; vazéo de
gas transportador de 1,1 L min™"; intensidade do laser de 80%, diametro do feixe
de 100 pum.

Vale ressaltar que o ajuste da frequéncia do laser também depende da
velocidade com que a varredura do gel é realizada. Assim, seria possivel obter
uma resposta analitica com a mesma magnitude daquela obtida para 20 Hz (em
termos de area do sinal analitico), mas empregando uma frequéncia do laser

menor. No entanto, neste caso, seria necessario, para a varredura de uma mesma
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area, utilizar uma velocidade de varredura inferior a 100 um s, o que implicaria
em reducao da frequéncia analitica.

Por fim, a Tabela 3.3 reune as condicoes o6timas para operagdo do
equipamento de ablacdo a laser acoplado ao ICP-MS ap6s otimizagdo das

condig¢des instrumentais de operacao para ambos os instrumentos.

Tabela 3.3. Parametros instrumentais 6timos para deteccao de selénio por meio
da hifenagéao LA-ICP-MS.

Condicoes de operacao do ICP-MS

Poténcia aplicada na bobina de radiofrequéncia (W) 1000
Vazao de gés transportador - Argonio (L min™) 1,1

Vazao de gas auxiliar - Argdnio (L min™") 1,8

Condicoes de operacao da Cela Dindmica de Reacao

Espécie Gas Vazao de gas

Elemento . _ 4 RPg (V) RPa (V)
monitorada reacional (L min™)

Selénio 80se'°0" Oxigénio 0,70 0,50 0

Condicées de operacdo do equipamento de ablagéo a laser

Frequéncia (Hz) 20
Intensidade do laser (%) 80
Energia (mJ); Fluéncia (J cm2) 1,9; 22
Velocidade de varredura (um s™) 100
Diametro do feixe de laser (um) 100
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4.2. Avaliacao de um sistema hipotético empregando

selenometionina

Avaliou-se um sistema hipotético para géis polimerizados na presenca de
selenometionina. Baseando-se em dados de densidade Optica, obtidos
previamente pelo grupo GEPAM [49], considerou-se que a massa proteica média
em uma banda bem definida de um gel de SDS-PAGE situa-se em torno de 0,5 pg
de proteina. Assumiu-se, também, que a drea média de uma banda € de ca. 0,75
cm?, como pode ser visto na Figura 3.15.

Assim, baseando-se nos dados de massa média de proteina em uma banda
e considerando que a area de um gel bidimensional de poliacrilamida contém ca.
240 cm? e que o volume de solucdo de acrilamida necessario para prepara-lo é de
ca. 25 mL, preparou-se uma solucdo de acrilamida contendo 3,2 mg L de
selenometionina.

1.5cm

—>

O5cmimm 0.75cm?

Figura 3.15. Diagrama esquematico mostrando as dimensdes consideradas para
determinacao do tamanho médio de uma banda proteica em uma separacao
eletroforética bidimensional.

Apbs a polimerizacao, este gel corresponde a uma banda proteica que
simula uma proteina hipotética contendo selénio em 100% de seus aminoacidos
(considerando que os aminoacidos apresentam uma mesma massa molar média).
Obviamente, esta situacao é considerada hipotética, pois ndo existe uma proteina
cuja estrutura primaria € composta apenas por selenometionina ou selenocisteina.

As condigOes instrumentais otimizadas do método, apresentados na Tabela
3.3 foram, entdo, utilizadas para deteccdo de selénio nos géis contendo

selenometionina. Pode-se observar, por meio do sinal analitico apresentado na
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Figura 3.16, que a intensidade méxima para os sinais obtidos situa-se entre 70 e
80 contagens por segundo (cps).

Espera-se, assim, que para uma amostra real, o sinal analitico obtido seja
inferior a 70 cps, pois a probabilidade estatistica para se encontrar metioninas ou
cisteinas em proteinas € de ca. 6,4% [50]. Além disso, nem todas as metioninas
ou cisteinas de uma proteina apresentardo a substituicdo de seus atomos de

enxofre por atomos de selénio.
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Figura 3.16. Sinal analitico obtido para o ion 8°Se'®O* apés ablagio de um gel de
poliacrilamida polimerizado a partir de uma soluc¢ao de acrilamida contendo 3,2 mg
L' de selenometionina. O resultado obtido representa uma proteina hipotética
onde 100% de seus aminoacidos contém um atomo de selénio incorporado aos
seus residuos laterais. Suavizagdo aplicada: média adjacente com janela de 2
pontos.

Vale ressaltar que este estudo simula uma situacao hipotética que pode
variar em funcdo da estrutura primaria da proteina analisada, da massa de
proteina contida no spot bem como da capacidade da planta de promover a
eliminacao selénio absorvido ou evitar a incorporacao deste elemento na estrutura

primaria das proteinas.
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4.3. Analise do perfil eletroforético obtido para o grupo de
amostras controle e de plantas tratadas com selénio

O perfil eletroforético obtido para as amostras de plantas do grupo controle
(irrigadas somente com agua) é apresentado na Figura 3.17. Para este grupo de
plantas péde-se identificar, por meio da anédlise das imagens dos géis empregando
o programa ImageMaster 2D Platinum 6.0, 499 + 8 spots proteicos com uma
correlacdo de 70% entre réplicas (n=3) para géis preparados de maneira
independente desde a etapa de extracdo das proteinas a partir das folhas.
Considerando a reprodutibilidade da técnica de eletroforese bidimensional em gel
de poliacrilamida, pode-se afirmar que valores superiores a 70% indicam boa

correlagao entre as réplicas.
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Figura 3.17. Perfil eletroforético obtido apds separacao de proteinas de folhas de
girassol (Helianthus annuus L.) de plantas do grupo controle. A massa de proteina
aplicada no gel foi de 485 pug.
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Para as amostras tratadas com selénio o perfil eletroforético obtido pode ser
observado na Figura 3.18. Géis deste grupo de plantas apresentaram 483 + 13
spots com uma correlacdo de 73% entre replicas. Novamente, pode-se afirmar
que o procedimento de extracdo de proteinas e o protocolo adotado para
separacao eletroforética das mesmas apresentam-se adequados para obtencao
de resultados reprodutiveis.
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Figura 3.18. Perfil eletroforético obtido apds separacao de proteinas de folhas de
girassol (Helianthus annuus L.) de plantas do grupo irrigado com solucao de
selénio (352 mg de Se,O3 adicionados ao longo de 44 dias) . A massa de proteina
aplicada no gel consistia em 485 pug.

Avaliando, ainda, a correlacdo entre as diferentes réplicas de géis para as
plantas tratadas com selénio, a Figura 3.19 exibe um diagrama que confirma a boa
correlacao entre os spots das diferentes réplicas de géis. Observe que esta figura
exibe diversos vetores (em azul), um para cada spot. Nota-se que os vetores

localizados numa dada regido do gel estdo orientados para uma mesma direcéo, o
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que valida a correlacao de 73% descrita anteriormente para estas amostras. Caso
0os vetores se apresentassem dispostos de maneira aleatéria os dados de
correlacdo nao teriam validade, pois o software ndo estaria conseguindo
correlacionar um determinado spot para as diferentes réplicas.

-

ol

Figura 3.19. Imagem de um gel de eletroforese obtido apdés separacdo de
proteinas de folhas de girassol para uma planta irrigada com solugcédo de selenito.
Na figura sdo exibidos os spots identificados (circulados em vermelho) e os
vetores (em azul) que correlacionam o0s spots desta réplica com aqueles
encontrados nas demais réplicas do mesmo grupo de plantas. Os numeros
indicados nas caixas representam referéncias que auxiliam o software na
correlacao dos spots.

Quando se compara os géis obtidos a partir de plantas do grupo controle

com aqueles das plantas tratadas com selénio, observa-se que a correlagao entre
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0s géis € reduzida para 64%. Embora esse numero seja pouco inferior ao limite de
tolerancia de 70% entre réplicas, pode-se dizer que existem pequenas variacdes
sob o ponto de vista de expressao de proteinas quando se compara as plantas
controle com aquelas tratadas com selénio. No entanto, ndo se pode eliminar a
possibilidade de utilizacdo da técnica de DIGE (Differential Gel Electrophoresis)
para avaliacdo dos resultados obtidos, uma vez que, neste caso, qualquer
variacao causada em funcao do procedimento de separacao seria eliminado, visto
que as proteinas de cada amostra sdo marcadas com diferentes fluoréforos e
separadas na mesma corrida eletroforética e em um Unico gel de poliacrilamida
[51], resultando na obtencéo de resultados ainda mais conclusivos em fungéo da

reducao de variacdes experimentais.

4.4. Deteccao de selénio nos spots proteicos

O gel apresentado na Figura 3.20 exibe as diferentes regides inseridas na
camara de ablacdo do equipamento de laser. Os spots indicados por circulos
vermelhos foram avaliados, mas nao se detectou selénio nos mesmos. Ja para os
spots destacados por circulos amarelos pdde-se detectar a presenca deste
elemento. Analisou-se 104 spots (ca. 21% do total), identificando-se a presenca de
selénio em apenas 10 destes spots (9,6% das proteinas avaliadas).
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Figura 3.20. Imagem de um gel de eletroforese obtido a partir de extrato proteico
de folhas de girassol tratados com selénio. As regides demarcadas no gel indicam
as areas inseridas na camara de ablagao. Os circulos amarelos representam os
spots onde se identificou a presenca de selénio, enquanto os circulos vermelhos
representam spots analisados que nao apresentaram sinais para este elemento.

As Figuras 3.21 e 3.22 destacam duas regides dos géis onde se pode
identificar a presenca de selénio. Em todas, correlacionam-se imagens de regides
do gel com o sinal analitico obtido para selénio. Como esperado, 0s sinais sao
inferiores a 70 contagens, o que confirma a estimativa realizada previamente
envolvendo o estudo com géis polimerizados na presenca de selenometionina. Na
Figura 3.22 é possivel, inclusive, observar a presenca de selénio em diferentes
isoformas de uma mesma proteina, cuja identidade ainda é desconhecida.
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Figura 3.21. Sinal analitico obtido para o ion #Se'®0*, em contagens por segundo
(cps), obtido apds ablacado do gel de poliacrilamida seco (regido numero 3, Figura
3.20). A linha tracejada indica a regiao do gel ablada, enquanto as setas exibem o
momento em que o laser foi ligado e desligado, bem como auxiliam visualmente a

correlagdo da imagem com o sinal analitico. Suavizagdo aplicada: meédia
adjacente com janela de 20 pontos.

Vale ressaltar que mesmo nao havendo remocdo do plastico poroso que
recobre o0s géis, ainda assim, foi possivel identificar selénio mas apenas na
segunda varredura do gel com o laser, sendo detectado apenas ruido quando se
incidiu o laser sobre o plastico. Outra ressalva deve ser feita relagdo ao fato do

laser ndo apresentar energia suficiente para atingir o papel de filtro que serve
como suporte para o gel.
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Figura 3.22. Sinal analitico obtido para o fon 2°Se'®O*, em contagens por segundo
(cps), obtido apds ablacado do gel de poliacrilamida seco (regido numero 5, Figura
3.20). A linha tracejada indica a regiao do gel ablada, enquanto as setas exibem o
momento em que o laser foi ligado e desligado, bem como auxiliam visualmente a
correlagdo da imagem com o sinal analitico. Suavizagdo aplicada: média

adjacente com janela de 20 pontos.

Outra questao que deve ser mencionada relaciona-se com o fato de que os
spots que apresentaram a presenca de selénio também foram avaliados nas
plantas do grupo controle. Neste caso, observou-se apenas o ruido referente ao
sinal analitico.

Por fim, a Figura 3.23 exibe uma regido do gel de poliacrilamida sem
nenhum spot proteico, ou seja, um branco analitico. Observa-se que nesta
situacdo o numero maximo de contagens obtidas para o sinal obtido é de ca. 4

contagens, considerando o mesmo tratamento matematico adotado para as
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Figuras 3.21 e 3.22 (suavizacao utilizando média adjacente com janela de 20
pontos).
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Figura 3.23. Sinal analitico obtido para a m/z 96, em contagens por segundo
(cps), obtido ap6s ablagcdo de uma regiao do gel de poliacrilamida seco sem
nenhum spot proteico. Suavizagdo aplicada: média adjacente com janela de 20
pontos.

5. CONCLUSOES PARCIAIS

A otimizacdo de parametros instrumentais visando a hifenacdo entre o
equipamento de ICP-MS e o sistema para ablacéo a laser foi apresentada neste
capitulo. Dentre os parametros de maior relevancia no estudo pode-se citar a
poténcia aplicada na bobina de radiofrequéncia e a fluéncia empregada no laser.
Para o primeiro parametro, a reducao da poténcia para geracao do plasma (1000
W) foi uma alternativa interessante para possibilitar o aumento do sinal analitico.
Neste caso, foi possivel promover a ionizacdo do selénio mesmo com reducao da
energia do plasma, visto que ndo ha necessidade de promover processos de
dessolvatagao ou transferéncia para a fase gasosa quando se realizam processos
de ablacgao.
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Com relacdo a fluéncia do laser, observou-se que o valor de 22 J cm?®,
formado com um laser com feixe de 100 um de didmetro operando com 80% da
energia maxima disponivel (1,9 mJ), foi adequado para obtencdo do maior sinal
analitico. Neste caso, observou-se um crescimento exponencial do sinal a medida
que a energia do laser foi aumentada, atingindo-se 0 maximo em 80%. Acima
deste valor, outros processos, que podem ser tanto de natureza fisica quanto
quimica, podem estar influenciando nesta questdo como, por exemplo, a
sinterizacdo do analito na matriz de poliacrilamida ou a geometria da cratera
formada no processo de ablacdo, reduzindo a quantidade de material que é
conduzida até o equipamento de ICP-MS, resultando na reducao do sinal analitico.

Por outro lado, alteracbes nas vazdes de argbnio, utilizado com gas
transportador e auxiliar nos intervalos de 0,7 a 1,5 L min" e 1,2 ¢ 1,8 L min™,
respectivamente, ndo proporcionaram aumento do sinal analitico e foram
ajustados a fim de manter a estabilidade do plasma.

No que tange as amostras de girassol, os resultados apresentados
revelaram que, aparentemente, existem pequenas alteragdes no perfil protedmico
dos extratos avaliados neste trabalho quando comparados as plantas irrigadas
com solugcdo de selénio e aquelas do grupo controle, evidenciando que nao é
observada a total supressao ou inducao da biosintese de uma dada proteina para
as plantas em estudo neste trabalho, levando em consideracéo a fracdo proteica
separada por eletroforese em gel.

Com relagdo a hipotese da sintese de aminoacidos contendo selénio e
possivel incorporacdo dos mesmos a estrutura primaria das proteinas, pbde-se
confirma-la. No entanto, este processo ndo se deu de maneira generalizada.
Péde-se identificar a presenca do elemento em apenas 9,6% do total de spots
analisados. O motivo para este pequeno numero pode relacionar-se com o fato da
incorporagcdo do selénio ter sido minimizada por estratégias adotadas pelo
metabolismo do vegetal, tal como eliminacdo via transpiracdo foliar, visto que
dados apresentados no segundo capitulo desta Tese demonstraram que existe a

translocacdo do selénio para as folhas das plantas. Outra questdo que pode
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justificar o baixo numero de proteinas contendo selénio relaciona-se com o baixo
namero de aminoacidos contendo enxofre na estrutura primaria das mesmas.
Desta forma, a concentracdo de selénio nos spots nao pbde ser detectada por
meio da hifenacao LA-ICP-MS.

Desta forma, mesmo com o baixo niumero de selenoproteinas localizadas
nos geéis de poliacrilamida, a planta ndo conseguiu evitar os sérios danos ao
metabolismo, como problemas de crescimento, necroses nas folhas e nas bases

dos caules.
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Capitulo 4

Emprego da hifenacao LA-ICP-MS para realizacao de analises quantitativas
de selénio e enxofre diretamente nas folhas de girassol e criacao de imagens
bidimensionais exibindo a distribuicao destes elementos nas estruturas
estudadas.
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1. OBJETIVO

Os dados apresentados anteriormente revelaram a translocacédo de selénio
principalmente para as folhas dos girassois. Nesse sentido, buscou-se realizar
neste capitulo a analise quantitativa direta de selénio e enxofre nas folhas das
plantas empregando a hifenagdo LA-ICP-MS. Para tanto, realizou-se o cultivo de
um novo grupo de girassois irrigados com ions selenito e outro grupo de plantas
controle utilizado para validacdo da metodologia, permitindo, assim, a analise

quantitativa da distribuicdo dos referidos elementos nas folhas das plantas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Potencialidades e limitacoes do sistema LA-ICP-MS com a
construcao de imagens para analise de amostras bioldgicas

A aplicacdo da hifenacao LA-ICP-MS para andlise de amostras biol6gicas
com a posterior construcdo de imagens pode ser encontrada na literatura para
avaliacdo de diferentes questdes relacionadas a distribuicdo de diversos
elementos em matrizes de origem vegetal ou animal [1]. Destacam-se, no entanto,
os esforcos realizados no sentido de avaliar questdes relacionadas ao preparo das
amostras previamente a insercdo das mesmas na camara de ablacao, bem como
experimentos focando nas estratégias para possibilitar a determinacdo quantitativa
ou quantitativa nas amostras [2].

Com relacdo a questao do preparo de amostras, o grande problema para
realizar uma determinacdo empregando LA-ICP-MS consiste no fato de que a
manipulacdo do material biolégico pode causar a redistribuicdo do elemento a ser
determinado no érgdo ou tecido avaliado, o que acaba gerando um resultado
distinto daquele que seria obtido caso as analises fossem conduzidas in situ.
Moradi et al. [3] avaliam esta questao estudando a distribuicdo de niquel em folhas

de uma planta hiperacumuladora do género Berkheya. Para tanto, os autores
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desenvolveram um procedimento em laboratério que foi comparado com um
procedimento classico que utiliza dimetilglioxima para corar as folhas [4]. No
procedimento desenvolvido pelos autores, as folhas das plantas foram congeladas
com nitrogénio liquido, seguido da impregnacao das mesmas com uma resina
epoxi, que exigia cura a 50 T por 24 horas. O material foi, entdo, cortado em
laminas de 15 mm, sendo a distribuicdo de niquel avaliada via LA-ICP-MS.
Segundo os resultados apresentados pelos autores, ndo existiram diferencas em
termos da distribuicdo de niquel nas folhas tratadas com a resina quando
comparadas aquelas coradas com dimetilglioxima. Vale ressaltar que o tratamento
das folhas com nitrogénio liquido ndo garante a integridade das estruturas
celulares, fato conhecido de longa data [5], podendo acarretar problemas no que
se refere a migracao do metal para outras regides da folha.

Pode-se, no entanto, observar que, em muitos casos, o preparo de
amostras nao exige inumeras etapas a fim de adequar uma folha, por exemplo,
para analise via LA-ICP-MS. A simples coleta e insercao da folha diretamente na
camara do sistema de laser pode ser uma alternativa viavel [6]. No entanto, deve-
se atentar para variacdes na quantidade de material ablada e, consequentemente,
introduzida no ICP-MS ao longo do tempo. Correcoes destas variacées podem ser
facilmente realizadas monitorando-se um padrdo interno, como o carbono, por
exemplo. Ja para amostras de origem animal, a questdo do preparo geralmente
exige o uso de um micrétomo para obtencao de cortes com alguns milimetros de
espessura. Neste caso, deve-se atentar para que a regido analisada fornecera
informacdes referentes a uma pequena regido da amostra [7]. Desta forma,
observa-se que a analise da distribuicdo de um dado elemento em um 6rgao ou
tecido despende um tempo relativamente extenso.

O emprego de uma matriz de amostra que se assemelhe aquela do vegetal
analisado muitas vezes consiste em um problema que deve ser superado.
Comumente, para analise de folhas de plantas, emprega-se um material de
referéncia certificado de folha e realiza-se uma série de experimentos com o

objetivo de assegurar que pequenas alteracdes na composicdo de matriz nao irdo
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interferir nas quantificacées [2]. Alternativamente, pode-se empregar um
constituinte majoritario da matriz, como pode ser observado no trabalho
desenvolvido por Prohaska et al. [8] que empregaram padroes de celulose
dopados com Al, Fe, Ca, Ba e Sr para avaliacao da distribuicao destes elementos
em madeira.

Com relacdo a quantificacdo, esta ndo se apresenta como uma tarefa de
facil realizacao. Existem trabalhos que apenas indicam o numero de contagens
obtido para uma determinada area do material estudado, explorando uma
abordagem qualitativa. Este é o caso do trabalho desenvolvido por Meharg et al.
[9] que avaliam a presenca de arsénio em graos de arroz. Embora tenha sido
possivel avaliar a distribuicdo de arsénio no grao em diferentes pontos, os autores
nao realizam um controle rigoroso do padrdo interno usado para normalizar
variagdes no processo de ablacéo.

Outros trabalhos que avaliam a distribuicdo elementar em folhas abordam
de maneira mais rigorosa a questao da quantificacdo. No caso de Wu et al. [10] os
autores estudam a distribuicado de cobre em uma planta tolerante a este elemento
apds tratamento hidroponico com solugéo enriquecida no isétopo ®°Cu. Os autores
conseguiram observar de maneira bastante evidente a translocag¢do do cobre para
as folhas em apenas 30 minutos apo6s o inicio do tratamento. Aparentemente o
stress provocado pela adicao do cobre também causa alteracées na concentracéo
de outros elementos na folha, sendo que tais mudancas irdo depender da idade da
mesma [10]. Outra questao evidente no trabalho relaciona-se com o fato de que
para alguns elementos é dificil obter imagens com grande detalhamento das
nervuras das folhas, como foi o caso do enxofre, mas que ndo impedem a
avaliacao da distribuicdo do elemento ao longo das mesmas.

Questdes praticas também devem ser levadas em consideracdo. No que se
refere as condigcdes de operacdo do sistema de laser, deve-se considerar que as
amostras das folhas s&o bastante delicadas. Assim, deve-se avaliar
criteriosamente o didmetro do feixe e intensidade do laser empregado que ira
incidir sobre a amostra [11]. Han¢ et al. [12] comentam sobre esta questdo em um

145



trabalho onde realizam a analise de chumbo em diferentes regides de uma planta
do género Pisum. Para as amostras em questao, o uso de um laser com diametro
superior a 100 um j& causava destruicao da folhas, fazendo com que os autores
passassem a empregar um feixe com didmetro de 50 um em suas analises.
Evidentemente que o emprego de um feixe de menor diametro implica em redugéo
na quantidade de material ablado e, consequentemente, introduzida no
espectrometro de massas, podendo acarretar problemas para deteccdo de um

determinado elemento.

2.2. Tendéncias observadas na literatura para a area de
protedmica empregando LA-ICP-MS

Pode-se observar na literatura relacionada a area de protebmica uma
recente tendéncia com relacao ao emprego da técnica de LA-ICP-MS em conjunto
com outras técnicas de espectrometria de massas que utilizam técnicas de
ionizacao mais suaves como ESI-MS ou MALDI-MS, para possibilitar a obtencao
de informagdes referentes a composicao elementar da amostra bem como
informacgdes referentes a moléculas organicas que apresentam interesse para um
estudo especifico [13], como foi explorado no trabalho desenvolvido por Sussulini
et al. [14] onde o objetivo dos autores consistiu em avaliar possiveis
biomarcadores para o transtorno afetivo bipolar a partir de amostras de plasma
sanguineo de pacientes diagnosticados com a doenga, empregando as técnicas
de MALDI-TOF MS/MS e LA-ICP-MS.

Nesse sentido, a hifenacao LA-ICP-MS pode ser utilizada como uma valiosa
ferramenta em estudos que buscam a quantificacdo de biomoléculas em um
determinado sistema. Um exemplo que explora esta questdo pode ser evidenciado
no trabalho desenvolvido por Hu et al. [15] onde os autores identificam proteinas
ligadas a anticorpos marcados com metais via LA-ICP-MS apés realizar um
imunoensaio. A principal vantagem encontrada neste tipo de abordagem
concentra-se no fato de que a técnica de LA-ICP-MS possibilita realizar analises
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quantitativas em estudos que avaliam, por exemplo, a expressdao de uma dada
proteina, empregando volumes diminutos de amostra. A literatura, inclusive, ja traz
informacdes sobre a potencialidade da aplicagdo desta abordagem [16]. Embora
ainda seja necessario realizar inimeros estudos referentes a esta questédo, o
emprego de um equipamento de ICP-MS apresenta potencial para realizar a
quantificacdo absoluta de biomoléculas, diferente de outras técnicas de ionizagéao
para analise de substancias organicas que empregam reagentes especificos
como, por exemplo, o SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell
Culture) [17], e que sao restritos a quantificagdo relativa entre dois grupos de
amostras.

Por outro lado, o emprego desta abordagem via ICP-MS exigiria a utilizacao
de estratégias de preparo de amostras bem mais complexas. Para moléculas que
nao apresentam metais ou outros elementos detectaveis por ICP-MS, deve-se
desenvolver estratégias que permitam a interacdo seletiva e reprodutivel do
reagente derivante (o qual deve conter um metal em sua estrutura) com a
molécula alvo, em uma ligacdo semelhante ao da interacdo antigeno-anticorpo,
possibilitando assim a analise [18]. Nesse ponto, a disponibilidade de reagentes
ainda se apresenta bastante restrita, sendo que os estudos ainda séao
desenvolvidos com reagentes especificos sintetizados em laboratério pelos grupos
de pesquisa que trabalham com este tema.

3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1. Preparo das solucoes, padroes e limpeza dos materiais

Todos os reagentes descritos neste capitulo foram preparados utilizando
reagentes de grau analitico provenientes da Merck (Darmstadt, Alemanha) ou
Sigma Aldrich (no caso do sal NaSeOs; utilizado para preparo das solucbes de
irrigacao dos girassoéis) bem como agua deionizada (> 18,2 MQ cm), obtida a partir
de um sistema de purificagao de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, USA).
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Para realizacdo das quantificacbes de selénio e enxofre por ICP-MS
empregou-se tubos de polipropileno para reduzir possiveis problemas
relacionados com contaminacao, sendo as solucdes preparadas em capela de
fluxo laminar.

Apds o uso, todos os materiais eram lavados com agua e detergente
(Triton® X-100) e colocados em banho acido (4cido nitrico 10% v/v), sendo
mantidos nesta solugéo por, no minimo, 8 horas. Posteriormente, foram lavados
utiizando agua deionizada e secos em estufa, a excecdo dos materiais

volumétricos que eram secos a temperatura ambiente em capela de fluxo laminar.
3.2. Plantio dos girassois

Para realizar esta etapa do trabalho fez-se necessario realizar um novo
plantio de girassodis, de maneira analoga aquele apresentado no segundo capitulo
desta tese. Neste caso, o emprego dos girassbis armazenados a -80 T e
utilizados nos estudos apresentados anteriormente nao é adequado, visto que o
armazenamento das plantas a baixa temperatura pode causar a ruptura das
estruturas celulares, resultando numa possivel migracao dos elementos a serem
estudados de uma regiao da folha para outra.

Assim, realizou-se novamente o cultivo de girass6is da variedade |IAC
larama fornecidas pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC) em casa de
vegetagao, com a colaboragédo do Prof. Dr. Paulo Mazaffera do departamento de
fisiologia vegetal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas.
Novamente, o solo empregado para cultivo foi esterilizado por 1 hora para garantir
a eliminagcdo de micro-organismos, sendo posteriormente adicionado a potes
plasticos de 700 mL.

Para o plantio, as sementes foram inicialmente desinfetadas com solugao
1% (v/v) de hipoclorito de s6dio comercial. Empregou-se 20 potes que receberam
trés sementes cada e que foram inseridas a ca. 3 cm de profundidade. Nos 7

primeiros dias apdés o plantio a irrigagdo foi realizada utilizando somente agua
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destilada. Apds este periodo, realizou-se o desbaste, mantendo em cada pote
apenas uma das plantas [19]. As mesmas foram divididas em 2 grupos sendo que
um deles constituiu no grupo controle e foi irrigado apenas com agua, enquanto, o
segundo, consistia no grupo de plantas tratadas com selénio, recebendo uma
dose diaria de 7,58 mg de SeO3* (empregou-se Na,SeOz como fonte de selénio).
Diferentes folhas foram coletadas ao longo do periodo de cultivo com o
objetivo de avaliar a distribuicio de selénio e enxofre diretamente nestas
estruturas, bem como para utiliza-las para a validagdo da metodologia, utilizando-

as como matriz.

3.3. Validacao da metodologia empregada

Considerando que a analise de sélidos (neste caso especifico das folhas de
uma planta) consiste em uma tarefa complexa devido a composicao da matriz da
amostra, buscou-se desenvolver e validar um procedimento para permitir a analise
quantitativa de selénio e enxofre diretamente nas folhas dos girasséis. O maior
problema enfrentado consiste no fato de nao existir um material certificado de
folhas de girassol para avaliacdo do procedimento proposto. Buscou-se, entéo,
realizar a validacdo da metodologia utilizando materiais certificados obtidos a partir
de outras espécies vegetais. A seguir, sera discutida a estratégia adotada para
validacdo da metodologia para quantificacdo de enxofre e selénio.

3.3.1. Validacao da metodologia para quantificacao de enxofre

Para validacdo da metodologia para analise de enxofre utilizou-se um
material de referencia certificado (CRM 100 — Minor and trace elements in beech
leaves, produzido pelo Institute for Reference Materials and Measurements), um
material de referéncia (1575a Tomato Leaves, produzido pelo National Institute of
Science and Technology - NIST), além das amostras de girassol do grupo controle

e tratadas com selénio.
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Neste caso, inicialmente, determinou-se a concentracdo de enxofre
empregando LA-ICP-MS no material de referéncia certificado CRM 100 — Minor
and trace elements in beech leaves, realizando-se um procedimento de adicao de
padrdo. Para tanto, realizou-se a adicdo de 5, 10, 15 e 20 mg g™’ de enxofre, na
forma de sulfato, a porcées conhecidas do material certificado de referéncia. Apds
homogeneizacao, os materiais foram prensados sob pressédo de 7 psi, obtendo-se
pastilhas com diferentes concentracdes de enxofre, como pode ser observado na
Figura 4.1.

Figura 4.1. Pastilhas produzidas com o material CRM 100 — Minor and trace
elements in beech leaves para determinagdo de enxofre no referido material por
meio da técnica de adicdo de padrdo. O material também foi empregado para
calibracdo do sistema de LA-ICP-MS e possibilitar a determinacdo da
concentragdo de enxofre no material 1575a — Tomato Leaves e nas plantas do
grupo controle e tratadas com selénio cultivadas neste trabalho.

Na sequéncia, construiu-se uma curva de calibragdo com as pastilhas do
material de referéncia CRM 100 — Minor and trace elements in beech leaves com
concentragdo variando de 2,6 a 20 mg g'. Produziu-se, entdo, pastilhas do
material de referéncia 1575a — Tomato Leaves. A concentracdo de enxofre no
material 1575a foi entdo determinada empregando a curva de calibracao obtida a
partir do material CRM 100.
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Por fim, preparou-se pastilhas a partir dos materiais vegetais de folhas de
girassol cultivados neste trabalho, pertencentes ao grupo de plantas controle.
Novamente, determinou-se a concentracdo de enxofre calibrando-se o sistema
com as pastilhas de material de referéncia certificado CRM 100 — Minor and trace
elements in beech leaves.

Em seguida, as pastilhas preparadas a partir das folhas de girassol foram
submetidas a um procedimento de decomposicdo acida em um forno de micro-
ondas (Provecto Analitica, Jundiai, Brasil) com magnetron de 2450 £ 13 MHz e
poténcia nominal de 1200 W, e decompostas de acordo com as condicdes
apresentadas na Tabela 4.1. Para a decomposicao, as pastilhas foram maceradas
e colocadas em frascos de politetrafluoretileno na presenca de 6,0 mL de acido
nitrico sub-destilado e 0,5 mL de peréxido de hidrogénio. As solucdes obtidas
apds a decomposicao foram evaporadas até quase a secura, utilizando um banho
de areia (Quimis, Diadema, Brasil) com temperatura ajustada a 80 <C, filiradas e
retomadas para 10 mL utilizando &cido nitrico sub-destilado a 1,0% (v/v). A
concentracao de enxofre foi determinada por ICP-MS (PerkinElmer ELAN DRC-e,
Shelton, EUA) empregando-se um sistema padrdo para introdugdo de amostras,
que, neste caso, consistia em um nebulizador Meinhard® e uma camara de
nebulizacdo ciclénica. As condicoes instrumentais empregadas para estas
analises seguiram os parametros apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.1. Condi¢cdes empregadas para realizar a decomposicado pastilhas de
folhas de girassol utilizando radiagdo micro-onda.

Etapa Poténcia (W) Tempo (min)
1 400 5
2 790 8
3 320 4
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Para determinacdo da concentracdo de enxofre nas folhas de girassol,
realizou-se, previamente a varredura de cada folha, a constru¢do de uma curva
analitica (intensidade para a razdo %2S'™0*/'2C* vs. concentracdo de selénio),
utilizando o material de referéncia certificado CRM 100 — Minor and trace elements

in beech leaves.

Tabela 4.2. Condicbes de operacdo do equipamento de ICP-MS para
determinacdo quantitativa de enxofre e selénio no material utilizado para
confecgdo das pastilhas analisadas por LA-ICP-MS e, posteriormente, submetidas
a digestao acida.

Condicées de operacao do ICP-MS

Poténcia RF (W) 1270

Fluxo do gas nebulizador — Ar (L min™)  0.92

Fluxo do gas auxiliar — Ar (L min™) 1.2

Modo de leitura Peak hopping
Dwell time (ms) 50

Tempo morto do detector (ns) 60

Sweeps 100

Tempo de integracdo (ms) 5000

Replicatas 3 (10 para enxofre)
Espécies monitoradas 35160+, 80ge™0"

Condigées de operacao da cela dinamica de reacao

Espécie ] _ Fluxo do gas
Elemento . Gas de reacao " RPq (V) RPa (V)
monitorada (mL min™’)
Selénio 35e™0" Oxigénio 0,70 0,50 0
Enxofre 830" Oxigénio 0,70 0,50 0
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3.3.2. Validacao da metodologia para quantificacao de selénio

Para calibracdo do sistema de LA-ICP-MS para quantificacdo de selénio
produziu-se pastilhas com concentracao variavel de selénio, na forma de selenito
(entre 25 e 1200 pg g'), apds dopar o material de referéncia certificado 1575a
Tomato Leaves.

Avaliou-se, entdo, a concentracdo de selénio em outro material de
referéncia certificado, o CRM 281 — Trace Elements in Rye Grass, produzido pelo
Institute for Reference Materials and Measurements, que foi previamente dopado
com 800 pg g™ de selénio utilizando selenito de sédio.

Pastilhas também foram preparadas a partir dos materiais vegetais de
folhas de girassol cultivados neste trabalho, tanto para o grupo de plantas
controle, como para o grupo tratado com selénio, sendo que as pastilhas
produzidas a partir de folhas de girassol do grupo controle foram dopadas com ca.
100 pg g de selénio. Determinou-se a concentragdo de selénio destas pastilhas
por meio da curva de calibracdo construida com o material de referéncia
certificado 1575a Tomato Leaves.

Neste caso, as pastilhas obtidas a partir dos materiais vegetais das plantas
do grupo controle dopadas com selénio e do grupo de plantas tratadas com
selénio também foram decompostas usando o mesmo procedimento descrito no
item 2.3, e a concentracdo deste elemento determinada utilizando o ICP-MS
operando com sistema de introdugdo de amostras padrao (nebulizador concéntrico
e camara de nebulizacao ciclénica) de acordo com as condigdes instrumentais
apresentadas na Tabela 2.4.

Para determinacdo da concentracdo de selénio nas folhas de girassol,
realizou-se, previamente a varredura de cada folha, a constru¢cdo de uma curva
analitica (intensidade para a razdo %°Se'®O*/'°C* vs. concentragdo de Se)
utilizando o material de referéncia certificado 1575a — Tomato Leaves.
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3.4. Procedimento para preparo das folhas para analise direta
empregando LA-ICP-MS

O teor de agua presente na folha influencia de maneira significativa na
quantidade de material ablado ao longo do tempo [6]. Como a analise de uma
folna demanda pelo menos 6 horas para ser concluida, tem-se que o fluxo de
argbnio que atua como gas transportador tende a remover agua do material
vegetal. Assim, com um material mais seco ao longo do tempo tem-se a
introducdo de maiores quantidades de amostra para o ICP-MS. Para evitar tais
variagées ao longo da analise, as folhas de girassol coletadas foram secas em
estufa a 40 €, até massa constante, e fixadas na camara de ablacdo do
equipamento de laser. Vale ressaltar que a secagem das folhas & um
procedimento adotado que preserva todas as células e organelas celulares, sendo
comumente utilizado em laboratérios na area de botanica para preservacao de

amostras.

3.5. Condicoes experimentais utilizadas para analises das folhas
via LA-ICP-MS

Para anadlise das folhas empregando a hifenagdo entre o equipamento de
laser e o ICP-MS, deve-se atentar para diferentes parametros instrumentais,
incluindo a velocidade de varredura do laser e velocidade de aquisicao dos pontos
por parte do ICP-MS. Na pratica, para criacao das imagens, propds-se a coleta de
dados por meio da varredura das folhas utilizando diferentes linhas (emprego o
laser no modo raster), como pode ser visto na Figura 4.2.

Para as andlises realizadas, a distancia entre duas linhas consecutivas foi
de 300 um, o que nos fornece a resolugao para uma das coordenadas, no caso da

construcao de uma imagem bidimensional.
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Figura 4.2. Diagrama esquematico exemplificando duas linhas consecutivas
utilizadas para andlise direta das folhas via LA-ICP-MS. No estudo proposto, a
distancia entre duas linhas consecutivas foi de 300 um.

A velocidade de varredura empregada neste caso foi de 70 pm s,
enquanto a taxa de aquisicao de pontos por parte do equipamento de ICP-MS foi
de 0,468 s para folhas de plantas do grupo controle e 0,402 s para folhas de
plantas tratadas com SeOs®. Tais valores foram ajustados em funcdo das
dimensdes da folha.

A Tabela 4.3 apresenta os demais parametros empregados para a analise
das folhas. As condicbes de operacdo do equipamento de laser possibilitaram a
obtencdo de condicbes energéticas para ablar o material vegetal sem que a folha
fosse perfurada. Neste caso, a frequéncia de operacao do laser e o didmetro do
feixe foram operados em seus valores maximos.

Em todas as analises realizadas, monitorou-se simultaneamente os ions
'2G*, empregando-os, neste caso, como padrdo interno, devido a distribuicdo
relativamente homogénea deste elemento em toda a folha, corrigindo, assim,
variacdes decorrentes do processo de ablacdo. Neste particular, o uso de '?C*
consiste de uma alternativa bastante interessante visto que o ICP-MS opera com a
cela de reagdo pressurizada prevenindo que uma alta taxa de fons '?C* atinja o
detector do equipamento, possibilitando o emprego do mesmo como padrao

interno.
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Tabela 4.3. Parametros instrumentais 6timos para detecgdo de selénio e enxofre

por meio da hifenagéo LA-ICP-MS.

Condicées de operacao do ICP-MS

Poténcia aplicada na bobina de radiofrequéncia (W)

Vazdo de gas transportador - Argénio (L min™)

Vazao de gés auxiliar - Argénio (L min’™")
Modo de leitura

Dwell time para plantas tratadas com Se (ms)
Dwell time para plantas controle (ms)

Tempo de integracéo para cada ponto (ms)
Tempo morto do detector (ns)

Sweeps

1000

1,1

1,8

Peak hoping

63

74

315 (Se) / 370 (controle)
60

5

Condicoes de operacao da Cela Dindmica de Reacao

Espécie . Vazao de gas
Elemento . Gas reacional 4 RPqg (V) RPa (V)
monitorada (L min™)
Selénio 0se™0" Oxigénio 0,70 0,50 0
Enxofre 2570+ Oxigénio 0,70 0,50 0
Carbono 12cr Oxigénio 0,70 0,50 0
Condicées de operacdo do equipamento de ablagéo a laser
Frequéncia (Hz) 20
Intensidade do laser (%) 80
Energia (mJ); Fluéncia (J cm?) 1,9; 22
Velocidade de varredura (um s™) 70

Diametro do feixe de laser (um)

110
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3.6. Obtencao de imagens bidimensionais a partir dos dados
coletados

Inicialmente, determinou-se as razdes entre 2°Se'®0*/'?C* ou *s'°0*/'2C*
correlacionado-as com as concentragdes de cada elemento por meio das curvas
analiticas de calibracdo construidas, utilizando-se as pastilhas de materiais de
referéncia certificados dopados com selénio (1575a Tomato Leaves) ou enxofre
((CRM 100 — Minor and trace elements in beech leaves). Tais dados formaram
uma matriz (z) responsavel por fornecer a concentracdo dos elementos distribuido
nas folhas.

Posteriormente, para criagdo das imagens bidimensionais das folhas de
girassol empregou-se uma rotina em MATLAB que consistia na criagdo de um
plano com coordenadas (x,y) que é funcdo do numero de linhas utilizadas pelo
sistema de laser para gerar uma imagem, bem como funcéo do numero de pontos
coletados pelo ICP-MS, como pode ser observado na ilustracdo apresentada na
Figura 4.3.

Sistema de laser - n° de linhas tragadas

Linha 1 Construgdo da matriz
Linha 2 representando o plano (x,y)
Linha 3
. 11 (1.2 (1.3 (14 ()
Linha n ) ) ) ) 4y
—_— (21) (22) (23) (24) (2y)
(31) (32) (33) (34) (3y)
ICP MS - n° de pontos coletados 0h 02 @03 6b @O
- N ™ ¢ =
g 2 2 £ =8
c c c c c
=] (=] [=] =] =]
o o o o o

Figura 4.3. Diagrama esquematico exemplificando a rotina empregada para
construgdo do plano (x,y) que serve para formacao das imagens. Neste caso, 0
namero de linhas é determinado de acordo com a resolugcéo desejada, bem como
em fungédo do tamanho da folha, enquanto o numero de pontos é dado em funcao
da velocidade do laser e do método utilizado pelo ICP-MS, que é funcao do dwell
time e nimero de sweeps.
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Para cada coordenada gerada ird existir uma valor z. Assim, correlaciona-
se a matriz do plano (x,y) com a matriz de dados z (intensidade para cada ponto)
obtendo-se a imagem com a distribuicdo de cada elemento na folha.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao da estratégia experimental adotada para
monitoramento de enxofre e selénio nas folhas dos girassois

Antes de iniciar a validacao do método usado para calibracdo buscou-se
avaliar o método empregado no ICP-MS para coleta de dados; a sincronia entre o
equipamento de laser e o ICP-MS em termos da velocidade de varredura do laser
e a taxa de aquisicdo de pontos por parte do ICP-MS, bem como avaliar o
procedimento criado para tratamento dos dados. Para tanto, realizou-se uma
analise qualitativa de cotilédones de girassol (vide Figura 4.4) coletados durante o
procedimento de desbaste que foi realizado 7 dias apds o plantio, anteriormente
ao inicio da irrigagao com selénio, que se deu a partir do oitavo dia de cultivo.

As imagens das Figuras 4.5 e 4.6 apresentam os resultados qualitativos
para cotilédones, cujos dados foram coletados e tratados de acordo com as
informacdes apresentadas na Tabela 2.5 e Figura 4.3. Pode-se observar que a
resolucdo de 300 pum entre linhas possibilita boa resolugédo para formagao das
imagens e avaliagdo da distribuicdo elementar da folha.
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Figura 4.4. Imagens dos girassdis no sétimo dia de cultivo. Cada pote
apresentava 3 plantas, sendo que apenas uma foi mantida ap6s o procedimento
de desbaste. Os cotilédones coletados das plantas removidas foram utilizados
para avaliar a metodologia empregada para coleta e tratamento de dados por meio
da realizacao de analises qualitativas.
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Figura 4.5. Imagem de um cotilédone de girassol exibindo, qualitativamente, a
distribuicao de selénio no mesmo.
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Observa-se na Figura 4.5 que a distribuicdo de selénio no cotilédone
apresenta-se bastante homogénea em todas as suas regides. Novamente, como
se trata de uma andlise qualitativa, a intensidade é expressa em fung¢ao da razao
entre o nimero de contagens para %Se'0* e *2S'°0*. Pode-se, no entanto,
observar que a intensidade de ions selénio neste caso apresenta-se bastante
reduzida, indicando um baixo teor deste elemento na amostra em questao.

Ja para o enxofre & possivel observar que este elemento apresentou-se
mais concentrado na regiao central do cotilédone onde se localiza o veio principal

da estrutura.
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Figura 4.6. Imagem de um cotilédone de girassol exibindo, qualitativamente, a
distribuicao de enxofre no mesmo.

160



4.2. Validacao da metodologia analitica empregada para
realizacao das analises quantitativas de selénio e enxofre nas
folhas de girassol

Para realizagdo das andlises quantitativas buscou-se a validacdo da
metodologia empregada utilizando pastilhas produzidas com materiais de
referéncia certificados.

Para o selénio, empregou-se o material 1575a Tomato Leaves, sendo que
um exemplo da curva analitica de calibracdo obtida utilizando as pastilhas
preparadas em laboratério que foram dopadas com selénio é apresentado na
Figura 4.7. Para esta curva empregou-se pastilhas com concentracao de selénio
variando entre 25 e 1200 mg kg™

1,0 5
0,8 4

0,6 4

Razao Se0Q/'*C

04 -
0,2 -

0,0 4

02 T T T T T T T T T T T T T '
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentrac3o de selénio (mg kg”)

Figura 4.7. Curva de calibracdo construida utilizando pastilhas produzidas com o
material de referéncia certificado 1575a Tomato Leaves com a faixa de
concentragdo compreendida entre 25 e 1200 mg kg~'. Neste caso, levou-se em
consideracao a concentracao inicial de selénio no material, conforme indicado na
carta de certificacdo do mesmo (0,054 + 0,003 mg kg™ de selénio). O coeficiente
de correlacao linear (r) é igual a 0,9999.

161



Utilizando curvas de calibragdo construidas com o material 1575a Tomato
Leaves validou-se o sistema utilizando inicialmente outro material certificado
dopado com selénio (CRM 281 — Trace Elements in Rye Grass). Neste caso,
preparou-se pastilhas dopadas com ca. 800 mg kg' de selénio, na forma de
selenito, e determinou-se a concentracdo deste elemento nas pastilhas
empregando a hifenacdo LA-ICP-MS. Posteriormente as pastilhas foram
decompostas empregando decomposicdo acida, conforme apresentado no
procedimento experimental descrito no item 2.3 e o teor de selénio foi determinado
empregando ICP-MS.

De maneira semelhante, o material vegetal de girassol das plantas controle
foi dopado com ca. 100 mg kg™ de selénio, na forma de selenito, e utilizado para o
preparo de pastilhas e posterior analise do teor deste elemento via LA-ICP-MS.
Comparou-se os resultados com aqueles obtidos apds decomposicao acida das
pastilhas seguindo o procedimento descrito no item 2.3.

Por fim, preparou-se pastilhas com o material vegetal dos girassois tratados
com selénio. Neste caso, avaliou-se o teor de selénio nas pastilhas via LA-ICP-
MS, decompondo-se, em seguida, as mesmas para analise do teor de selénio via
ICP-MS. Os resultados obtidos para as validagées mencionadas sdo descritas na
Tabela 4.4.

Por meio dos dados apresentados na Tabela 4.4 observa-se que nao ha
diferenca estatistica significativa quando se aplica o teste t de Student para as
diferentes amostras estudadas, considerando um intervalo de confianca de 95%.
Assim, observa-se que o emprego do material de referéncia certificado 1575a
Tomato Leaves consiste em uma alternativa viavel para determinagdo de selénio
nas amostras em questdo. Ainda com respeito aos resultados apresentados na
Tabela 4.4, observa-se que as estimativas dos desvios padrao obtidas quando se
trabalha com o sistema LA-ICP-MS s&o superiores aquelas encontradas para as
determinacdes realizadas apds decomposicdo acida do material vegetal e
posterior determinacao via ICP-MS. Este resultado ja era esperado, seguindo a

tendéncia reportada na literatura para analise de outros elementos em matrizes
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vegetais via LA-ICP-MS [6], visto que com a analise das pastilhas preparadas em
laboratdrio ndo se tem homogeneidade em nivel molecular como em uma solugéo.

Desta forma, a questao do preparo das pastilhas dopadas com material de
referéncia certificado deve ser tratada com bastante atencdo. Para obtencao de
curvas analiticas de calibracdo com perfil semelhante aquele apresentado na
Figura 4.7, deve-se buscar homogeneizar ao maximo o material depois de dopa-lo
com o elemento de interesse. ApoOs diversos testes, observou-se que um
procedimento que fornecia bons resultados consistia em dopar ca. 200 mg de
material de referéncia certificado com a massa do elemento em questdo (nesse
caso selénio) contida em um volume de 500 yL e homogeneizar o material durante
ca. 10 min. Apés este periodo 0 mesmo era mantido armazenado por 2 dias para,
entdo, proceder a confeccdo da pastilha. Vale ressaltar que no momento do
preparo da pastiha o material era submetido a nova homogeneizagéo,
empregando, agora, um almofariz e pistilo de agata.

Tabela 4.4. Resultados obtidos na validacdo da metodologia para determinacao
quantitativa de selénio via LA-ICP-MS. Neste caso, empregou-se o material
certificado de referéncia 1575a Tomato Leaves para constru¢ao da curva analitica
de calibracdo. Os valores apresentados nesta tabela representam a média e a
estimativa do desvio padrao para as medidas obtidas (n = 3).

Conc. Adicionada Conc. Digerido Conc. LA-ICP-MS

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Egsl\t/il'gzs; Material g 865 + 16 886 + 26
gﬁ!h:; gri]:isso' 703 £12 707 36
Pastilhas girassol 100 97+ 9 121 + 15

grupo controle

Para validacdo da metodologia para andlise quantitativa de enxofre,

construiu-se curvas de calibracdo analitica empregando o material de referéncia
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certificado CRM 100 — Minor and trace elements in beech leaves. A curva analitica
apresentada na Figura 4.8 exibe um perfil tipico obtido apds a analise via LA-ICP-
MS do material de referéncia certificado dopado com enxofre, com concentracéao

variando entre 5mg g’ e 20 mg g™
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Figura 4.8. Curva de calibragdo construida utilizando pastilhas produzidas com o
material de referéncia certificado CRM 100 — Minor and trace elements in beech
leaves com a faixa de concentracdo compreendida entre 5 e 20 mg g~'. Neste
caso, levou-se em consideracdo a concentracao inicial de enxofre no material,
conforme indicado na carta de certificacdo do mesmo (2,69 + 0,04 mg g~ de
enxofre). O coeficiente de correlacao linear (r) é igual a 0,9992.

Inicialmente, determinou-se o teor de enxofre no material de referéncia
certificado CRM 100 — Minor and trace elements in beech leaves empregando um
procedimento de adicdo de padrao. Determinou-se, também, o teor de enxofre
em um material de referéncia 1575a — Tomato Leaves utilizando a curva analitica

construida com o material CRM 100. Por fim, o teor de enxofre também foi
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determinado em folhas de girassol do grupo de plantas controle. A Tabela 4.5
apresenta os dados obtidos para validacdo do enxofre.

Tabela 4.5. Resultados obtidos na validacdo da metodologia para determinacao
quantitativa de enxofre via LA-ICP-MS. Neste caso, empregou-se o material
certificado de referéncia CRM 100 — Minor and trace elements in beech leaves
para construcdo da curva analitica de calibracdo. Os valores apresentados nesta
tabela representam a média e a estimativa do desvio padrdo para as medidas
obtidas (n = 3).

. o Conc. LA-ICP-
Valor Certificado  Conc. Digerido MS
(mgg™) (mgg™) _1
(mgg’)

Adicao de padréo

2,69 + 0,04 - 2,7 +0,1
material CRM 100
Pastilhas Material

0,96* - 0,99 + 0,2*
1575a
Pastilhas girassol

- 7,6 £0,2 6,8 +0,6

grupo controle

* (expresso em % - Material de referéncia para enxofre)

Pode-se observar que, de maneira semelhante ao selénio, a validacao
possibilitou obtencdo de resultados que n&o podem ser considerados
estatisticamente diferentes quando se aplica o teste t de Student com nivel de
confianga de 95%. No caso da analise das pastilhas do material 1575a, este
consiste em um material de referéncia para enxofre. Desta forma, a incerteza na
determinacdo nao é apresentada na carta de certificacdo que acompanha o

material.
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Novamente, como esperado, a homogeneizacdo do material apds realizar a
adicao de padrao consistiu em um desafio no que se refere a adicao de enxofre de
maneira homogénea nas pastilhas. Assim, é possivel observar, neste caso,
maiores valores para a estimativa do desvio padrdo para as amostras
determinadas via LA-ICP-MS.

4.3. Analise quantitativa de selénio e enxofre nas folhas dos

girassois

Apé6s validacdo da metodologia analitica empregada para calibracao,
realizou-se a analise quantitativa de selénio e enxofre nas folhas de girassol. As
imagens apresentadas nas Figuras 4.9 e 4.10 mostram a distribuicdo de selénio e
enxofre para uma planta tratada com selénio, obtida no 29° dia de cultivo, apés a
adicdo de 106 mg de selénio ao solo. Observa-se que, neste caso, a folha
analisada apresentava a ponta danificada devido aos danos provocados pelo
excesso de selénio adicionado ao substrato. Na imagem da Figura 4.9, observa-se
que a planta concentra o selénio principalmente na ponta da folha em niveis
muitos elevados, que em algumas regides superam 60 mg kg'. E importante
ressaltar que o primeiro ponto da curva analitica utilizada para calibragdo do
sistema consistia no ponto de 25 mg kg™’ de selénio.

Embora os célculos para os limites de detecg¢ao e quantificacao indiqguem
ser possivel a quantificacdo de menores concentracdes de selénio, para manter o
rigor analitico, considerou-se, para fins quantitativos, valores acima deste ponto.
Abaixo de 25 mg kg o nlimero de contagens para o equipamento de ICP-MS
apresenta-se proximo daquele obtido para o branco analitico (vale ressaltar que foi
possivel detectar a presenca de selénio quando se empregou padrdes contendo
10 mg kg™ de selénio). No entanto, neste caso, ligeiras variacdes no foco do laser
durante a varredura poderiam reduzir a sensibilidade devido a ocorréncia de
variagdes (diminuicdo) na quantidade de material ablado e introduzido no ICP-MS,

conduzindo a reducdes na sensibilidade.
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Existem trabalhos focando na quantificacdo elementar direta em folhas ou
tecidos vegetais [2, 6]. No entanto, os mesmos exploram o estudo de
macronutrientes ou elementos presentes como constituintes majoritarios em um
determinado tecido. Ainda nestes trabalhos, os autores mencionam a redug&o nos
detalhes das imagens obtidas conforme a concentracdo do elemento analisado.
Assim, os resultados obtidos neste estudo podem ser considerados satisfatérios,
levando em conta que foi possivel realizar uma analise quantitativa empregando
uma metodologia inédita, com a obtencdo de uma imagem via LA-ICP-MS, para

um micronutriente essencial para a planta.
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Figura 4.9. Distribuicdo de selénio observada em uma folha de girassol coletada
ao 299 dia de cultivo ap6s a adi¢do de 106 mg de selénio ao substrato. A curva de
calibragao foi construida no intervalo de concentragdo entre 25 e 800 mg kg™'. Na
parte superior direita da figura pode-se observar uma imagem da folha analisada.

A Figura 4.10 apresenta a distribuicdo de enxofre para a mesma folha. De

maneira semelhante ao selénio, observa-se que o enxofre também se concentra
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em niveis elevados na ponta da folha, basicamente na mesma regiao em que se
localiza o0 excesso de selénio. Neste caso, a quantificagdo para enxofre é possivel
apenas a partir de 2,7 mg g visto que esta é a concentragdo de enxofre no
material de referéncia certificado CRM 100 — Minor and trace elements in beech
leaves. Assim, nao € possivel construir uma curva de calibracdo para menores
concentracdes de enxofre. Este fator consiste em uma limitacdo esperada para a
quantificacdo, uma vez que nao se consegue obter um material de referéncia
certificado de matriz vegetal que nao apresente enxofre em sua constituicdo, ou
que apresente niveis de enxofre muito abaixo daqueles encontrados em outras

plantas.
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Figura 4.10. Distribuicdo de enxofre observada em uma folha de girassol coletada
ao 29° dia de cultivo ap6s a adi¢do de 106 mg de selénio ao substrato. A curva de
calibragéo foi construida no intervalo de concentragdo entre 2,7 e 20 mg g'. Na
parte superior direita da figura pode-se observar uma imagem da folha analisada.
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Avaliou-se a distribuicdo de selénio e enxofre ao longo do tempo, utilizando,
agora, uma folha coletada ao 45° dia de cultivo apbés a adicdao de 174 mg de
selénio no substrato. A Figura 4.11 exibe a distribuicado de selénio nesta folha.
Pode-se observar que, diferente da folha apresentada na Figura 4.9, neste caso

ocorre uma distribuicdo generalizada de selénio em todas as suas regides.
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Figura 4.11. Distribuicdo de selénio observada em uma folha de girassol coletada
ao 45° dia de cultivo ap6s a adi¢do de 174 mg de selénio ao substrato. A curva de
calibrago foi construida no intervalo de concentracéo entre 25 e 1200 mg kg'. Na
parte superior esquerda da figura pode-se observar uma imagem da folha
analisada.

Observa-se também que o teor de selénio nesta folha atinge, em algumas
regides, valores superiores a 300 mg kg, superando em ca. 5 vezes os teores
maximos observados na folha coletada com 29 dias de cultivo. O resultado
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evidencia que a adicao diaria de selénio ao substrato bem como a possibilidade de
translocacado faz com que os teores de selénio na folha elevem-se de maneira
significativa.

Um aumento nos teores de enxofre encontrados nesta folha também pode
ser observado na Figura 4.12. Neste caso, quantificou-se em algumas regides,
valores superiores a 8,0 mg g™’ deste elemento. No entanto, diferente do selénio, o
enxofre concentra-se principalmente nas extremidades da folha. De modo geral,
nas demais das regides, os teores de enxofre apresentam-se semelhantes

aqueles observados na folha coletada com 29 dias.
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Figura 4.12. Distribuicdo de enxofre observada em uma folha de girassol coletada
ao 45° dia de cultivo ap6s a adigdo de 174 mg de selénio ao substrato. A curva de
calibragao foi construida no intervalo de concentragdo entre 2,7 e 20 mg g . Na
parte superior esquerda da figura pode-se observar uma imagem da folha
analisada.
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Para fins comparativos, avaliou-se, também, folhas de plantas do grupo
controle. Neste caso, a folha apresentada foi coletada ao 50° dia de cultivo.

Na Figura 4.13 observa-se a distribuicdo de selénio nesta folha. Como
esperado, os teores deste elemento apresentam-se abaixo do primeiro ponto da
curva analitica construida para quantificacdo (25 mg kg'), confirmando os
resultados obtidos anteriormente [19, 20] e apresentados segundo capitulo desta
Tese, onde a concentracao de selénio nas plantas do grupo controle apresenta-se
em niveis adequados para o que se espera de um micronutriente em uma planta.

5 10 15 20 25 30 35 mm
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Figura 4.13. Distribuicdo de selénio observada em uma folha de girassol do grupo
controle coletada ao 50° dia de cultivo. A curva de calibragdo foi construida no
intervalo de concentragdo entre 25 e 800 mg kg™'. Na parte superior esquerda da
figura pode-se observar uma imagem da folha analisada.

Pode-se também observar que o teor de enxofre nas plantas controle
apresenta niveis abaixo daqueles encontrados para as plantas tratadas com
selénio, como pode ser observado na Figura 4.14.
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Neste caso, observa-se que a concentracdo deste elemento situa-se na
maior parte da folha abaixo do primeiro ponto da curva analitica (2,7 mg g™)
ficando préximo de ca. 1,5 mg g para este elemento. Neste caso, o teor de
enxofre obtido é préximo daquele encontrado nos estudos anteriores,
apresentados no segundo capitulo desta Tese. Os niveis encontrados também
sao proximos daqueles reportados em folhas de outras espécies, bem como
préximo daquele informado no material de referéncia certificado CRM 100 — Minor
and trace elements in beech leaves que foi utilizado para construcdo da curva

analitica.
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Figura 4.14. Distribuicao de enxofre observada em uma folha de girassol do grupo
controle coletada ao 50° dia de cultivo. A curva de calibragcao foi construida no
intervalo de concentragdo entre 2,7 e 20 mg g'. Na parte superior esquerda da
figura pode-se observar uma imagem da folha analisada.

172



5. CONCLUSOES PARCIAIS

O trabalho apresentado neste capitulo evidenciou a possibilidade de
realizar a andlise direta de selénio e enxofre nas folhas de girassol empregando a
hifenagdo LA-ICP-MS. Em funcdo da auséncia de um material de referéncia
certificado para girassol, desenvolveu-se um método para quantificacdo destes
elementos empregando materiais de referéncia certificados obtidos a partir de
outras espécies vegetais.

O procedimento para o preparo das pastilhas dopadas com os elementos a
serem quantificados foi otimizado a fim de se produzir um material homogéneo
com medidas reprodutiveis. Obteve-se desvios padrao relativos que variaram
entre 2 e 15%, o0 que pode ser considerado um valor satisfatério para analise de
um sélido.

Referente a quantificagdo, uma limitacado é encontrada quando se avalia
amostras com concentracoes de enxofre inferiores aquela presente no material de
referéncia certificado (2,69 mg g™'). J4 para o selénio valores muito préximos do
branco analitico limitaram a quantificacdo e possibilitaram a constru¢ao de curvas
analiticas para padrdes de concentracéo superiores a 25 mg kg™

No que tange a andlise das folhas via LA-ICP-MS, pbde-se confirmar os
dados apresentados nos capitulos anteriores onde o selénio é translocado de
maneira eficiente para as folhas das plantas tratadas com este elemento. No
entanto, o teor encontrado para este elemento variou de acordo com a idade da
planta em questdo. Enquanto uma planta com 29 dias de cultivo apresentou o
selénio concentrado principalmente na ponta da folha e com concentragbes
variando tipicamente entre 30 e 60 mg kg™ nesta regido, a concentragdo em outra
folna com 45 dias de cultivo apresentou o selénio distribuido por toda a folha,
atingindo concentragdes superiores a 300 mg kg™ em algumas regides.

Para o enxofre, observou-se que a captacao deste elemento foi maior nas
plantas tratadas com selénio, também confirmando os dados apresentados

anteriormente. Para plantas mais novas o enxofre também se concentrou na ponta
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da folha, assim como o selénio, mantendo a mesma tendéncia para folhas com
mais tempo de cultivo.

A quantificacdo em plantas do grupo controle apresentou limitagdes no que
se refere aos baixos teores de selénio e também devido aos teores de enxofre
proximos ao valor contido no material de referéncia certificado, ou seja, proximos
do limite de quantificacdo para o método proposto.

Por fim, pdde-se desenvolver uma metodologia para aquisicao e tratamento
de dados obtidos a partir do sistema LA-ICP-MS permitindo a obtencdo de
imagens a partir de amostras sélidas. Neste caso, a aplicagdo de um padréao
interno como, por exemplo, o carbono, foi fundamental para normalizacao do
processo de ablacdo, corrigindo variacées do material introduzido no ICP-MS ao
longo do tempo.
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CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O estudo proposto nesta Tese permitiu compreender com maior clareza a
resposta de uma planta mediante a adicdo ao substrato de selénio ou zinco,
durante a irrigacdo. Embora as plantas tratadas com zinco ndo tenham
apresentado evidéncias visuais de estresse causado pela adicdo do metal, o
mesmo nao pode ser dito para as plantas tratadas com selénio, pois apresentaram
durante o cultivo problemas para o bom desenvolvimento.

Péde-se observar que para as plantas tratadas com selénio os teores deste
elemento nas folhas eram superiores aqueles apresentados e, em algumas
situacdes, foram ca. 650 vezes superiores ao das plantas controle ou tratadas com
zinco, evidenciando uma estratégia que objetiva a eliminacao do selénio por meio
da transpiracao foliar. Ainda, péde-se notar um aumento na concentracdo de
enxofre, também nas folhas destas plantas, o que indica uma possivel
incorporacdo do selénio na estrutura primaria das proteinas produzidas apoés o
inicio da irrigagdo. Este resultado também sinaliza uma possivel sintese de
espécies que visam combater os radicais livres formados devido ao estresse
causado pela adicao do selénio.

Com relagdo aos demais elementos determinados, ndo se observou
alteracoes significativas em suas concentracbes que justificassem os problemas
apresentados pelas plantas tratadas com selénio ao longo do desenvolvimento
das mesmas. O mesmo pode ser dito para as plantas tratadas com zinco.

Foram também conduzidos experimentos com foco na detecgcéao de selénio
em spots de proteinas de folhas separadas previamente por eletroforese em gel
de poliacrilamida. Neste caso, o procedimento para separacdo teve de ser
otimizado para permitir uma separacdo adequada, na auséncia de interferentes,
que consistiam, principalmente, em compostos fendlicos e pigmentos que sao
presentes em grandes quantidades em materiais vegetais.

O emprego da hifenacao LA-ICP-MS permitiu detectar selénio em ca. 10%
dos spots analisados, reduzindo a possibilidade de contaminacdo causada ao
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longo do preparo de amostras, quando comparado a um procedimento de
decomposicao via umida, visto que as etapas analiticas adotadas para o preparo
foram reduzidas de maneira significativa. Neste caso, apenas a secagem do gel foi
suficiente para permitir a analise da matriz de poliacrilamida no equipamento de
laser.

E interessante mencionar que o baixo nimero de selenoproteinas
identificadas pode ser um reflexo do baixo nUmero de metioninas e cisteinas em
algumas proteinas. Neste caso, a hifenacao empregada pode nao ter detectado o
selénio devido a necessidade de se obter limites de deteccao muito baixos.

O emprego da hifenagdo LA-ICP-MS também consistiu em uma alternativa
interessante para avaliar a distribuicao de selénio e enxofre nas folhas das plantas
empregando um procedimento que também minimiza as etapas analiticas ao
longo do preparo de amostras. Neste caso, a secagem das folhas a 40 € para
reducado do teor de agua apresentou-se adequada para a obtencdo de imagens
bidimensionais das mesmas. Uma dificuldade consistiu na validacdo de uma
metodologia analitica para calibragdo, uma vez que ndo existe um material
certificado de referéncia para folhas de girassol. O uso dos materiais certificados
de referéncia 1575a — Tomato Leaves e CRM — 100 Minor and trace elements in
beech leaves para construcao das curvas analiticas de calibracdo para selénio e
enxofre, respectivamente, apresentaram boa correlacdo quando utilizados para
determinar amostras de girassol dopadas com estes elementos ou de outros
materiais certificados de referéncia. Péde-se observar que a concentracdo de
selénio na folha cresce ao longo do tempo de cultivo, sendo que o mesmo tende a
se distribuir por toda a estrutura da folha. Para o enxofre, entretanto, observou-se
gue o mesmo se concentra preferencialmente na ponta da folha.

Como expectativas futuras, pode-se buscar avaliar a existéncia de estresse
oxidativo nas plantas tratadas com selénio e buscar identificar espécies
sintetizadas pelos girassoéis para minimizar a contaminagao por selénio, buscando
evidéncias para um segundo mecanismo secundario que poderia estar ocorrendo

devido a contaminagéo.
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O emprego de cromatografia liquida também pode fornecer resultados para
elucidar ainda mais tais mecanismos. Neste caso, pode-se buscar desenvolver
estudos de especiacdao visando avaliar possiveis moléculas sintetizadas pelas
plantas e que contém selénio. Estudos ja iniciados pelo grupo GEPAM revelam
que o perfil cromatografico para plantas do grupo controle e tratadas com selénio
€ bastante distinto, e evidenciam um aumento na concentracdo de
selenometionina para estas irrigadas com selénio. Para as plantas tratadas com
zinco este estudo também seria valido, e poderia revelar quais moléculas ligam
este metal e se a concentracdo das mesmas eleva-se sob condi¢do de estresse.
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