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RESUMO

METALOMICA COMPARATIVA DE SOJA [GLYCINE MAX (L.) MERRILL]
TRANSGENICA E NAO-TRANSGENICA UTILIZANDO SISTEMA
MULTIDIMENSIONAL DE SEPARACAO

Autora: Lidiane Raquel Verola Mataveli
Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda

Co-orientadora: Prof. Dra. Ljubica Tasic

Este trabalho consistiu em estudos de metaldmica comparativa de
sementes de soja transgénica (T) e ndo-transgénica (NT). Para tanto, as sementes
de soja T e NT foram comparadas, em um primeiro, momento levando-se em
conta: concentracao total dos elementos, comportamento dos elementos durante
extragdo utilizando-se fracionamento sequencial, e bioacessibilidade dos
elementos apds procedimento de digestdo gastrointestinal simulada (in vitro). As
andlises preliminares foram feitas utilizando-se ICP-MS com analisador de massas
quadrupolar, e as analises posteriores utilizando espectrometria de massas de alta
resolucdo com plasma acoplado indutivamente (HR-ICP-MS). Foram
determinados 25 elementos em concentracdes variando de ng g até %. Foi
observado que as sementes de soja T e NT exibem diferengas estatisticamente
significantes nas concentracbes de Cu, Fe e Sr, sendo os dois primeiros
apresentando maiores concentracées na semente T, e, o Ultimo, com maior
concentracdo nas sementes de soja NT. Estes resultados também se refletiram
nos conteudos desses elementos em extratos aquosos e residuos obtidos por
meio de fracionamento sequencial. Ainda, os experimentos de bioacessibilidade
realizados mostraram que as fracoes bioacessiveis de Cu, Fe, e outros elementos
(Mn, S, Zn) contribuiram em maior porcentagem para a concentracao total dos
elementos nas sementes de soja T do que para as sementes de soja NT.

Posteriormente, foi dada continuidade aos estudos utilizando cromatografia
liguida bidimensional off line para as amostras de sementes de soja, sendo a
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primeira dimensao constituida de cromatografia de exclusao por tamanho (SEC,) e
a segunda dimensao constituida de cromatografia de troca aniénica (AEX). Na
primeira dimensao cromatografica foram identificadas trés fracbes contendo
metais por meio da hifenacdo SEC-ICP-MS: a primeira correspondendo a massas
molares entre 38,1 e 181,1 kDa, a segunda correspondendo a massas molares
entre 8,2 e 17,2 kDa, e a terceira fracdo correspondendo a massas molares entre
0,4 e 3,8 kDa. As trés fracdes identificadas foram separadas, liofilizadas, e
separadas novamente utilizando a cromatografia de troca aniénica. Foram
detectados metais em todas as fragdes separadas por SEC: trés sub-fracées da
primeira fracdo, uma sub-fracdo na segunda fracéo e trés sub-fracées na terceira
fracdo. Os eluatos foram coletados, liofilizados, digeridos e levados ao
espectrébmetro de massas com fonte de ioniza¢ao por electrospray (ESI-MS) para
identificagdo de proteinas. Foram identificadas 33 e, entre elas, duas proteinas
previamente relacionadas a metais foram encontradas: seed lipoxygenase 1 e B-
conglycinin.

AplGs a separacao na segunda dimensao cromatografica, as sub-fragées
resultantes foram liofilizadas e submetidas a uma terceira dimensao de separacao,
utilizando a eletroforese em gel de poliacrilamida unidimensional (SDS-PAGE). As
bandas obtidas por SDS-PAGE foram recortadas e digeridas a fim de analisar os
metais presentes nas mesmas, destacando os resultados obtidos para Fe, onde o
mesmo foi quantificado nas bandas da sub-fracdo onde o pico deste elemento foi
encontrado nas andlises por AEX-ICP-MS. Ainda, as bandas foram digeridas
tripticamente a fim de identificar as proteinas presentes, e, novamente, proteinas
associadas a metais foram identificadas: chain A lipoxygenase-3 (Soybean)
complex with 13(S)-hydroperoxy- 9(Z),11(E)-octadecadienoic acid; beta-amylase
[Glycine max]; seed lipoxygenase-1, lipoxygenase [Glycine max], seed
lipoxygenase-2 (PISUM SATIVUM) e beta-conglycinin.
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ABSTRACT

COMPARATIVE METALLOMICS OF TRANSGENIC AND NON-TRANSGENIC
SOYBEAN SEEDS [Glycine max (L.) Merril] USING A MULTIDIMENSIONAL
SEPARATION SYSTEM

Author: Lidiane Raquel Verola Mataveli
Advisor: Dr. Marco Aurelio Zezzi Arruda

Co-advisor: Dr. Ljubica Tasic

This work consisted of comparative metallomics studies of transgenic (T) and non-
transgenic (NT) soybean seeds. To that end, T and NT seeds were compared at
first taking into account: the total concentration of the elements, the elements
behavior during extraction using sequential fractionation, and bioacessibility of the
elements after simulated gastrointestinal digestion procedure (in vitro). Preliminary
analyzes were done using ICP-MS with quadrupole mass analyzer, and the
subsequent analysis using high-resolution inductively coupled plasma mass
spectrometry, (HR-ICP-MS). 25 elements were determined at concentrations
ranging from 1 ng g up to %. It was observed that T and NT soybean seeds
exhibit statistically significant differences in the concentrations of Cu, Fe and Sr,
the first two having higher concentrations in the T seeds, and the last with the
highest concentration in soybeans NT. These results were also reflected in the
contents of these elements in aqueous extracts and residues obtained through
sequential fractionation. Also, the contributions of bioaccessible fractions of Cu, Fe
and other elements (Mn, S, Zn) to the total content of the elements in T soybean
seeds were higher than those found in NT soybean seeds.

Subsequently, studies were continued using bidimensional liquid
chromatography, the first dimension consisting of size exclusion chromatography
(SEC) and the second dimension of anion exchange chromatography (AEX). In the
first chromatographic dimension three fractions containing metals were identified
using hyphenation SEC-ICP-MS, the first corresponding to molar masses between
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38.1 and 181.1 kDa, the second corresponding to molar masses between 8.2 and
17.2 kDa and the third fraction corresponding to molar masses between 0.4 and
3.8 kDa. The three identified fractions were separated and lyophilized, and again
separated using anion exchange chromatography (AEX). Metals were found in all
the separated fractions by SEC: three sub-fractions of the first fraction, a sub-
fraction in the second fraction and three sub-fractions in the third fraction. These
peaks were collected, lyophilized, digested and taken to the mass spectrometer for
protein identification. 33 proteins were identified, and, among them, two proteins
previously related to metals were found: seed lipoxygenase 1 and (-conglycinin.
After chromatographic separation in the second dimension, the resultant sub-
fractions were lyophilized and subjected to a third separation dimension using one-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). After the separation,
the bands were cut out and digested to examine the metals contained therein,
highlighting the results obtained for Fe, which was quantified in the bands of the
sub-fraction where the peak of the element is found in the analysis by ICP-AEX -
MS. Also, the bands were digested triptically to identify the proteins, and once
again proteins associated to metals were identified: 3-lipoxygenase A chain
(Soybean) complex with 13 (S)-Hydroperoxy-9 (Z), 11 ( E)-octadecadienoic acid,
beta-amylase [Glycine max]; seed lipoxygenase-1, lipoxygenase [Glycine max]
seed lipoxygenase-2 (Pisum sativum) and beta-conglycinin.
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INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L) Merrill) € um cultivar de grande interesse para a
economia mundial, sendo que o valor total dessa cultura em 2011 excedeu 38,9
bilhdes de ddélares nos Estados Unidos [1]. Representa uma fonte significativa de
acidos graxos e proteinas para nutricdo humana e animal. Além dos aspectos
nutricionais, o biodiesel obtido a partir da soja tem sido testado como combustivel
alternativo, ja que cerca de 18 a 21% do peso seco da semente é constituido de
6leo na forma de triacilglicerol [2,3].

A infestacdo das culturas de soja com ervas daninhas pode causar prejuizo
no indice de producao e na qualidade do produto. Como o consumo de herbicidas
tem um alto impacto nos custos de producdo [4], as éareas cultivadas com
sementes de soja transgénica tolerantes a herbicidas esta crescendo rapidamente.
As sementes de soja Roundup Ready® representam mais da metade das areas
cultivadas com organismos geneticamente modificados no mundo [5]. As culturas
Roundup Ready® contém um gene derivado da Agrobacterium sp linhagem CP4,
que codifica uma enzima tolerante ao glifosato (cp4 EPSP sintase), o que resulta
em culturas tolerantes ao glifosato, possibilitando um controle mais efetivo de
ervas daninhas pois permite a aplicacdo pds emergente de herbicidas [4].

Os efeitos da modificacao genética sao conhecidos por gerarem mudancas
no proteoma em geral [5], mas seus efeitos na composicao elementar (metaloma)
séo desconhecidos.

A metalémica (estudo do metaloma) consiste na totalidade de espécies de
metais e metaléides em uma célula ou tecido, bem como identidade das espécies,
quantidade e localizacdo dos metais [6]. Decifrar um metaloma trara as seguintes
informacgdes: (i) como um elemento (metal ou metaldide) é distribuido nos
compartimentos celulares de um dado tipo celular; (i) seu ambiente de
coordenacao, ou seja, em qual biomolécula é incorporado ou por qual bioligante é
complexado, e (iii) a concentracao individual das espécies presentes [7].

Desta forma, esta tese teve como objetivo ampliar as informacdes sobre o
metaloma da semente da soja, e sua consequente alteracdo apds processo de



modificacdo genética, comparando-o entre sementes de soja transgénica (T) e
nao-transgénica (NT). Ainda, este trabalho buscou desenvolver metodologias a fim
de melhorar os resultados obtidos quanto a andlise do metaloma das sementes de
soja.

Em um primeiro momento, as sementes de soja T e NT foram comparadas
levando-se em conta: concentracdo total dos elementos, comportamento dos
elementos durante extracdo utilizando-se fracionamento sequencial, e
bioacessibilidade dos elementos apds procedimento de digestdo gastrointestinal
simulada (in vitro). Em seguida, apds extracdo de proteinas, foram realizadas
separacOes utilizando uma primeira dimensdo cromatografica (cromatografia de
exclusdao por tamanho — SEC) acoplada com um detector elemento-seletivo
(espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente — ICP-MS), onde
as fracbes contendo metais foram identificadas e posteriormente coletadaOs, para
que fossem separados novamente em uma segunda dimensdo cromatografica
(cromatografia de troca ibnica — IEX). Este procedimento foi realizado a fim de
melhorar a separacdo e consequentemente as probabilidades de identificacdo de
proteinas associadas a metais. A posterior utilizacao de SDS-PAGE como terceira
dimensao de separacdo teve também o objetivo de melhorar a qualidade do
procedimento de separacao para encontrar as proteinas ligadas a metais.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] SoyStats, The American Soybean Association, disponivel em:
http://www.soystats.com, acessado em dezembro/2012.

[2] M. Saz, M. L. Marina. Perfusion reversed-phase high performance liquid [2]
chromatography/mass spectrometry analysis of intact soybean proteins for the
characterization of soybean cultivars, J. Sep. Sci. 2007, 30, 431-451.

[3] Sussulini, A, Souza, G. H. M. F., Eberlin, M. N., Arruda, M. A. Z. Comparative
metallomics for transgenic and non-transgenic soybeans, J. Anal. At. Spectrom.
2007, 22, 01-07.

[4] A. G. Gharib, S. G. Mohseni, M. Mohajer, M. Gharib. Bioavailability of essential
trace elements in the presence of phytate, fiber and calcium, Radiochem.
Radioanal. Letters 2006, 207, 209-215.

[5] T. Funke, H. Han, M. L. H. Fried, M. Fischer, E. Schonbrinn. Molecular basis
for the herbicide resistance of Roundup Ready crops. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
2006, 35, 13010-13015.

[6] S. Mounicou, J. Szpunar, R. Lobinski. Metallomics: the concept and
methodology, Chem. Soc. Reviews 2009, 38, 1119-1138.

2



[7] J. Szpunar, Advances in analytical methodology for bioinorganic speciation
analysis: metallomics, metalloproteomics and heteroatom-tagged proteomics and
metabolomic,. Analyst 2005, 130, 442-465.






CAPITULO 1

EFEITO DA MODIFICACAO GENETICA NA COMPOSICAO
ELEMENTAR DAS SEMENTES DE SOJA TRANSGENICA E NAO-
TRANSGENICA






1. OBJETIVOS

O objetivo principal deste capitulo foi avaliar os efeitos da modificacdo
genética na composicao elementar das sementes de soja T e NT. Para tanto, as
diferencas nas concentracdées de diversos elementos foram obtidas com relacao
as suas concentracbes totais, bem como o fracionamento por meio de extragédo
sequencial, testes de bioacessibilidade, além da distribuicido dos elementos entre

diversas massas molares em extratos aquosos.
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica deste capitulo aborda os aspectos referentes a
modificacdo genética, e as propriedades nutricionais da soja. Em seguida, sera
descrita a técnica de ICP-MS, e a hifenacao HPLC-ICP-MS, que foram utilizadas
nesta parte da Tese.

2.1 Soja Roundup Ready®

Nos ultimos anos muitas variedades de soja tém sido desenvolvidas devido
a crescente necessidade do aumento de produtividade, com consequente
diminuicdo dos custos, facilidade de manejo e menor efeito residual para as
culturas seguintes. Essas caracteristicas promoveram o rapido crescimento da
area cultivada, principalmente com a soja Roundup Ready ® (RR) no mundo,
sendo o Brasil destaque entre os principais produtores, ocupando o segundo lugar
no mundo, com um rendimento de US$ 17,1 bilhdes na safra 2010/2011 [1]. Cabe
destacar, também, que este foi o primeiro organismo geneticamente modificado
liberado para producao e comércio no Brasil [2].

Esta variedade de soja foi desenvolvida nos anos 80 com o objetivo de se
disponibilizar um material tolerante a acao do herbicida de amplo espectro de
acao, o glifosato (N-fosfometil glicina), que inibe a enzima 5-enolpiruvilshiquimato
3-fosfatase sintase — EPSPS [3, 4], envolvida na biossintese de aminoacidos



aromaticos (Figura 1.1), provocando atraso no desenvolvimento, desbalanco de

aminod&cidos e consequente morte nas plantas.

CHIQUIMATO
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l
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FENILALANINA TIROSINA TRIPTOFANO

Figura 1.1 — Cadeia de sintese de aminoacidos aromaticos. A CP4 EPSPS nao é afetada
pelo glifosato, e os aminoacidos aromaticos sdo produzidos, enquanto que a EPSPS
enddgena é inibida pelo glifosato, impedindo a formacdo dos aminoacidos em questédo
[adaptado da ref. 5].

O gene inserido na planta, responsavel pela produgdo da enzima cp4
EPSPS, que confere a planta a tolerancia ao glifosato, é derivado das bactérias de
solo Agrobacterium sp. cepa CP4. Este gene é inserido na soja utilizando-se a
técnica de transformacao por aceleracdo de particulas metdlicas recobertas com
material genético, denominada biolistica ou biobalistica. O inserto para
transformacao contém uma parte do promotor do Virus do Mosaico da Couve-Flor
(CaMV) 35S, seguido do peptideo de transito de cloroplasto da 5-
enolpiruvilchiguimato-3-fosfato sintase (CTP EPSPS) de petunia hibrida, a
sequéncia codificadora CP4 EPSPS e parte da regiao 3 nao traduzida do
terminador do gene da nopalina sintase [6].

Dentre as vantagens do uso da soja RR, a diminuicdo do uso de herbicidas
mais téxicos do que o glifosato em termos de acdo e efeito residual, além da
facilidade do manejo com esta mudanca, estdo entre as mais importantes. Como

consequéncia, o agricultor teria, assim, um custo menor por saca de soja devido



ao uso de um sé tipo de herbicida, com eficiéncia maior no controle de plantas
invasoras, aumentando a produtividade e diminuindo o efeito residual para o
plantio da cultura seguinte.

A introducao de cultivares transgénicos RR gerou grande mudanca no
mercado mundial de soja, exigindo a construcdo de um aparato de controle
complexo, que fosse capaz de classificar e segregar as producdes entre
transgénicas e nao-transgénicas, ja que uma vez geneticamente modificadas,
ocorrem alteracdes no metabolismo e composicao da planta [7], que podem gerar
efeitos intencionais e efeitos nao-intencionais, previsiveis ou nao. O perfil protéico
pode ser afetado por estas modificacées, causando mudangas no proteoma da
espécie, o qual constitui a totalidade de proteinas expressas pelo genoma.

Muitos estudos protedmicos utilizando a soja sdo encontrados na literatura,
e envolvem principalmente as duas proteinas de armazenamento mais
abundantes nessa cultura, a B-conglicinina e a glicinina que correspondem a 70-
80% das proteinas totais [8]. Especificamente para sementes de soja transgénica
e nao-transgénica, Brandao et al. [9] realizaram experimentos utilizando a mesma
variedade desta Tese. Foram avaliadas as diferencas de expressédo de diversas
proteinas (protedbmica comparativa), por meio da analise de imagens de géis de
eletroforese bidimensionais (2D PAGE), sendo encontrando um total de 10

proteinas diferencialmente abundantes entre as amostras.

2.2 A importéancia nutricional da soja

A soja é uma planta leguminosa nativa do leste da Asia. Muitos
pesquisadores tém se empenhado no estudo dessa leguminosa, pois esta possui
qualidades nutricionais importantes, como a grande quantidade de proteinas
(~40%), além de lipideos (~20%, principalmente &cidos poliinsaturados) e
carboidratos (~35%) [10]. O principal uso da soja estd na producado de itens
comestiveis, tais com 6leo, farinha, formulagées infantis, entre outros [11], sendo
os produtos derivados da soja fontes importantes, e de baixo custo, de proteinas,
minerais, fésforo e vitaminas. Ainda, o valor nutricional da soja ndo é o Unico fator

responsavel por aumentar seu consumo, ja que esta desempenha papel



importante na saude. A ingestdo de soja ndo é apenas recomendada para
pessoas com reacdes alérgicas causadas por leite de origem animal, mas,
também, para prevenir doencas cardiacas, obesidade, hipercolesteremia,
diabetes, doengas dos rins e osteoporose [12].

Como mencionado acima, a soja é rica em minerais [13], que
desempenham papéis importantes para o funcionamento adequado do corpo
humano [14]. Muitos minerais sdo componentes essenciais de enzimas, regulam
uma variedade de processos fisiolégicos (ex.: manutencdo da pressdao osmobtica,
transporte de oxigénio, contracdo muscular e manutencdo da integridade do
sistema nervoso central), e sdo necessarios para crescimento € manutengao de
tecidos e 0ssos. Sao tdo importantes que sem eles o organismo nao seria capaz
de usar os outros constituintes dos alimentos. Podemos destacar entre os
principais minerais presentes na soja [15, 16]:

e (Ca: é abundante no esqueleto e em alguns tecidos corporais, sendo
um nutriente essencial, pois esta envolvido na estrutura do sistema
muscular, e controla varios processos essenciais, tais como
contracbes musculares (sistema locomotor, frequéncia cardiaca),
coagulacdo sanguinea, atividade das células cerebrais e de
crescimento. A maior fonte de calcio é o leite e produtos derivados,
seguidos, porém com teores muito menores, por frutas e vegetais,
cereais, carnes, peixes e ovos;

e Cu: é componente de inUmeras enzimas oxiredutoras (citocromo
oxidase, superoxido dismutase, amino oxidase). No plasma
sanguineo esta ligado a ceruloplasmina, que catalisa a oxidacao de
Fe** a Fe*, sendo esta reacdo muito importante, j4 que a forma
oxidada do ferro é transportada pela transferrina para o figado;

e Fe: esta presente, em sua maioria, na hemoglobina (sangue) e
mioglobina (tecido muscular). Este metal também esta presente em
inUmeras enzimas (peroxidase, catalase, hidroxilases e flavinas),
portanto € componente essencial da dieta.

e Mg: é constituinte e ativador de inUmeras enzimas, particularmente

aquelas associadas a conversdao de compostos de fosfato ricos em
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energia, e age como estabilizador de membranas plasmaticas,
membranas intra-celulares e acidos nucléicos;

e Mn: estd envolvido na formagdo dos ossos e de enzimas
responsaveis pelo metabolismo de aminoacidos, colesterol e
carboidratos. Este elemento € o ativador metalico da piruvato
carboxilase, e, assim como outros metais divalentes, pode ativar
diversas enzimas, como arginase, amino peptidase, alcalino
fosfatase, lecitinase ou enolase;

e P: é responsavel pela manutencao do pH, estocagem e transferéncia
de energia e sintese de nucleotideos;

e Zn: é constituinte de diversas enzimas (ex.: alcool desidrogenase,
lactato  desidrogenase, malato  desidrogenase, glutamato
desidrogenase, carboxipeptidases A e B, anidrase carbbnica), além
de ter a capacidade de ativar muitas outras, tais como dipeptidases,
alcalino fosfatase, lecitinase, enolase.

Na Tabela 1.1, encontram-se dados sobre ingestdo média, ingestao
recomendada, porcentagem de absorcdo, e possiveis problemas causados
no organismo pela falta dos minerais mencionados acima. Ressalta-se que
os dados da Tabela 1.1 levam em conta somente a concentracéo total dos

minerais.
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Tabela 1.1 — Dados de ingestdo média (em mg), porcentagem de absorcdo no trato gastro intestinal e ingestao diaria recomendada
para adultos (em mg), e problemas devido a deficiéncia dos referidos minerais [adaptado das referéncias 14 e 16]
Ca Cu Fe Mg Mn P Zn
Ingestao 960-1220 2,4 14 145-358 5,6-8,0 1760-2730 12-18
diaria
Porcentagem 10-50 25-60 10-40 20-60 40 > 40 30-70
média de
absorcao
Ingestao
diaria
recomendada 100-1300? 0,9-1,0% 8-18% 280-350° 1,6 (mulheres)® 700-1250°% 8-11¢
a
(") ou 2,3 (homens)®
consumo
seguro e
adequado(®)*
Crescimento Anemia, Anemia, No Condrodistrofia,  Crescimento Dificuldades na
atrofiado, neutropenia, diminui¢cdo no alcoolismo desenvolvimento atrofiado, cicatrizacao,
Problemas raquitismo, leucopenia, transporte de oudoenga  anormal do 0sso, raquitismo sensibilidade
devido a osteomalacia  desmineralizagéo oxigénio e renal, causa dificuldades gustativa
deficiéncia - osteoporose do esqueleto imunidade tremores que  reprodutivas™* prejudicada,
celular, fraqueza levam a crescimento e
muscular, etc. convulsao desenvolvimento

sexual
retardados,
nanismo

* Para nutrientes essenciais, onde ainda nao ha valor de ingestéo diaria recomendada, sdo aprovados valores de consumo seguro e adequado.

** Sintomas de deficiéncia em animais, em humanos ainda existem poucas evidéncias.
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A porcentagem de absorcao reportada na Tabela 1.1 tem relacdo direta
com a chamada bioacessibilidade. A identificacdo e a determinacédo de espécies
individuais de minerais e outros elementos em alimentos é de grande importancia.
Porém, as diferentes formas quimicas dos elementos agem também de maneiras
diferentes no curso das reagdes quimicas nos alimentos e podem certamente
possuir diferentes disponibilidades biologicas e efeitos [17]. Os testes realizados
para verificar a bioacessibilidade dos elementos mimetizam, in vitro, a absorg¢ao
dos elementos de interesse pelo organismo. Neste momento, cabe dizer que
definicbes recentes consideram a biocessibilidade como a concentragcdo maxima
soluvel do elemento-alvo em uma solugdo gastrointestinal, apds centrifugacao ou
filtracdo, e a diferenciam da biodisponibilidade, que €é considerada a fracao
dializavel do elemento-alvo que pode passar através de uma membrana com
tamanho de poro especifico em situacdes de equilibrio e desequilibrio [18].

Os métodos utilizados para verificar a bioacessibilidade de um elemento
procuram mimetizar os processos mais importantes que ocorrem no trato
gastrointestinal, onde sao identificadas trés areas distintas, porém relacionadas,
do sistema digestivo humano, como mostra a Figura 1.2.

10s a2min Boca
8mina3h Estomago
30 a 45 min Duodeno
' Intestino
1,5a2h Jejuno Delgado
4a7h ileo .

Figura 1.2 — Areas do sistema digestivo humano consideradas importantes para o
desenvolvimento de um teste de bioacessibilidade [adaptado de ref. 17].
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Na boca, ocorre o processo de mastigacdo, permitindo que os pedacgos
grandes dos alimentos sejam quebrados em fragmentos menores, aumentando a
area de superficie. Nos experimentos de bioacessibilidade a simulagdo do que
ocorre na boca € opcional, ja que, como pode ser visto na Figura 1.2, o tempo que
os alimentos ficam na boca é muito curto [16].

O ambiente acido do estébmago (valores de pH entre 1 e 5) permite a
dissolucdo de 6xidos minerais, sulfetos e carbonatos, liberando assim os metais. A
presenca de pepsina permite a quebra de proteinas, ajudando assim a dissolugcéao
dos alimentos. O processo total no estémago pode durar de alguns minutos
(tipicamente 8 min) a véarias horas (3 h). Nos experimentos de bioacessibilidade,
as amostras sdo submetidas a extragdo com pepsina em meio acido por até 3 h
[16].

As amostras sao sujeitas a digestdo no intestino delgado pelos sucos
intestinais compostos por enzimas (tripsina, amilase e pancreatina), sais biliares,
entre outras substancias presentes. O intestino delgado € composto de trés
partes, onde as amostras podem ser mantidas da seguinte maneira: no duodeno
entre 30 e 45 min (pH entre 4,0 a 5,5), no jejuno por 1,5a2 h ( pH entre 5,5 a 7,0)
e no ileo por 5a 7 h ( pH entre 7,0 a 7,5). O processo de absorcao ocorre
principalmente no intestino delgado, onde ocorre a digestdo final. Os testes de
bioacessibilidade submetem as amostras aos sucos intestinais por até 7 h [16].

A determinacao desses elementos quimicos nas sementes de soja pode dar
acesso as suas qualidades nutricionais. InUmeros trabalhos foram realizados com
o intuito de determinar elementos nutricionalmente importantes utilizando-se
espectrometria de absorcdo atbmica [13, 19], espectrometria de emissdo Optica
com plasma acoplado indutivamente [20, 21], e espectrometria de massas com
plasma acoplado indutivamente [22]. Abaixo sera apresentada a técnica de ICP-
MS, utilizada nesta Tese a fim de realizar estudos para determinacao dos
elementos de interesse, sendo esses dados reportados pela primeira vez na
literatura [23] em sementes de soja T e NT, segundo as pesquisas bibliograficas

realizadas.
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2.3. ICP-MS

Desde os anos 90, a espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) tem sido usada para determinacao de elementos a baixas
concentragdes, em favor a outras técnicas de espectrometria atdmica. E uma
técnica robusta para andlise multielementar: em uma Unica varredura no modo
qualitativo de operacdo é capaz de avaliar a maioria dos elementos da Tabela
Periddica, e no modo de operagédo quantitativo, a precisdo e exatidao obtidas sédo
comparaveis as obtidas utilizando-se técnicas monoelementares [24]. Permite
alcancar limites de deteccdo extremamente baixos e fornecer informacdes
isotépicas que possam ser utilizadas para identificacdo e quantificacdo de
espécies. Além disso, pode ser acoplado com técnicas de separacao [25], tais
como HPLGC, facilmente realizada uma vez que a vazéo do sistema cromatografico
€ semelhante a vazado de nebulizadores comuns para ICP-MS, como os
nebulizadores concéntricos e de fluxo cruzado.

A fonte de excitacdo desta técnica € um plasma acoplado indutivamente
formado por argonio usado para formar ions que sao transferidos para uma regiao
de alto vacuo através de uma interface contendo orificios diminutos. Os ions sao
focalizados usando lentes ibnicas e direcionados para o espectrémetro de massas
visando a separacdo em funcdo da razdo m/z [26]. O analisador de razdao m/z
geralmente utilizado no ICP-MS €& um quadrupolo, ideal para andlises
quantitativas.

Os elementos detectados por ICP-MS incluem aqueles que compdem
complexos de coordenagao com proteinas maiores e metalotioneinas, assim como
selenoproteinas e metais/semimetais ligados a carboidratos. Sdo encontrados
varios exemplos na literatura onde o ICP-MS é empregado na deteccao e
quantificagdo de ions metalicos ligados a biomoléculas As metalotioneinas sao
proteinas ricas em cisteina e possuem uma sequéncia caracteristica com posicoes
altamente conservadas de residuos deste aminoacido. Por meio dos atomos de
enxofre destes residuos, as metalotioneinas sao capazes de ligar metais como

Cd, Zn ou Cu. O ICP-MS foi usado por Huang et al. [27] para verificar a indugéo
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das metalotioneinas em carpas comuns (Cyprinus carpio L.) quando co-expostas a
Hg, Cd e Pb. Os resultados comprovaram que a sintese de metalotioneinas nos
orgaos estudados era claramente metal-especifica.

Ainda, a identificacdo e a determinacao de espécies minerais e outros
elementos importantes em alimentos é de grande importancia, seja devido aos
valores nutricionais ou toxicidade dos mesmos. Wuilloud et al. [28] utilizaram SEC-
ICP-MS para estudar a distribuicdo de Cu, Zn, Ni e Mg em diferentes fracoes de
massa molar em castanhas comestiveis. Foi verificado que estes elementos foram
encontrados em maior quantidade nas fracdes de alta massa molar, considerando
a faixa de exclusdo da coluna de SEC usada pelos autores, o que indica a
possibilidade de que estas espécies estejam ligadas a proteinas. Vale dizer aqui
que a maioria das aplicagbes para identificacdo e quantificacdo de
metaloproteinas foram desenvolvidas usando ICP-MS acoplado a cromatografia
liguida de alta eficiéncia utilizando exclusdo por tamanho (SEC-ICP-MS) como
ponto inicial da pesquisa.

Para amostras de farinha de soja, Koplik et al. [20] usaram SEC-ICP-MS
para verificar a distribuicao de P, S, Se e varios metais nas diferentes fragdes de
massa molar. Foi verificado que grande parte do Co, Ni, Cu, Zn e Mo estao ligados
a moléculas de baixa massa molar (2-5 kDa), enquanto uma parte do Fe foi
encontrada na fragcdo de massa molar média (10-30 kDa). O P foi encontrado,

predominantemente, na fracao de alta massa molar (180 kDa).

2.4 Espectrometria de massas de alta resolucao com plasma
acoplado indutivamente (HR-ICP-MS)

O ICP-MS se tornou uma das técnicas para determinacdo de analitos
inorganicos de maior sucesso, devido ao seu alto poder de deteccao e verdadeira
capacidade multi elementar. Essas vantagens ndo impedem porém a ocorréncia
de interferéncias espectrais e nao-espectrais [29] que podem influenciar nas
figuras de mérito analiticas.

As interferéncias espectrais em ICP-MS podem ser isobaricas ou

moleculares, que sdo geradas pela prépria matriz da amostra e/ou pelos gases do
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plasma e seus constituintes. Estas podem perturbar ou mesmo obscurecer o
verdadeiro sinal analitico, e assim a exatiddo da determinacdo, bem como o0s
limites de deteccao dos elementos investigados, podem ser prejudicados [30].

O problema causado por interferéncias espectrais pode ser superado
utilizando-se um ICP-MS equipado com cela de colisdo/reacdo ou, ainda,
empregando-se um ICP-MS de alta resolucao, equipado com analisador de massa
de setor magnético [29].

Os instrumentos equipados com celas de reacao e/ou colisdo sao capazes
de remover as interferéncias, reduzindo a magnitude das sobreposicdes
espectrais e, portanto, melhorar os limites de deteccdo. Entretanto, sdo limitados
por algumas interferéncias especificas ou sdo aplicaveis somente a matrizes ou
elementos selecionados, e isto reduz a capacidade multielementar do instrumento
[31].

E reconhecido que o método geral para superar limitagbes geradas por
interferéncias espectrais é a aplicacdo de alta resolugdo de massa. Os
instrumentos que usam o setor magnético para separacdo dos ions foram
introduzidos no mercado em 1989, sendo que 0s primeiros instrumentos eram
restritos a aplicacdes onde alta resolucdo de massa era um pré-requisito, devido a
complexidade do instrumento, e, portanto, ao preco. A operagdo de um
espectrémetro em resolucdo de massa mais alta € uma das melhores estratégias
para contornar os problemas causados por interferéncias, uma vez que permite a
separacao do isétopo de interesse e das espécies interferentes [30].

Os equipamentos de HR-ICP-MS utilizam um sistema de fendas que gera a
alta resolucao, sendo os instrumentos comerciais capazes de uma resolucéo de
geralmente 10000. O analisador de setor magnético consiste de um tubo de v6o
curvo, localizado entre os polos de um magneto permanente, ou, na pratica, de um
eletromagneto com forca de campo variavel. Os ions que sao gerados no ICP sao
acelerados até 10 keV apo6s passar da regidao de interface (cones) por um alto
potencial de extracdo. Apos a aceleracdo, os ions carregados positivamente no
plasma (agora com energia cinética uniforme) sao focalizados por meio de uma
sequéncia de lentes de ions antes de passar através de uma fenda estreita de
largura ajustavel. Apds passar pela fenda, os ions sdo injetados de maneira
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perpendicular ao campo magnético e atravessam o campo em diferentes
trajetorias circulares de acordo com suas razdes m/z. Uma segunda fenda (fenda
coletora) posicionada na saida do magneto resulta na selegdo de uma massa
especifica. A diminuicao da largura de uma, ou ambas as fendas ja mencionadas
permitem o aumento da resolucdo de massa do equipamento [30].

Neste capitulo, a maioria das analises foram realizadas utilizando um HR-
ICP-MS.

2.5 HPLC-ICP-MS como ferramenta para estudos metalémicos

Quando se trabalha com metaloproteinas e proteinas metal-ligantes ha
necessidade de técnicas de alto poder de resolucéo e deteccao apos a separacao.
A escolha da técnica hifenada depende do objetivo da pesquisa, sendo
particularmente importante o componente de separac¢do de um sistema acoplado.
A hifenacao de HPLC ao ICP-MS pode ser facilmente realizada, uma vez que a
vazao cromatogréafico € semelhante a vazao de nebulizadores comuns para ICP-
MS. Entretanto, os eluentes utilizados em HPLC devem ser tolerados pelo plasma
e pelo sistema de entrada do espectrometro de massas. Isso implica em evitar
altas concentracées de solventes organicos e sais [32]. O teor de sal da fase
mével deve ser minimo (< 2%).

A cromatografia de exclusao por tamanho (SEC) é especialmente indicada
para a separacdo de espécies de estabilidade limitada, frequentemente
encontradas em matrizes ricas em proteinas. As principais vantagens da SEC sao
simplicidade de aplicagdo, compatibilidade da composicdo da fase moével com
demandas especificas de certas amostras biolégicas e possibilidade de estimativa
de massa molar das espécies. [22].

A SEC separa macromoléculas de acordo com seu volume hidrodinamico,
determinado pelo raio de Stokes. Resulta na exclusdo parcial de analitos que se
difundem em poros de tamanho definido, de acordo com seus tamanhos
moleculares [33]. Quando uma fase mével passa pela coluna, particulas com
pequeno volume hidrodindmico percorrem um caminho maior, pois se equilibram

nos poros mais frequentemente do que as de maior volume hidrodindmico, o que
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resulta na separacdo. O volume de eluicdo é determinado pelo tamanho da
macromolécula, que € funcdo da massa molar (MM). Pode-se, portanto, usar este
volume para determinar a massa molar aproximada de um composto
desconhecido. Para que isso seja feito, deve-se conhecer a relacédo entre a MM e
volume de eluicdo, que €& obtida empiricamente injetando padrées de MM
conhecida e medindo seus volumes de eluicao [34]. Existem muitas aplicacdes
para SEC, sendo que esta técnica é Unica no sentido de que se pode usar uma
grande gama de fases méveis e também eluir as moléculas no seu estado nativo,
possibilitando experimentagdo posterior. E utilizada na separacdo de proteinas,
inclusive de soja [35]. Naquele caso, a SEC foi usada para separar as proteinas
de armazenamento, em um passo anterior a SDS-PAGE. O método é considerado
de baixa resolucdo, pois nao discerne moléculas de volumes hidrodinamicos
parecidos [36]. Entretanto, para amostras relativamente puras, a resolugdo da
SEC pode ser suficiente para promover a separacao das proteinas de impurezas
de baixa massa molar antes da detecc¢ao.

Apesar de ser considerada de baixa resolucéo, este tipo de separacao se
mostra muito Gtil para o estudo da distribuicao de elementos em diferentes fracoes
de massa molar. O acoplamento SEC-ICP-MS, mesmo apresentando algumas
limitacoes, tem sido aceito como técnica hifenada Gtil em estudos de especiacao
para estimar a associacdo de elementos a compostos presentes na amostra.
Esses estudos sdo considerados o ponto inicial para uma avaliagdo mais profunda
da natureza das espécies encontradas e estudos subsequentes [28].

A SEC é geralmente aplicada como primeiro método de separacdo das
fracoes contendo metalobiomoléculas de interesse, seguida por outra etapa de
separacao com deteccao elemento especifica, espécie especifica, ou, até mesmo,
identificagcdo por espectrometria de massas. Este constitui um sistema de
cromatografia liquida multidimensional, uma ferramenta eficiente e um
procedimento alternativo para os métodos classicos baseados em HPLC

unidimensional [37].

19



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparo das solucoes e limpeza dos materiais

Todas as solucdes foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico
ou HPLC, assim como agua deionizada (> 18,2 MQ cm), obtida a partir de um
sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct Q (Millipore, Bedford, Estados
Unidos).

Antes do uso, todos os frascos plasticos, vidrarias e demais materiais de
laboratério foram lavados e colocados em banho de acido HNO3; 10% v/v (Merck,
Darmstadt. Alemanha) por no minimo 12 horas. Posteriormente, foram lavados
utilizando agua deionizada e secos em estufa, exceto materiais volumétricos,

secos a temperatura ambiente.

3.2 Amostras

As sementes de soja T utilizadas neste trabalho sdo as denominadas
Roundup Ready®, obtida pelo processo de modificacdo baseado na insercdo do
gene cp4 EPSPS da cepa cp4 de Agrobacterium sp., que proporcionou a
expressao da proteina cp4 EPSPS (EC 2.5.1.19), conferindo a soja tolerancia ao
glifosato. As sementes de soja NT ndo sofreram nenhum processo de modificagao
genética. As amostras foram cedidas pela empresa Monsanto para a Profa. Dra.
Sui Mui Tsai, professora do Centro de Energia Nuclear na Agricultura, que por sua
vez forneceu as amostras para o laboratério do Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi
Arruda. Aproximadamente 50 sementes de soja de cada variedade (T e NT) foram
maceradas e utilizadas nas analises realizadas.

Por este trabalho incluir organismos geneticamente modificados, o niumero
de registro do Certificado de Qualidade em Biosseguranca é informado: 240/2007,
publido em 24 de julho de 2007.
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3.3 Instrumentacao

Para estudos preliminares (realizados no Brasil), um ICP-MS quadrupolar
(modelo ELAN® DRC-e, PerkinElmer, Shelton, Estados Unidos) foi utilizado
para quantificacdo de elementos totais nas amostras.

As condi¢des de operacdo do ICP-MS estdo resumidas na Tabela 1.2.
Essas condi¢cbes foram verificadas diariamente usando padrao aquoso multi
elementar (PerkinElmer, Shelton, Estados Unidos) contendo Mg, Al, Cr, Mn, Cu,
Rh, Cd, In, Ce, Pb, Th, U e Ba (na concentracdo de 1 pg L' para cada
elemento, exceto para Ba cuja concentracdo era igual a 10 ug L™).

Tabela 1.2 — Condi¢des de operacao do ICP-MS ELAN DRC-e

ICP-MS

Condicoes do plasma
Poténcia de radiofrequéncia 1200 W
Vaz&o do gas nebulizador 0,91 L min™
Vaz&o do gas do plasma 15 L min™
Vazao do gas auxiliar 1,2L min”
Nebulizador Meinhard
Cémara de nebulizacao Ciclénica

Parametros de aquisicao de dados
Modo Quantitativo
Isétopos monitorados 2*Mg, *>°Mn, %Cu, %°Zn

Para analises posteriores (realizadas em Pau, Franca), foi usado o
equipamento Element XR HR-ICP-MS (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Alemanha), bem como dois sistemas de introducdo de amostras diferentes.
Para solugbes aquosas, foi usado um nebulizador concéntrico MicroMist (Glass
Expansion, Australia) com uma camara spray duplo passo. Foram usados,
também, um injetor de quartzo padrdao de 1,75 mm e cones de amostragem
(diametro do orificio de 1,10 mm) e skimmer (diametro do orificio de 0,8 mm) de
Pt, bem como auto-amostrador CETAC (Omaha, NE) ASX-520.

Para as amostras organicas, foi utilizado um micro nebulizador de
consumo total modificado CETAC DS-5, e uma camara spray de baixo volume
morto (8 mL). Foi usado um injetor de quartzo de 1,0-mm ID para matrizes

organicas e cones de amostragem (didmetro do orificio de 1,10 mm) e skimmer
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(diametro do orificio de 0,8 mm) de Pt. Foram introduzidas amostras e padrdes
em modo de micro injecdo em fluxo (uFl) utilizando tetrahidrofurano (THF)
como carreador. Para analises em pFl, foram usados sistema HPLC Dionex
(Amsterdam, Holanda), constituido de uma bomba UltiMate 300, um auto
amostrador UltiMate 3000 e uma valvula pFl.

As condicbes de operacao relevantes do equipamento estdo descritas na

Tabela 1.3, a seguir.

Tabela 1.3 - Condigdes de operagcdo do HR-ICP-MS para introdugdo de solugdes
organicas (A) e aguosas (B)

A B
HR-ICP-MS

Posicao da tocha, mm +2,20 (X), +1,10 (Y), =8,50 (2)
Poténcia de RF, W 1200 1500
Vazao do géas do plasma, L min” 16,00 16,00
Vazao do géas auxiliar, L min” 1,00 0,90
Vazao do gas nebulizador, L min” 1,10 0,65

Vazao da amostra, uL min™ 300 15

Parametros para aquisicao de dados
Is6topos monitorados “Li, #*Mg, #’Al, *'P, %S, *'Ca, °*Cr, **Mn, *°Fe,

9Co, °Ni, ©3Cu, %zn, "°As, "8Se, 88sr, ®*Mo,
11Cd, 118In, 1183, 125N, 15T, 197Ba, 292Hg,

208Pb, 209Bi
Janela de massa, % 125
Janela de integracao, % 60
Numero de amostras por pico 20
Modo de deteccao Triplo
Modo de escaneamento EScan
Tipo de integragéo Média
Resolucao 4000 (média)

3.4 Reagentes, solucoes e materiais

THF, n-hexano, iso-propanol e metanol CHROMASOLYV LC-MS, pastilhas
de NaOH , reagentes usados para digestdao gastrointestinal, e padrbes para
calibragdo da coluna de exclusdo por tamanho foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. Cloroformio CHROMASOLYV foi adquirido da Riedel-de-Haen (Seelze,
Alemanha). HNO3; (69-70%) e H2O: (30%, m/m) foram obtidos da J. T. Baker
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(Deventer, Holanda). Uma solucdo padrdao multi-elementar SPEX CertiPrep
(Matuchen, NJ, EUA) Claritas PPT (10 ug g™’ de Au, Hf, Ir, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb e
Te), uma solucao padrdao multi elementar TraceCERT da Sigma-Aldrich (10 ug
g de Be, Cd, Co e Mn, 20 ug g de Cr, Cu, e Ni, 40 ug g ' de Al, As, Ba, Pb e
V, e 100 ug g de B, Fe, Se, Tl e Zn) e solugcdes padrdo monoelementares SCP
Science (Clark Graham, QC, Canad4) PlasmaCAL (1000 pg g ' de Ag, Bi, Ca,
Hg, K, Li, Mg, Mo, P, S, Si, Sr e Ti) foram usadas para preparar solucoes
padrao multi elementares em 5,0% (m/v) HNO3 para calibracao externa (0, 1, 2,
5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 e 1000 ng g') e adicdes padrdo. Uma solugdo
padrdo de 1 ug L' SPEX CertiPrep Claritas PPT (Ba, B, Co, Fe, Ga, In, Li, Lu,
Na, Rh, Sc, Tl, U, Y e K) foi usada para fazer a verificacdo de desempenho do
instrumento para solu¢cdées aquosas.

Uma solucdo multi elementar oleosa SCP Science Conostan S-21
contendo 100 pg g de Ag, Al, B, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Na, Ni,
P, Pb, Si, Sn, Ti, V e Zn, e padrdes oleosos Conostan mono elementares (1000
ug g') de As, Bi, Li, S, Co, Hg, Sb foram usados para preparar as solucées
padrdo de trabalho de 10, 20, 50, 100, 200 e 500 ng g' em hexano, hexano/
iso-propanol (1:1) e cloroférmio/ metanol (1:1). Uma solucéo para a verificacao
do desempenho do equipamento contendo 1 ng g' de Ba, B, Co, Fe, Ga, In, Li,
Lu, Na, Rh, Sc, Tl, U, Y e K em THF foi preparada diluindo-se os padrdes mono
elementares dos elementos utilizados.

Os materiais certificados (MRCs) de leite em p6é sem gordura (MRC
1549) e farinha de trigo (MRC 1567a) foram adquiridos do National Institute of
Standards and Technology (NIST, Gaithersburg, MD).

3.5 Determinacoes dos elementos totais

Para as analises preliminares, as sementes de soja previamente
maceradas, foram secas até massa constante. A 0,25 g de amostra seca, foram
adicionados 6 mL de HNOs concentrado sub-boilling e 0,75 mL de H>O, 30%

(m/m). Foi utilizado um tempo de pré-reacao de 30 min.
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Para os procedimentos de decomposicédo, foi utilizado um forno micro-
ondas DGT100 Plus (Provecto Analitica, Jundiai, Brasil) equipado com sensor de
temperatura e magnetron de 2450 + 13 MHz com poténcia nominal de 1200 W. O

programa usado para decomposicao das amostras esta descrito na Tabela 1.4.

Tabela 1.4 — Programa de decomposicdo da amostra em forno micro-

ondas
Etapa Tempo (min) Poténcia (W)
1 5 400
2 1 0
3 5 790
4 3 0

Apo6s decomposicdo, os tubos de Teflon foram colocados em banho de
areia (Quimis, Diadema, Sao Paulo) a temperatura de ca. 60°C para evaporar o
excesso de acido nitrico. Apds filtragdo em papel de filtro de 45 um, os volumes
finais foram ajustados para 10 mL utilizando-se agua deionizada.

Para andlises em Pau, Franca, amostras foram secas a 60 T até massa
constante. Entdo, 0,2 g de amostra foram digeridas usando tubos EasyPrep
(volume minimo de utilizagdo = 7 mL) usando 6,3 mL de HNO3; Suprapur (Merck)
concentrado e 0,75 mL de H2O2 30% (m/m). Os tubos foram fechados e levados a
decomposicado a 160 T por 25 min em um sistema de d ecomposi¢cdo micro-ondas
CEM (Matthews, NC, EUA) MARS. No caso dos materiais certificados, 0,2 g de
amostra foram digeridos em tubos de polipropileno (PP) de 50 mL com 1,2 mL de
HNO3; concentrado e 0,3 mL de H>O2 30% (m/m) a 80 T por 3 h usando um bloco
de aquecimento SPC Science DigiPrep MS com controle de tempo e temperatura.
As solucdes resultantes foram resfriadas, diluidas para 25 mL (MRCs) ou 50 mL
(sementes de soja) com agua deionizada, e a concentracao total de elementos foi
determinada por HR-ICP-MS.

Seis replicatas independentes foram feitas, e o0s respectivos brancos

foram considerados nos resultados finais.
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3.6 Extracao sequencial

Em uma primeira etapa, realizada para separar a fragao insoluvel em
agua, 0,1 g de amostras de sementes de soja foram sonicadas em um banho
ultrassénico Branson (Danbury, CT, EUA) com 2 mL de uma mistura
hexano/iso-propanol (1:1 v/v) por 30 min. Este procedimento foi repetido por 3x;
sendo os sobrenadantes reunidos e analisados por HR-ICP-MS utilizando
solucbes padrao preparadas com a mistura de hexano/iso-propanol para
calibracdo. Em uma segunda etapa, os residuos foram secos em um sistema
concentrador de amostras DB-3 (Bibby Scientific, Staffordshire, UK) para
remover solventes orgéanicos, e, em seguida, sonicados com 2,5 mL de agua
deionizada por 2 min usando uma sonda ultrassénica Vibracell 75115, Bioblock
Scientific (lllkirch, Franga) a 20% de sua poténcia maxima (poténcia nominal
500 W) em modo pulsado (pulsos de 1s intercalados com intervalos de 1s). Os
sobrenadantes foram obtidos usando-se um centrifuga Universal 16, Hettich
(Tuttligen, Alemanha) a 3000 rpm por 10 min, sendo este procedimento
repetido por 2x, os sobrenadantes foram agrupados e analisados por HR-ICP-
MS. Finalmente, os residuos resultantes da extracdo foram digeridos utlizando
1,2 mL de HNOj3; concentrado e 0,3 mL de H2O» 30% (m/m) a 80 <C por 3h,
usando tubos de 50 mL de PP em um bloco aquecedor SCP ScienceDigiPrep
MS. As solugdes finais foram diluidas em &gua deionizada para 15 mL e
analisadas em HR-ICP-MS.

Foram feitas seis replicatas independentes, e os respectivos brancos

foram considerados nos resultados finais.

3.7 Teste de bioacessibilidade

O protocolo utilizado foi descrito anteriormente por Mounicou et al. [38].
Em resumo, para extracdo gastrica, 5 mL de solugdo gastrica (50 mg de
pepsina + 5 mL de NaCl 150 mmol L™, pH 2.5) foram adicionados a 0,3 g de
amostras de sementes de soja e incubados a 37 € por 4 h. Para simular a

extracao intestinal, o valor de pH da amostra foi ajustado para 7,4 com solucao
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concentrada de NaOH, e, entdo, 10 mL de uma solucéo intestinal, contendo
solugdes de 3,0% (m/v) de pancreatina, 1,0% (m/v) de amilase e 1,5 g L™ de
sais biliares, foi adicionada e incubada a 37 € por 4 h. Os sobrenadantes
foram centrifugados em uma centrifuga Universal 16 a 3000 rpm por 15 min, e,
entdo, analisados utilizando HR-ICP-MS. Adicionalmente, os residuos foram
digeridos para que se pudesse realizar um balanco de massa.

Trés replicatas independentes foram feitas, e os respectivos brancos

foram considerados nos resultados finais.

3.8 Analise utilizando SEC-HR-ICP-MS

As separagdes cromatograficas foram realizadas utilizando sistema
HPLC Agilent 1100 (Wilmington, Alemanha), composto de uma bomba HPLC,
um desgaseificador, um auto amostrador e um detector UV, e uma coluna de
exclusdo por tamanho (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia)
Superdex 75 HR 10/30 (10 x 300 mm x 5 um), com regidao 6tima de
fracionamento entre 3-70 kDa. Um volume de 100 pL do extrato aquoso foi
injetado na coluna SEC e a corrida cromatografica isocratica foi feita utilizando-
se tampdo acetato de amoénio 100 mmol L™ (pH 7,4) como eluente, & uma
vazdo de 0,7 mL min™. O eluente da coluna era diretamente conectado ao HR-
ICP-MS.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Concentracoes totais dos elementos

Nas amostras digeridas para realizagdo dos estudos iniciais, os seguintes
elementos foram quantificados: Cu, Mg, Mn e Zn, utilizando-se ICP-MS (Elan
DRC-e). Os resultados sao mostrados na Figura 1.3.

A andlise estatistica dos dados utilizando teste t demonstrou que ha uma

diferenca estatistica significativa (p=0,05) nas concentragdes de Cu nas sementes
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de soja NT e T, sendo que nas sementes T foi encontrada concentragao
aproximadamente 42% maior do que na NT. Na Tabela 1.5 sdo mostrados os

resultados para as analises posteriores.
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Figura 1.3 — Determinagdo do conteudo total de Cu (a), Mg (b), Mn (c) e Zn (d) em
amostras de semente de soja NT e T.
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Tabela 1.5 — Resultados para MRC 1549 e 1567a e para as amostras de semente de soja T e NT por HR-ICP-MS, apdés
decomposicao (valores médios, n=6+ desvio padrao)

MRC 1549, ug g™

MRC 1567a, ug g™

Sementes de soja, ug g'1

Valor Valor Valor Valor T NT
encontrado certificado encontrado certificado

Al 1,9+£0,2 2 - - <0,242 <0,242
As <0,0009? <0,0029 - - <0,0009? <0,0009?
Ba - - - - 0,104 + 0,004 <0,002°
Bi - - - - <0,0012 <0,0012
Ca 1,4+0,1° 1,3° 0,02 + 0,005 0,0191 £ 0,0004 998 + 92 924 + 96
Cd <0,0006° <0,0007 - - <0,0006° <0,0006°
Co - - - - 0,046 + 0,002 0,028 + 0,001
Cr <0,152 0,0023 + 0,0004 - - <0,152 <0,152
Cu 0,61 +0,02 0,7 1,8+0,3 2,1+0,2 10 £ 1 6 +1

Fe 1,8 +0,1 1,78 12 £1 14 + 1 81+2 66 +3
Hg <0,00152 <0,0008 - - <0,00152 <0,00152
Li - - - - <0,006% <0,006%
Mg 0,13 +0,01° 0,12° 0,04 +0,01° 0,040 + 0,002° 3979 + 407 3693 + 474
Mn 0,24 + 0,01 0,26 9+1 9+1 28 + 1 25+2
Mo 0,34 + 0,02 0,34 - - 0,32 + 0,02 0,35+ 0,05
Ni - - - - 0,5+0,1 0,3+0,1
P 1,13 +0,05° 1,06° 0,13+ 0,01 0,134 +0,003° 6589 + 308 6366 + 595
Pb 0,019 + 0,003 0,0181 +,0010 - - 0,006 + 0,004 0,009 + 0,003
S 0,33 +0,02° 0,35° - - 3083 + 135 2801 + 200
Sb <0,0003? <0,006 - - 0,002 +0,001 0,002 + 0,001
Se 0,011 + 0,01 0,119 + 0,007 - - 0,11 £0,04 <0,02°
Sn <0,031?2 <0,0016 - - <0,031?2 <0,031?2
Sr - - - - 20+£3 30+4
Te - - - - <0,0003? <0,0003?
Zn 45+ 2 46,1 - - 39+5 38+5

ALimite de deteccao; ° limite de quantificacdo; “Concentracdo expressa em %
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Os limites de deteccao (LD) instrumental dos elementos estudados
utilizando-se HR-ICP-MS foram obtidos de acordo com o critério 35 (3xdesvio
padrao de 10 medidas do branco dividido pela inclinacdo da curva). Estes LDs
podem ser divididos em 3 grupos: de 0,0003 a 0,001 pg L-1 (As, Ba, Bi, Cd, Co,
Hg, Li, Mo, Pb, Sb, Sr e Te); de 0,02 a 1 ug L-1 (Al, Cr, Cu, Mn, Ni, S, Se, Sn e
Zn) e maiores que 1 ug L-1 (Ca, Fe, Mg e P). Precisao, expressa como desvio
padrao relativo de 3 medidas das solucbes padrdo multi-elementares variaram
de 1,1 (P, Cr) a 21% (Mo).

A exatiddo das analises utilizando HR-ICP-MS foi verificada analisando-
se dois materiais de referéncia: NIST MRC 1549 (leite em p6 desnatado) e
NIST MRC 1567a (farinha de trigo). Os resultados das analises sdao mostrados
na Tabela 1.5. As recuperacbes dos elementos medidos variaram 84-113%,
indicando uma boa concordancia entre os valores certificados e os valores
determinados. A precisdao das analises de 3 digeridos para cada um dos
materiais certificados variaram entre 0,4 e 10%.

As concentragdes totais dos elementos nas sementes de soja
transgénica e nao-transgénica obtidas apdés decomposicao assistida por micro-
ondas sado dadas na Tabela 1.5. De acordo com teste-t (p=0,05, n=6), foram
encontradas diferencas significativas entre amostras de semente de soja T e
NT para Co, Cu, Fe e Sr. Concentra¢gdes de Co, Cu e Fe em sementes de soja
T foram maiores em 39, 40 e 20%, respectivamente, do que as concentragdes
correspondentes a esses elementos em sementes de soja NT. Para Sr, uma
maior concentracdo foi encontrada em sementes de soja NT, e a diferenca
entre as concentracdes foi de 34%.

Diferencas nas concentracdes de Cu e Fe entre sementes de soja T e NT
ja haviam sido estabelecidas por Sussulini et al. [39] quando spots proteicos
recortados de géis eletroforéticos 2D foram analisados utilizando
espectrometria de absorcado atbmica com atomizacgao eletrotérmica (ETAAS).

E importante ressaltar que concentracdes elementares em sementes de
soja sao dependentes de varios fatores que podem afetar o desenvolvimento
da planta, tais como composicado do solo e da agua de irrigacao da planta [40].

Como a maioria desses fatores foram controlados durante o crescimento das
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plantas utilizadas nesse estudo, ha a possibilidade de que as diferencas
encontradas nas concentracées de Co, Cu, Fe e Sr possam estar relacionadas
a modificacao genética.

4.2 Analises por fracionamento

Foi realizado um procedimento de extragdo com solvente em duas
etapas no intuito de entender como Co, Cu, Fe, Sr e outros elementos (Ca, Mg,
Mn, Ni, S, Zn) medidos em ambas as amostras de semente de soja estariam
distribuidos entre espécies hidrofobicas (utilizando extragdo assistida por
ultrassom com uma mistura de hexano/iso-propanol ou hexano) e soluveis em
agua (usando extracao assistida por ultrassom com &gua). Os residuos
restantes foram digeridos para obter informacdes sobre balan¢co de massa.

Em um primeiro momento, foram realizados testes para verificar o melhor
solvente organico para extracdo de espécies hidrofobicas. Os resultados para
intensidades obtidas no HR-ICP-MS sao mostrados na Figura 1.4.
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Figura 1.4 — Intensidades obtidas (em cps) para Al(a), Ca(b), Cu(c), Fe(d), Li(e), Mg(f),
Mn(g), P(h), S(i), Ti(j), V(k) e Zn(l) analisados utilizando-se extracbes organicas com
hexano (h) e hexano:isopropanol 1:1 (h+ip) em sementes de soja transgénica (T) e nao
transgénica (NT).
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Figura 1.4 (continuagado) — Intensidades obtidas (em cps) para Al(a), Ca(b), Cu(c),
Fe(d), Li(e), Mg(f), Mn(g), P(h), S(i), Ti(j), V(k) e Zn(l) analisados utilizando extracdes
organicas com hexano (h) e hexano:isopropanol 1:1 (h+ip) em sementes de soja
transgénica (T) e ndo transgénica (NT).
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Como pode ser observado, a mistura hexano:iso-propanol (h+ip) foi a
que apresentou maior intensidade para os elementos analisados. Vale ressaltar
que a mistura metanol:cloroférmio (1:1) também foi testada, porém, foram
obtidos grandes desvios padrao para as analises.

Os resultados das analises de fracionamento para extragcao organica com
hexano estdo mostrados na Tabela 1.6.

Pode ser observado que a soma das concentragdes dos elementos em
cada uma das fracbes e nos residuos digeridos estdo de acordo com as
concentragfes totais previamente determinadas. Ainda, as recuperagdes dos
elementos variaram de 87% para Mn e Ca em sementes de soja T até 138%
para Sr em sementes de soja NT.

Apenas o P pdde ser quantificado na fragdao organica (~6% em relacao a
concentracao total em ambas as amostras), provavelmente devido a presenca
de fosfolipideos. Os resultados do fracionamento de P foram excluidos da
Tabela 1.6, uma vez que foram encontrados problemas na porcentagem de
recuperacao deste elemento, que podem ter sido causados por algum
concomitante ndo identificado presente na amostra.

A fracdo aquosa, onde as principais moléculas sao proteinas [34],
contribuiu para a concentracao total de elementos com valores entre 36 (Ca) e
104% (Zn) em sementes de soja T. Para sementes de soja NT, elementos
soluveis em agua contribuiram com valores entre 35 (Ca) e 100% (Zn) para a
concentracao total dos elementos. No caso do Sr, apenas 5% da concentracao
total desse elemento foi encontrada na fragcdo aquosa, para ambas as
amostras. Grande parte da concentragdo de Sr estd associada aos residuos.

Estes resultados sédo consistentes com dados obtidos por Koplik et al.
[20], que também encontraram altos valores de extragdo para diferentes
elementos, i.e., de 37% para Ca até 82% para Mo, para farinha de soja, cuja
extragcao foi realizada com tampéao Tris-HCI.
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Tabela 1.6 — Concentracbes de Ca, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, S, Sr e Zn nas fragées organica, aquosa e nos residuos, e
balangos de massa para sementes de soja T e NT (valores médios, n=6xdesvio padrao).

Elemento

Ca
Co
Cu
Fe
Mg
Mn
Ni
S
Sr
Zn

Concentracéo, g g~

Fracao organica Fracao aquosa Residuo

T NT T NT T NT
<23? <23? 358 + 32 325 + 31 500 + 67 485 + 45
<0,12 <0,12 0,038 £ 0,003 0,023 £0,002 0,01 £0,001 0,006 + 0,001
<3,4% <3,4% 6+1 3,1+0,4 2,4+0,4 1,8+0,2
<462 <462 41 +4 29+ 6 383+7 27 +8
<0,4% <0,4% 2873 + 220 2564 +232 1058 £192 1144 + 306
<0,4% <0,4? 15 £ 1 12+ 1 8+1 10 + 1
<2,3% <2,3% 0,40 + 0,03 0,27+0,03 0,04 +£0,01 0,04 0,01
<2,42 <2,32 2742 + 352 2429 + 204 778 £ 245 855 +115
<0,9? <0,9? 2,4+0,3 1,5+0,3 17+2 24 +1
<4,0? <4,0? 40+2 38+3 7+1 9,1+0,4

T
85+2
98 +7
88 +14
92+8
105 + 1
87 +12
91+6
121 +£8
90 +10
122 +9

Balanco de massa, %

NT
88 +10
104 +10
83+7
807
99 +17
87 +1
94 +7
114 £ 2
90 +2
122 +10

Limites de quantificacio.

34



Considerando as concentracbes de Co, Cu e Fe determinadas em
extratos aquosos e de Sr determinada no residuo, foi encontrada uma diferenga
estatisticamente significante entre sementes de soja T e NT, assim como nas
concentracdes totais desses elementos. As concentragcoes de Co, Cu e Fe em
extratos aquosos de sementes de soja T foram 55, 48 e 21% maiores quando
comparadas com as concentragdes encontradas nos extratos aquosos de
sementes de soja NT. No caso do Sr, sua concentragao no residuo de semente
de soja T foi 34% menor quando comparada a concentracdo desse elemento no
residuo de sementes soja NT.

Para os experimentos envolvendo SEC, foram considerados somente Ca,
Cu, Fe, Mg, Mn, P, S e Zn, que possuem concentragdes nos extratos aquosos
maiores que 2 pug g”'.

4.3 Analise dos extratos aquosos por SEC-HR-ICP-MS

As faixas de massa correspondentes aos sinaiss encontrados foram
calculadas utilizando-se a curva de calibracdo mostrada na Figura 1.5, obtida a
partir dos seguintes padrdes protéicos: albumina bovina (66,0 kDa), alboumina
de ovo de galinha (44,3 kDa), superoxido dismutase Mn (40,0 kDa), super6xido
dismutase Cu-Zn (32,5 kDa), mioglobina (16,7 kDa) e metalotioneina 1 (MT1,
7kDa).

y =-0,162x + 3,964
Rz = 0,961

: — : : .
12 13 14 15 16 17 18 19
Tempo (min)

Figura 1.5 — Curva de calibragao obtida empregando coluna Superdex 75 para tampao
acetato de aménio 100 mmol L' a 0,7 mL min™.
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A utilizacdo de tampao acetato de amonio (100 mmol L) se justifica por
sua volatilidade, o que minimiza a deposicao de sais no nebulizador e nos
cones dos equipamentos de ICP-MS. Ainda, as maiores concentracdes de
metais foram encontradas nas menores faixas de massa. Por este motivo,
optou-se pela utilizacdo da coluna Superdex 75 (faixa de exclusdo de 3 a 70
kDa), e nao Superdex 200 (faixa de exclusdo de 10 a 600 kDa).

A distribuicao por massa molar (MM) de Cu e Fe, entre outros elementos
(Ca, Mg, Mn, P, S e Zn) em extratos aquosos foi examinada por meio de
separacdes com SEC, seguidas de deteccdoes UV e elemento especificas (HR-
ICP-MS). Os cromatogramas correspondentes a cada um dos elementos nas

amostras sao apresentados nas figuras a seguir.
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Figura 1.6 — Perfil cromatogréafico obtido para o Ca em sementes de soja T (a) e NT
(b), empregando coluna Superdex 75.
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Figura 1.8 — Perfil cromatografico obtido para o Fe em sementes de soja T (a) e NT
(b), empregando coluna Superdex 75.
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Figura 1.9 — Perfil cromatografico obtido para o Mg em sementes de soja T (a) e NT
(b), empregando coluna Superdex 75.
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Figura 1.10 — Perfil cromatogréafico obtido para o Mn em sementes de soja T (a) e NT
(b), empregando coluna Superdex 75.
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Os apices dos maiores sinais para Cu, Mn, S e Zn foram encontrados
entre 22,5 e 23,0 min, o que corresponde a espécies de baixa massa molar (~2
kDa) e abaixo do limite inferior de calibragdo da coluna.

O Cu e o Zn foram encontrados, em sua maioria, ligados a compostos
que correspondem a uma baixa massa molar (BMM, abaixo de 5 kDa). Baixas
quantidades de Cu e Zn estdo também presentes em faixas de massa molar
alta (AMM, acima de 40 kDa) e média (MMM, entre 40 e 5 kDa). Estudos
prévios, utilizando farinha de soja [20, 21] mostraram um comportamento de
eluicdo similar para o Cu e 0o Zn em extratos aquosos. Ainda, os estudos
envolvendo a estabilidade das fracbes de Cu em SEC [41] mostraram que os
compostos presentes na fracdo de maior massa molar podem ligar Cu via
grupos tiol, e, em comparagao com as outras fragdes, esta apresenta menor
Oestabilidade. Esses argumentos podem explicar a grande porcentagem de Cu
encontrada na fracdo de menor massa molar, e, ainda, a mudanca nas
proporcdes dos sinais para Cu em sementes de soja T e NT quando a extracao
¢ feita sem a sonda ultrass6nica, onde foram encontrados 3 sinais, com o perfil
cromatografico semelhante ao encontrado por Fingerova e Koplik [42].

Segundo Koplik et al. [20], as informacbes sobre especiacdo de
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elementos com baixa solubilidade obtidas por métodos cromatograficos sao
limitadas. Este é o caso do Ca, onde mais de 50% da concentracdo total se
encontra no residuo. Ainda, elementos alcalinos (como Mg e Ca) séao
retardados na coluna, ndo por efeitos de exclusdo por tamanho, mas por efeitos
como adsorc¢ao e troca ibnica [20], o que pode fazer com que esses elementos
sejam eluidos em um unico sinal. Este efeito pode ser demonstrado nesta
Tese, onde tanto o Ca (Figura 1.6) quanto o Mg (Figura 1.9) apresentaram um
unico sinal com apice na fragdo de BMM.

Nao foram encontradas espécies de Mn na faixa AMM nos extratos
aquosos de sementes de soja T e NT, como previamente reportado na literatura
[43], entretanto, ja se sabe que a distribuicido de Mn entre as fracbes BMM,
MMM, e AMM ¢ alterada com o envelhecimento dos extratos, e que espécies
relacionadas a AMM séo relativamente instaveis [44].

No caso do Fe, os maiores sinais encontrados nos extratos aquosos
foram eluidos antes de 13 min, correspondendo a uma massa de 160 kDa
(acima do limite superior de exclusdao da coluna). Esta massa pode
corresponder a algumas metaloproteinas especificas ou quelantes nao-
especificos de massa molar maior que 100 kDa, que sdo capazes de formar
complexos muito estaveis com Fe em soja [20, 45].

Para o S, ao contrario dos resultados obtidos por Schoppenthau et al.
[21] na andlise de farinha de soja, apresentou o maior sinal sendo co-eluido
com os maiores sinais de Cu e Zn em aproximadamente 2,1 kDa. Utilizando a
mesma coluna que esta Tese, Koplik et al. [20] também encontraram iniGmeros
sinais de S, sendo que o maior sinal foi registrado na massa de 6,2 kDa. A
diferenca entre os dois resultados pode ser explicada pelo processo de
aplicacao de ultrassom pelo qual a amostra foi submetida nesse trabalho, pois
como ja apontado por Magalhaes et al. [46], este processo leva a uma maior
quantidade de proteinas extraidas, porém pode acarretar mudancas nas
ligacdes metal (ou S nesse caso) — proteina.

O perfil de eluicao do P gerou dois sinais cromatograficos na fracao de
MMM. As analises de trabalhos anteriores [20] mostraram que o &cido fitico é
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um composto predominante de P, responsavel pelo maior sinal desse elemento
no cromatograma, enquanto que o orto-fosfato prevalece nos sinais de menor
massa molar. A comparacao dos perfis de eluicdo de Fe e P mostram que os
compostos de P (provavelmente incluindo acido fitico) ndo estdo envolvidos na
ligacao do Fe [42].

Por fim, os cromatogramas das sementes de soja T e NT ndo mostraram
diferencgas significativas quanto a forma e numero de sinais, porém, as maiores
areas de sinal (3 e 2x maiores) foram encontradas nas sementes de soja T,
principalmente para o Cu e o Fe. Este fato pode significar que o Cu e o Fe
estdo ligados a compostos mais expressos em sementes de soja T,
corroborando com os resultados de Brandao et al. [9], que encontraram 10

proteinas com diferenca de expressao entre sementes de soja T e NT.

4.4 Bioacessibilidade dos elementos em sementes de soja

Um procedimento de digestdo gastrointestinal foi aplicado, e o0s
resultados obtidos para Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, S e Zn para amostras de
sementes de soja T e NT estdo mostrados na Tabela 1.7.
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Tabela 1.7 — Concentragédo de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, S e Zn nas fragbes bioacessivel, residuos e recuperacado com relagdo a
concentragao total para sementes de soja T e NT (valores médios, n=3+desvio padrao).

Elemento

Ca
Cu
Fe
Mg
Mn

Zn

Concentragéo, g g’

Fracao bioacessivel Residuo
T NT T NT

824 + 114 817 £72 160 + 17 193 +8
3,5+0,1 1,85 £ 0,02 4,8+0,6 3,4+0,2

21 +2 6,0 £0,3 53+4 59+9
1690 + 248 1318 £ 78 492 + 53 511 £ 20
12,2 £ 0,1 10,5+0,3 7,7+0,9 7,8+0,3
1322 + 56 1961 + 76 958 + 64 1476 + 68
22,1 £ 0,1 19,6 +0,4 16 £ 1 23 + 1

Recuperacao, %

T
105+ 13
80+8
101 +£6
91 +12
71+9
73+9
92 +2

NT
117 +13
85+9
100 £ 7
75+8
73 +10
107 +10
107 +8
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Em referéncia as concentracdes totais, as contribuicbes dos elementos
para as fracdes bioacessiveis variaram de 95% (Ca) a 9,2% (Fe) em sementes
de soja NT, e de 88% (Ca) a 35% (Cu) para sementes de soja T.

Exceto para Ca e Mg, as porcentagens de extracao obtidas para digestao
gastrointestinal foram menores se comparadas com as obtidas nos extratos de
agua. Uma das razdes para isto pode ser a presenca de fibras e fitatos nas
sementes de soja [12], tipicamente 7 e 2% (m/v), respectivamente, que séo
conhecidos por formar complexos insollveis com proteinas carregadas
positivamente e varios cations em pH intestinal. Como consequéncia, a
absorcao destes elementos apds digestao gastrointestinal pode diminuir.

Como ja descrito em outro trabalho [47], a absor¢cao de Fe em soja é
relativamente baixa. Mesmo apds a remocéao de fitatos, o que causa um leve
aumento na absorcdo de Fe, as préprias proteinas da soja sdo consideradas
inibitérias a absorcdo de Fe, provavelmente devido a presenca de alguns
peptideos ligantes desse metal [48].

A andlise estatistica dos dados utilizando teste t demonstrou que as
concentracées das fracbes bioacessiveis de Cu, Fe, Mn, S e Zn possuem
diferenca estatistica significativa (p=0,05) entre as sementes de soja T e NT.
No caso de Cu, Mn, Mg e Zn, as fragcdes bioacessiveis podem estar
relacionadas a espécies de baixa massa molar (BMM), tais como acidos
organicos (ascorbico, succinico, malico). Tais espécies ja foram identificadas
como sendo responsaveis pelo aumento da bioacessibilidade de metais em

soja e produtos derivados da soja[12].

5. CONCLUSOES

As sementes de soja T e NT mostram diferencas nas concentracdes
totais de Cu, Fe e Sr, que também puderam ser observadas nas concentracdes
destes elementos nos extratos aquosos e residuos.

Os perfis de distribuicdo dos elementos nos extratos aquosos nao
apresentaram diferencas, porém, foram observadas maiores areas dos sinais

de cromatografia de exclusdao por tamanho para sementes de soja T,
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principalmente para o Cu e o Fe.

As fragdes bioacessiveis de Cu, Fe, Mn, S e Zn mostraram diferencas
estatisticas entre as duas amostras, sendo as sementes de soja T possuem
fracbes apresentando maiores concentracdées destes elementos.
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CAPITULO 2

ESTUDOS METALOMICOS DA SEMENTE DE SOJA
TRANSGENICA E NAO TRANSGENICA UTILIZANDO DUAS
DIMENSOES CROMATOGRAFICAS
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1. OBJETIVOS

Este capitulo tem como objetivo principal ampliar as informacdes sobre o
metaloma de sementes de soja com o emprego de separagdes cromatograficas,
comparando-o entre as sementes de soja T e NT.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica deste capitulo aborda conceitos basicos da
metaldmica, a cromatografia liquida de alta eficiéncia, bem como os dois
mecanismos de separacao utilizados: a cromatografia de exclusao por tamanho e
cromatografia de troca anibnica. Além disso, a espectrometria de massas
empregada na identificagdo de proteinas também é abordada.

2.1 Metalomica

A metalémica, como definida na introducao geral desta Tese, consiste na
totalidade de espécies de metal e metaloides em uma célula ou tecido, sua
identidade, quantidade e localizagao [1]. E um campo de pesquisa que deve estar
em simbiose com a genbmica e a protedmica, uma vez que a sintese e funcao
metabdlica de genes e proteinas ndao ocorre sem a presencga de ions metalicos ou
metaloenzimas.

Decifrar um metaloma trara as seguintes informagdes: (i) como um
elemento esta distribuido nos compartimentos celulares de um dado tipo celular;
(ii) seu ambiente de coordenacéo, ou seja, em qual biomolécula é incorporado ou
por qual bioligante é complexado, e (iii) a concentracado individual das espécies
presentes [1].

A maioria dos metais a baixas concentragdes presentes em fluidos
biolégicos e o6rgaos estao ligados a varias proteinas, que sao chamadas
metaloproteinas. Uma metaloproteina é definida como uma proteina cuja funcao é

conferida por um metal (a proteina deve se ligar a um ion metalico para
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desempenhar sua funcao). Essa funcao pode ser atividade catalitica, implicacao
na reacdo de transferéncia de elétrons de ions metalicos redox ativos ou
estabilizacdo da estrutura tercidria ou quaternaria da proteina [2]. As
metaloproteinas sdo chamadas metaloenzimas quando funcionam como
catalisadores biolégicos que regulam reacdes biolégicas e funcdes fisioldgicas em
células e érgaos [3]. Existem proteinas, como as metalotioneinas, que sao
expressas como mecanismo de defesa de um organismo contra o estresse
causado por metais potencialmente téxicos. As bases moleculares de muitos
processos bioquimicos metal-dependentes continuam nao descritas, e o0s
mecanismos pelos quais o metal é percebido, armazenado ou incorporado como
cofator em uma célula também sdo pouco conhecidos [4].

Um trabalho envolvendo metaldmica comparativa de sementes de soja T e
NT foi realizado por Sussulini et al. [5]. As proteinas das sementes de soja foram
separadas usando 2D-PAGE (eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida), digeridas tripticamente, identificadas por MALDI-Q-TOF/MS e
mapeadas usando espectrometria de raios-X com radiacdo sincrotron. Foram
encontrados os seguintes ions metdlicos: Ca(ll), Cu(ll), Fe(Il), Mn(ll), Ni(ll) e Zn(Il).
O perfil quantitativo dos ions foi adquirido usando a espectrometria de absorcao
atdbmica, e foram encontradas mudancas no teor de metais das sementes de soja
T e NT.

A determinagdo do metaloma de um organismo envolve técnicas de
separacdo associadas a técnicas como a espectrometria de massas (MS), que
constituem as principais etapas da prote6mica em geral: separagéao e subsequente
identificacdo das proteinas [6]. A 2D-PAGE é uma técnica de separacao bastante
empregada para estudos metaldmicos, pois possibilita alta resolucdao e
seletividade, podendo ser aplicada a varias amostras [7]. Na primeira dimensao,
as proteinas sdo separadas de acordo com seus pontos isoelétricos em um gel
com gradiente de pH. Na segunda dimensdo, um complexo carregado
negativamente é formado apds a adicao de dodecil sulfato de sédio (SDS), e a
migracao através do campo elétrico é regida pela massa molar das proteinas [6,

8]. Para atingir uma maior faixa din@mica de analise e aumentar a produtividade
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analitica, varias separacdes cromatograficas tém sido propostas como técnica
alternativa ou complementar a 2D-PAGE.

Além da 2D-PAGE, a separacao por HPLC também pode ser empregada
para esse fim. Assim, a seguir sera discutida uma das técnicas de separagao
utilizadas neste trabalho, a HPLC.

2.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A HPLC é uma técnica analitica usada para separar uma mistura [9], sendo
as separacgoes realizadas baseadas nas diferentes interagdes proteina-superficie
e proteina-fase movel. Varios modos cromatograficos podem ser empregados
visando separacdo de proteinas, tais como troca-ibnica (IEX), interacao
hidrofébica (HIC), fase reversa (RP) e exclusdo por tamanho (SEC).

Nesta Tese, ap6s a utilizacdo da SEC, mostrada no capitulo anterior, um
novo fracionamento usando mecanismo de separacao independente foi feito para
gerar resultados mais detalhados e atingir um grau de pureza das espécies de
metal suficiente para sua identificacdo com espectrometria de massas [4]. Aqui, a
cromatografia de troca ibnica foi utilizada como segunda dimensao de separagao.

A cromatografia de troca ibnica € um método eficiente para purificacdo de
varias biomoléculas que podem ser separadas com base na diferenga de cargas
[10], como é o caso das proteinas. O mecanismo de retencdo envolve atracao
eletrostatica entre os analitos e os grupos funcionais da fase estacionaria, com
cargas opostas [11, 12].

Em solucdo, proteinas e outras biomoléculas séo ionizadas, e a extensao
dessa ionizacao depende do pH. Para uma dada proteina, o pH no qual a carga
total da proteina € zero é conhecido como ponto isoelétrico. Entdo, sob condigdes
definidas de fase movel, uma mistura de biopolimeros pode ser separada usando
a troca-ibnica [11, 13]. As moléculas nao retidas (i. e., moléculas neutras, sem
carga, ou moléculas com mesma carga da fase estacionaria) sdo removidas por

meio de procedimentos de lavagem, e as biomoléculas ligadas sao recuperadas

53



por eluicdo com um tampao de maior forga idnica ou por alteracao das condi¢coes
de pH [14].

Os trocadores ibnicos sdo compostos de um suporte soélido com estrutura
porosa onde estao ligados grupos quimicos ionizaveis. Uma grande variedade de
grupos tem sido descrita, e estes sao classificados em duas categorias [15]:

1) Trocadores anidnicos, que possuem grupos positivamente carregados
ligados no suporte, e irdo atrair analitos negativamente carregados, ou

2) Trocadores catibnicos, que possuem grupos negativamente carregados
imobilizados no suporte, e irdo atrair analitos positivamente carregados.

Cada uma dessas categorias pode ser dividida em dois sub-tipos:
trocadores fortes (troca catiénica [SCX] e anidnica [SAX]), e fracos (trocadores
catibnicos [WCX] e anidénicos [WAX]), dependendo do grupo funcional ligado. A
diferenciacao entre grupos iénicos fortes e fracos € feita com base no intervalo de
valores de pH sobre o qual os grupos apresentam cargas elétricas. Grupos fortes,
tipicamente contendo grupos de &cido sulfénico (trocadores catibnicos) ou grupos
de amina quaternaria (trocadores anidnicos), estao ionizados em todos os valores
de pH de trabalho da coluna, enquanto os grupos fracos podem ser carregados ou
nao, dependendo do valor do pH[16].

Para proteinas, em valores de pH abaixo do ponto isoelétrico a carga total
da proteina é positiva, e a proteina deve se ligar a um trocador de céations. Em
valores de pH maiores que o ponto isoelétrico, a carga total é negativa, e a
proteina deve se ligar a um trocador anidnico [16].

Existem diversas vantagens no uso da troca i6nica, que incluem [14]: alto
poder de resolucédo, rapidez das separagdes, altas recuperacdes (em geral),
componentes da fase moével geralmente sdo nao desnaturantes e frequentemente
compativeis com posteriores separagdes cromatograficas, pode servir como
processo de concentracdo para recuperar proteinas de solugdes diluidas. Ainda,
pode ser uma modalidade cromatografica altamente seletiva, sendo capaz de
separar, por exemplo, proteinas que diferem em um Unico grupo carregado.

As desvantagens sdo poucas, mas incluem: a concentracdo das solucdes

apds a corrida cromatografica pode resultar em altas concentracées de sal; a
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instrumentacao cromatogréafica deve ser resistente a corrosdo induzida por sais.
Ainda, ha uma alta concentracdo de sais no tampéao de eluicdo, que pode levar a
um processo de adsorcao da proteina na fase estacionaria, resultando em perdas,
e também incompatibilidade com técnicas de espectrometria de massas organica
[14, 17].

As aplicagdes desse mecanismo de separacao sao inumeras, desde
separagdes em escala analitica em laboratério, até colunas de escala preparativa
em nivel industrial [18]. E uma técnica amplamente usada em bioseparacdes, ja
que peptideos, proteinas, acidos nucléicos e biopolimeros relacionados possuem
dominios quimicos ionizaveis, o que os torna suscetiveis ao aumento ou a
diminuicao de carga, como funcdo de mudancas no valor de pH e na forca i6nica.
Ainda, pode ser usada para separacdao de biomoléculas grandes, com massas

molares maiores que 60 kDa[11, 12, 19].

2.3 Espectrometria de massas para caracterizacao de proteinas —
ionizacao empregando electrospray (ESI)

Atualmente, a espectrometria de massas associada a bioinformatica tornou-
se essencial em estudos envolvendo proteinas, devido ndo apenas a sua
sensibilidade, mas, também, ao conteddo total de informacdes que pode ser
obtido [20].

Uma técnica muito usada para transferéncia das proteinas para a fase
gasosa € a ionizacao por electrospray (ESI, do inglés electrospray ionization), que
permite a formacao de ions na fase gasosa por meio de um processo brando de
ionizagdo, possibilitando a analise de compostos nao-volateis e termolabeis.
Consequentemente, o uso da ESI na espectrometria de massas facilitou muito a
analise de biomoléculas grandes, bem como drogas e seus metabdlitos [21].

Como o nome sugere, a base dessa técnica estd no uso de um forte campo
elétrico para criar um excesso de carga na ponta de um capilar contendo o analito
em solugcdo. Quando um potencial positivo € aplicado, os ions positivos tendem a
se afastar para a regido menos positiva, ou seja, para o contra eletrodo. Conforme

55



a densidade de carga aumenta na gota, o campo elétrico formado entre o capilar e
o contra eletrodo aumenta provocando uma deformacéo na gota que esta presa a
ponta do capilar. A gota ganha forma e permanece presa ao capilar até o
momento em que a densidade de carga na superficie da gota e o0 aumento da
repulsdo entre os ions vence a tensao superficial, ocorrendo a liberacao de
pequenas gotas com alta densidade de carga. Os ions em fase gasosa sao entao
transportados por diferentes estagios de vacuo, até chegarem ao detector para
serem analisados [22, 23].

Hoje a técnica de electrospray é a mais usada para analises de amostras
na forma liquida. Por ionizar amostras diretamente na forma liquida, € compativel

com técnicas de separagao cromatograficas usadas em quimica analitica [24].

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparo de solucoes e limpeza de materiais

Todas as solucdes foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico
ou HPLC, assim como agua deionizada (> 18,2 MQ cm), obtida a partir de um
sistema de purificagcdo de agua Milli-Q Direct Q (Millipore, Bedford, Estados
Unidos).

Antes do uso, todos os frascos plasticos, vidrarias e demais materiais de
laboratério foram lavados e colocados em banho de &cido nitrico 10% v/v (Merck,
Darmstadt. Alemanha) por no minimo 12 h. Posteriormente, foram lavados
utilizando agua deionizada e secos em estufa, exceto materiais volumétricos,

secos a temperatura ambiente.

3.2 Amostras

As sementes de soja T e NT foram as mesmas utilizadas no Capitulo 1.
Maiores detalhes, vide o item 3.2 daquele capitulo. Para cada separagao foram

utilizadas aproximadamente 3 sementes de soja.
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3.3 Instrumentacao

Todas as analises cromatograficas foram realizadas usando um
cromatografo PerkinElmer Series 200 (PerkinElmer, Shelton, EUA), equipado
com uma bomba quaternaria, degaseificador, auto-amostrador, forno para
coluna e detector de arranjo de diodos. O cromatégrafo foi acoplado com um
ICP-MS quadrupolo (modelo ELAN® DRC-e, PerkinElmer, Shelton, Estados
Unidos), e deteccao simultanea UV (280 nm) e ICP-MS foi realizada.

Parametros instrumentais estao descritos na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Parametros instrumentais

Condicoes de separacao cromatografica
1? dimensao cromatografica (SEC)

Coluna Superdex 75 10/300 GL

Dimensdes da coluna 10x300 mm, tamanho médio de
particula 13 um

Fase movel Tampao acetato de aménio 100 mmol
L', pH 7,2

Vazéo 0,5 mL min”

Tempo de corrida 72 min

Volume de injecéo 60 pL

2? dimensao cromatografica (AEX)

Fase movel PRP X 500

Dimensdes da coluna 4,6 x 150mm, tamanho de particula 7
pum

Fase moével A TRIS 10 mmol L

B TRIS 10 mmol L' + acetato de
amonio 0,5 mol L

Vazéo 1,0 mL min™
Tempo de corrida 22 min
Volume de injecéo 100 pL
Condicoes de operacao ICP-MS
Poténcia de radiofrequéncia 1200 W
Vazao do géas nebulizador 0,94 L min™
Vaz&o do gas do plasma 15 L min
Vaz&o do gas auxiliar 1,2 L min™
Nebulizador Meinhard
Céamara de nebulizacao Ciclénica
Is6topos monitorados #Mg, **Fe, **Mn, *’Fe, **Co, **Cu, *Zn

As condicbes de operacdo do ICP-MS, resumidas na Tabela 2.1, foram
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verificadas diariamente usando padrdo aquoso multi elementar (PerkinElmer,
Shelton, Estados Unidos) contendo Mg, Al, Cr, Mn, Cu, Rh, Cd, In, Ce, Pb, Th,
U e Ba (na concentragcédo de 1 ug L' para cada elemento, exceto para Ba cuja
concentragéo era igual a 10 ug L.

3.4 Reagentes e solucoes

Uma solugdo padrdao multielementar para ICP namero VI (Merck) foi usada
para preparo das curvas de calibracdo. Acetato de amdnio, acetonitrila e éter de
petroleo foram adquiridos da empresa J. T. Baker (Phillipsburg, EUA). TRIS foi
adquirido da Amershan Biosciences (Uppsala, Suécia). Os reagentes empregados
para digestdo das proteinas (iodacetamida, ditiotreitol, bicarbonato de aménio e
acido formico) foram obtidos da Amershan Biosciences e Mallinkrodt (Saint Louis,
EUA). A tripsina, grau espectrometria de massas, foi adquirida da Promega
(Madison EUA).

3.5 Extracao das proteinas das sementes de soja

Para a extracdo das proteinas para a primeira dimensado cromatografica,
0,3g de sementes de soja foram congeladas usando nitrogénio liquido, maceradas
com almofariz e pistilo. Os lipidios foram removidos usando éter de petréleo, em
um procedimento que se repetiu por 3 vezes, com um tempo de 15min cada uma
[5]. Depois, as proteinas foram extraidas com 3 mL de tampéao acetato de aménio
100 mmol L™ (pH 7,2). As amostras foram agitadas por efeito vortex por 15 min, e
o material insoluvel foi removido por centrifugacao durante 5 min a 5000 g usando
uma ultra-centrifuga Bio-Spin-R (BioAgency, Sao Paulo, Brasil).

3.6 Coleta das fracoes

Os eluatos das colunas de SEC e AEX foram coletados por dez e duas

injecdes, respectivamente, usando um coletor de fragdes Gilson Inc (Middletown,
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EUA) em intervalos de tempo que representam a eluicdo das fracées contendo
metal previamente identificadas com o emprego do ICP-MS.

O efluente da coluna de HILIC foi coletado por duas inje¢des em intervalos
de 5 min até o fim da corrida para posterior quantificacdo dos metais no modo off-

line.

3.7 Liofilizacao

Na primeira dimensao cromatografica, 3 fragdes contendo metais foram
identificadas. Foram realizadas 10 separacdes, € o conjunto dessas fracoes foi
congelado em nitrogénio liquido e liofilizadas usando liofilizador Labconco (Kansas
City, EUA).

Ap6s a segunda dimensdo cromatografica utilizando troca anibnica, as
fracdes previamente identificadas contendo metal foram liofilizadas apds duas
injecdes antes de passarem por um procedimento de digestao triptica para
identificacdo das proteinas em cada fracao.

3.8 Digestao com tripsina

As fracoes liofilizadas foram ressolubilizadas em bicarbonato de aménio
50 mmol L™'. Em um primeiro momento, foi adicionado ditiotreitol &s amostras
para promover a reducdo das proteinas. Apés 30 min a 60 °C foi adicionada
iodacetamida as amostras para promover a alquilagcdo das proteinas. Apés 30
min a temperatura ambiente, a tripsina foi adicionada, e o procedimento de
digestao foi realizado por 16 h a 37 °C. A reacao foi interrompida utilizando-se
1% (v/v) de &cido férmico.

3.9 Identificacao das proteinas

Os espectros foram obtidos em um equipamento Q-Tof Ultima (Waters
Co., Milford, EUA). Uma aliquota dos peptideos foi inicialmente separada
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usando um equipamento de nanoUPLC (Waters Co.) equipado com coluna C18
(75um x 100 mm) acoplado ao espectrometro de massas, o qual possui uma
fonte de nano electrospray com uma vazao de 0,6 pL min™'. Os peptideos foram
eluidos em um gradiente de 2-90% de acetonitrila em acido férmico 0,1% (v/v).
A ferramenta de busca MASCOT verséao 2.3 foi usada para processar 0s
dados gerados no espectrometro de massas. As buscas foram feitas nos
bancos de dados NCBI e SwissProt, que contém proteinas gerais, utilizando os
seguintes parametros: digestdo com tripsina, carbamidometilacdo como
modificacdo fixa, oxidacao em metionina como modificagao variavel, e erro em

massa de 0,1 Da.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Estudos usando SEC-ICP-MS

Moléculas soluveis das sementes de soja, extraidas usando tampao
acetato de aménio 100 mmol L7, foram separadas por SEC. Detecgdo
simultdnea on-line UV a 280 nm e ICP-MS foi realizada a fim de obter
informacdes sobre a distribuicdo de Co, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn de acordo com
massa molar nos extratos. Resultados para eluicao dos extratos sob influéncia
de tampao acetato de amédnio 100 mmol L™ (pH 7,2) sdo mostrados na Tabela
2.2.

60



a

mAU

Tabela 2.2 — Tempo de retencao para os elementos na separacao usando SEC-ICP-MS

para sementes de soja T e NT

Tempo de retencao (min)

Elemento T NT
Co 15,5 17,7
21,7 23,7

32,5 32,1

Cu 16,1 17,0
24,7 25,3

31,1 32,0

Fe 16,6 17,1
28,5 29,5

Mg 19,9 19,7
35,8 37,0

Mn 19,9 19,7
35,8 38,0

Zn 20,4 20,1
33,6 32,1

que existem 3 fragdes principais de metais, exemplificadas na Figura 2.1

elementos esta associada a proteinas e peptideos.

Analisando os tempos de retencdo na Tabela 2.2, é possivel perceber

utilizando sinais para Cu. A primeira corresponde a massas molares de 38,1 a
181,1 kDa (15-21 min), a segunda de 8,2 a 17,7 kDa (24-27 min) e a terceira de

0,4 a 3,8 kDa (30-39 min). Pode-se presumir que uma porcao substancial dos
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Figura 2.1 - Cromatogramas de SEC-ICP-MS de sementes de soja T (a) e NT (b). Perfis
de absor¢ao no UV a 280 nm (——) e de resposta para o Cu (—), evidenciando as 3
fracoes contendo metais encontradas: F1 = 38,1 a 181,1 kDa; F2 =8,2a 17,7 kDa e F3 =

0,4 a 3,8 kDa
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Os compostos separados estritamente com base na exclusdo molecular
deveriam ser eluidos entre 18,7 e 30,9 min. Alguns componentes dos extratos
foram eluidos fora deste intervalo, como resultado das interagdes com a matriz
de gel da coluna, que gera mecanismos secundarios de separagcao, como troca
ibnica. Portanto, a estimativa de massa molar das fracdes deve ser julgada com
cuidado. Deve-se também destacar que nao se pode assumir que os sinais dos
elementos nos cromatogramas representam espécies quimicas individuais em
termos de estrutura quimica.

Trés sinais para o Co foram encontrados nos cromatogramas, o sinal mais
abundante encontrado na regido de baixa massa molar (< 3 kDa).

A fracao mais abundante de Cu foi eluida na faixa de baixa massa molar, o
mesmo acontecendo com Mg.

O Fe foi encontrado ligado a fracdo de alta massa molar, e tem baixa
solubilidade, como ja foi demonstrado em trabalho publicado utilizando os dados
obtidos no capitulo anterior desta Tese [25], onde aproximadamente 50% do Fe foi
extraido usando solugdo aquosa. A massa molar do principal composto de Fe
solavel € menor que 100 kDa, e este composto possui ligacao muito estavel com
este elemento. Algumas metaloproteinas especificas, como a lipoxigenase, ou
quelantes nao-especificos de Fe também contribuem para a presenca de Fe na
soja [26].

As porcoes de Mn ligados a compostos estaveis sao encontrados em duas
fracbes, com massas entre 54,0 e 0,6 kDa. Relatos de baixa estabilidade de
compostos de Mn em soja sdo encontrados na literatura [27], onde se diz que Mn
€ liberado da espécie soluvel original provavelmente como cations inorganicos
Mn?* e Mn®", que pode ser absorvido no suporte de gel da coluna SEC.

Compostos estaveis de Zn em sementes de soja T e NT séo distribuidos
em duas fracdes. A fracdo mais abundante de Zn é encontrada na regiao de baixa

massa molar.
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4.2 Estudos usando AEX-ICP-MS

Apés a identificacao das fracbes de metais usando a SEC, e suas coletas,
como descrito na secdo de materiais e métodos, investigacées posteriores foram
feitas usando cromatografia de troca i6nica. Os resultados estdo mostrados nas
figuras a seguir.

Na fragcdo 1, que corresponde a massas molares variando entre 181,1 e
38,1 kDa, 3 metais apresentaram sinais apds separacdo com AEX, como pode ser
observado nas Figuras 2.2, 2.3 e 2.4: dois sinais de Mg, um de Fe e um para Mn.
Assim, foram coletadas 3 sub-fracdes para posterior digestao e identificacdo das
proteinas: sub-fracdo 1.1 (coletada de 1 a 3 min de corrida); sub-fracdo 1.2
(coletada de 4 a 7,5 min de corrida); sub-fracao 1.3 (coletada de 10 a 13 min de

corrida).
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Figura 2.2 - Cromatogramas de IEX-ICP-MS de sementes de soja T (a) e NT (b). Perfis de
absorgao no UV a 280 nm (—) e de resposta para o Fe (——). Fragado da SEC utilizada
para inje¢cdo na segunda dimensao : 1.
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Figura 2.3 - Cromatogramas de IEX-ICP-MS de sementes de soja T (a) e NT (b). Perfis de
absorcao no UV a 280 nm (——) e da resposta para o Mg ( ).Fracéo da SEC utilizada
para inje¢cdo na segunda dimensao : 1.
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Figura 2.4 - Cromatogramas de IEX-ICP-MS de sementes de soja T (a) e NT (b). Perfis de
absorcao no UV a 280 nm (——) e da resposta para o Mn (——).Fracao da SEC utilizada
para injecdo na segunda dimensao : 1.
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Figura 2.5 - Cromatogramas de IEX-ICP-MS de sementes de soja T (a) e NT (b). Perfis de
absorgao no UV a 280 nm (——) e da resposta para o Cu (—).Fracdo da SEC utilizada
para injecdo na segunda dimensao : 2.

Na fracdo 2, correspondendo a massas molares entre 17,7 e 8,2 kDa,
apenas o Cu foi detectado, como mostra a Figura 2.5. Sendo assim, somente uma
fracao foi coletada: sub-fracédo 2 (coletada entre 12 e 15 min de corrida).

Na fracdo 3, que corresponde a fracdo de baixo massa molar, onde os
sinais mais abundantes de metais de quase todos os elementos estudados
(exceto Fe) foram separados em SEC, também a maior quantidade de sinais foi
encontrada usando o segundo mecanismo de separacao: dois sinais para Co, um
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sinal para Cu, dois sinais para Mg, dois para Mn e dois para Zn. Os resultados
podem ser vistos nas Figuras 2.6-2.10. Nesta fracdo foram coletadas 3 sub-
fracbes: sub-fracdo 3.1 (coletada entre 1 e 4 min de corrida); sub-fracdo 3.2
(coletada entre 5 e 9 min de corrida) e sub-fracdo 3.3 (coletada entre 12 e 15 min
de corrida).
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Figura 2.6 - Cromatogramas de IEX-ICP-MS de sementes de soja T (a) e NT (b). Perfis de
absorgao no UV a 280 nm (——) e da resposta para o Co ( ).Fracdo da SEC utilizada
para injecdo na segunda dimensao : 3.
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Figura 2.7 - Cromatogramas de IEX-ICP-MS de sementes de soja T (a) e NT (b). Perfis de
absorcao no UV a 280 nm (—) e da resposta para o Cu (——).Fracao da SEC utilizada
para inje¢cdo na segunda dimensao : 3.
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para injecdo na segunda dimensao : 3.

70



30 T T T T T T T T

a
25 120000
20
- 80000
2 [}
E 15 %
- 40000
10
™
5 __J | 0
T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
Tempo (min)
T T T T T T T T T
45 bl 240000
40
354 - 180000
30
> 25 - 120000
< -]
E 1 (7]
20
154 - 60000
10
1
54 -0
T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
Tempo (min)

Figura 2.9 - Cromatogramas de IEX-ICP-MS de sementes de soja T (a) e NT (b). Perfis de
absorcao no UV a 280 nm (——) e da resposta para o Mn (——).Fracao da SEC utilizada
para inje¢cdo na segunda dimensao : 3.
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Figura2. 10 - Cromatogramas de IEX-ICP-MS de sementes de soja T (a) e NT (b). Perfis
de absorcdo no UV a 280 nm (——) e da resposta para o Zn (—).Fragdo da SEC
utilizada para injecéo na segunda dimenséo : 3.

A presenca de varios sinais mostra a presenca de mais de uma espécie se
ligando aos metais estudados, e um segundo mecanismo de separa¢dao aumenta

a possibilidade de identificacdo dessas espécies.

4.3 Ildentificacao das proteinas

Apbs a separacao por troca anibnica, as sub-fracbes foram digeridas e
levadas ao espectrdbmetro de massas para identificacdo das proteinas. Os
resultados estdo mostrados na Tabela 2.3, onde as proteinas identificadas estdo

com o nome em inglés, como comumente encontrado na literatura.
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Tabela 2.3 — Identificagao das proteinas presentes nas sub-fragdes 1.1, 1.2, 1.3, 2, 3.1, 3.2 e 3.3. Todas as proteinas listadas na tabela foram
identificadas como sendo proteinas de soja (Glycine max).

Proteina identificada Massa molar (Da) Score Cobertura (%) Cddigo de acesso

Sub-fracao F1.1

Seed maturation protein PM30 15145 95 9 0i|4838147
Late embryongenesis abundant protein 50613 83 5 0i|170010
Seed maturation protein PM25 25827 285 42 0i|6648966
Seed maturation protein LEA 4 OS=Glycine 17595 95 25 Q541U1_SOYBN
max PE=4 SV=1

Sub-fracao F1.2

Seed maturation protein PM25 25827 489 69 0i|6648966
Seed maturation protein PM26 26201 441 65 0i|6648968
Seed maturation protein PM24 26938 90 26 0i|6648964
Late embryongenesis abundant protein 50613 266 29 gi|[170010
35 kDa seed maturation protein 35320 109 26 0i|4102190

Maturation-associated protein 23700 518 63 0i|170024
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Recname: Full=Seed biotin-containing 67894 76 5 0i|75102139
protein SBP65; althame: Full=Seed
biotinylated protein of 65 kda
Lea protein 25354 68 18 0i|33303618
Maturation protein 25644 64 21 0i|170020
Unknown 32097 68 23 0i|255645839
Seed maturation protein PM30 15145 61 22 0i|4838147
Chain a, soybean agglutinin complexed with 27555 65 24 Qi|6729836
2,6-pentasaccharide
Unknown 38544 45 3 0i|255647273
Unknown 27260 51 18 0i|255628279
Dehydrin 25261 94 32 Qi|37495457
51 kda seed maturation protein 51065 56 17 0i|414977
Unknown 32097 53 14 i|255645839
Sub-fracao F1.3
Late embryongenesis abundant protein 50613 337 21 0i|170010
Seed maturation protein PM25 25827 273 58 0i|6648966
Seed maturation protein PM26 26201 204 57 0i|6648968
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Seed maturation protein PM24 26938 176 50 0i|6648964
Chain a, soybean agglutinin complexed with 27555 192 21 Qi|6729836
2,6-pentasaccharide
35 kda seed maturation protein 35320 97 34 0i|4102190
Maturation protein ppm32 18871 52 25 0i|5733686
Maturation-associated protein 23700 113 56 gi|170024
Seed lipoxygenase-1 OS=Glycine max 94538 61 15 0i|126398
GN=LOX1.1 PE=1 SV=2
Unknown 32097 125 12 0i|255645839
Beta-conglycinin beta-subunit 50578 136 31 GLCB_SOYBN
Seed biotin-containing protein SBP65 67894 70 5 SBP65 SOYBN
Seed maturation protein PM30 15145 62 9 0i|4838147
Lectin 30909 62 30 LEC_SOYBN
Sub-fracao F2
Chain a, soybean trypsin inhibitor 20310 212 49 0i|3318877
Napin-type 2S albumin 1 precursor 18393 90 45 0i|4097894
Seed maturation protein PM25 25827 87 40 0i|6648966
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Seed maturation protein PM28 9506 47 49 0i|4836405
Recname: Full=Bowman-Birk type 9993 155 45 0i|124029
proteinase inhibitor C-11; Flags: Precursor
Trypsin inhibitor subtype A 24346 61 35 0i|18770
Sub-fracao F3.1
Chain a, crystal structures of recombinant 47879 74 14 0i|21465628
and native soybean beta- conglycinin beta
homotrimers complexes with n-acetyl-d-
glucosamine
Trypsin inhibitor C (Kunitz) - soybean 20382 59 16 0i|68821
Seed maturation protein PM30 15145 57 18 0i|4838147
Beta-conglycinin beta-subunit 50578 63 11 GLCB_SOYBN
18 kda seed maturation protein OS=Glycine 17595 49 8 PM1_SOYBN
max GN=GMPM1 PE=2 SV=1
Sub-fracao F3.2
Seed maturation protein PM25 25827 211 63 0i|6648966
Seed maturation protein PM24 26938 63 28 0i|6648964
Maturation-associated protein 23700 121 36 gi|170024
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Late embryogenesis-abundant protein 11485 110 36 0i|1762955
Unknown 11134 74 36 0i|255629381
Unknown 23257 55 18 0i|255637485
Late embryongenesis abundant protein 50613 52 11 0i|170010
Recname: Full=18 kda seed maturation 17595 45 18 0i|417494
protein
Bowman-Birk proteinase isoinhibitor D-II 12343 40 11 0i|18572
Sub-fracao F3.3
Trypsin inhibitor subtype A 24346 83 31 Qi|18770
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Foram identificadas 4 proteinas na sub-fracdo 1.1, 17 proteinas na sub-
fracdao 1.2, 14 proteinas na sub-fracdo 1.2, 6 proteinas na sub-fracdo 2, 5
proteinas na sub-fracdo 3.1, 9 proteinas na sub-fracdo 3.2 e 1 proteina na sub-
fracdo 3.3.

Pode-se perceber que foram encontradas uma maior quantidade de
proteinas nas fracdes correspondentes a fracdo 1 da primeira dimensao
cromatografica (sub-fracées 1.1, 1.2 e 1.3). Este resultado é esperado, pois,
apesar de ndo conter os sinais mais abundantes correspondentes aos metais,
esta apresenta o sinal mais intenso na absorcao UV, indicando, possivelmente,
maior quantidade de proteinas nesta fracao.

Ainda, é possivel verificar que existem proteinas que foram identificadas
em mais de uma fragdo, como, por exemplo, seed maturation protein PM24,
PM25, PM26, entre outras, que em sua maioria possuem funcdo de
crescimento e divisdo celular e sdo comuns em sementes. Analisando as
massas molares das proteinas encontradas em cada sub-fracdo, algumas sao
diferentes das faixas de massa molar previamente calculadas apds a
cromatografia de exclusdo por tamanho. Este resultado pode ter duas
explicagbes: as proteinas identificadas possuem estruturas diméricas (ou
maiores), ou pode estar ocorrendo um segundo mecanismo de separagao
juntamente com a exclusao por tamanho, o que impede uma estimativa correta
da massa molar.

A Unica metaloproteina identificada neste capitulo é a lipoxygenase 1,
que foi encontrada na sub-fracdo 1.3 (onde estéa localizado Unico sinal de ferro
encontrado na segunda dimensao de separacgao). Esta é uma enzima ligante de
ferro que catalisa a hidroperoxidacao de lipidios, e também esta envolvida em
varios aspectos da fisiologia da planta, tais como crescimento e
desenvolvimento, resisténcia a pestes e respostas a ferimentos na planta [28].
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5. CONCLUSOES

As separacgbes utilizando exclusdo por tamanho acoplada ao ICP-MS
permitiram a identificacdo de 3 fracées que apresentaram metais: a primeira
correspondendo a massas molares entre 181 e 38 kDa, a segunda
correspondendo a massas molares entre 17,7 a 8,2 kDa, e a terceira
correspondendo a massas molares entre 3,8 e 0,4 kDa. A pureza cromatografica
das fracoes de SEC para amostras complexas é baixa e as espécies ligadas aos
metais geralmente ndo s&o identificadas. Por isso, a segunda dimensao
cromatografica foi implementada, utilizando a cromatografia de troca anibnica
(AEX). Foram encontrados 3 sub-fragcées contendo metais na fragéo de alto massa
molar (fracdo 1), uma sub-fracdo na fracdo de médio massa molar (fracado 2) e 3
sub-fracdes na fragcdo de baixo massa molar (fracdo 3). Apds identificacdo das

proteinas, foi encontrada uma metaloproteina ligante de ferro (lipoxygenase 1).
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CAPITULO 3

UTILIZACAO DE SDS-PAGE COMO TERCEIRA DIMENSAO DE
SEPARACAO, QUANTIFICACAO DE METAIS E IDENTIFICACAO
DAS PROTEINAS NAS BANDAS SEPARADAS
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1. OBJETIVO

Este capitulo teve como objetivo utilizar géis de eletroforese
unidimensionais (SDS-PAGE), a fim de separar as fragdes coletadas na segunda
dimensao cromatografica obtida previamente, permitindo ampliar, ainda mais, a
resolucao na separacao das proteinas, bem como verificar possiveis diferencas de
expressao entre as amostras de semente de soja T e NT, além de possibilitar a
quantificacdo de metais nas bandas dos géis e a possivel identificacdo de

proteinas associadas aos metais quantificados.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisao bibliogréafica deste capitulo faz consideracdes sobre a eletroforese
em gel, sobre a coloracdo dos mesmos, bem como sua decomposi¢ao utilizando

micro-ondas.

2.1 Consideracoes sobre a eletroforese em gel

Devido a complexidade das amostras biolégicas, é geralmente necessario
separar os analitos antes da analise no espectrémetro de massas, a fim de que a
complexidade do que é introduzido no equipamento seja compativel com o
desempenho do instrumento no modo de medicao escolhido [1]. Esta separacao
pode ser feita nas proteinas da amostra ou nos peptideos resultantes da digestao
das proteinas (ou ambos). Como analitos, as proteinas sao muito mais complexas
que os peptideos, mas também muito mais faceis de separar, diferindo muito em
tamanho, ponto isoelétrico e hidropatia [1,2]. A espinha dorsal polipeptidica das
proteinas é muito menos importante se comparada com as cadeias laterais de
aminoacidos, e o comportamento fisico-quimico das proteinas é extremamente
complexo e depende da composi¢do e sequéncia de cada proteina. Ainda, esta
complexidade leva a formagéo da estrutura tridimensional das proteinas, induzindo
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uma quimica de superficie complexa, pois as proteinas apresentam superficies
com varias caracteristicas (catiénica, aniénica, hidrofdbica) [2,3 ].

Entre os varios modos de separacao disponiveis para proteinas e
peptideos, cromatografia e eletroforese sdo quase que exclusivamente usados
nos dias de hoje.

Como o nome diz, a eletroforese em gel consiste em realizar a separacao
em um gel condutor, ou seja, um polimero com poros de tamanho
aproximadamente definidos. Historicamente falando, a eletroforese em sua forma
moderna nasceu na década de 1970, quando Laemmli[4] associou o alto poder de
resolucado do sistema utilizado previamente ao conhecido poder desnaturante do
SDS, que ja era usado em menores concentragdes na eletroforese. Este método
se mostrou extremamente versatil, e seu uso foi difundido rapidamente.

As cadeias poliméricas que delimitam os poros do gel limitam a difuséo, o
que por sua vez aumenta a resolucdo [1]. Por fim, a friccdo dos analitos no
material do gel adiciona outro parametro de separacado que pode ser usado para
aumentar a resolucao da técnica, especialmente quando o tamanho do analito é o
parametro de separacao [1, 2]. O preco a se pagar com o uso de gel € a perda da
automacao, mas esta perda € compensada em parte pelo fato de que a separacgéao
no gel é continua e pode ser paralela, com varias amostras por gel no caso da
separacao unidimensional, ou promover um processo bidimensional continuo [1,
5].

Os géis devem ter poros de tamanho adequado e que possam ser
modificados. Mais importante os géis ndo devem conter cargas elétricas que
poderiam complicar ou perturbar as separacdées e nao devem também adsorver
proteinas, pois isso causaria um arraste nas separacdes. Também devem ser
resistentes a solventes organicos usados em procedimentos de lavagem, digestao
e extracado das proteinas que serédo analisadas no espectrémetro de massas. Esta
série de restricoes confinaram os géis usados em eletroforese a poliacrilamida.
Devido a sua natureza, este polimero é estavel em muitas situacées adversas
[1,2].

86



Em quase todos os esquemas proted6micos onde a separacao das proteinas
¢é feita por eletroforese em gel, a SDS-PAGE é encontrada. Esta pode ser usada
como Unico modo de separacao, mas, também, pode ser usada em conjunto com
outros processos de separacdo, tais como eletroforese nativa, cromatografia de
troca ibnica, eletroforese denaturante, e focalizagédo isoelétrica (constituindo a 2D-
PAGE). O SDS apresenta um compromisso de sucesso entre hidrofobicidade e
hidrofilicidade, e se liga muito bem a quase todas as proteinas. Além de promover
a desnaturacdo de proteinas, confere a elas uma carga negativa forte,
mascarando suas cargas nativas.

Na SDS-PAGE, a migracao é medida no gel comparada com a migracao de
uma frente de ions pequenos, visualizada com o corante. Por causa da grande
distribuicao de tamanhos das proteinas, € interessante otimizar essa resolugao de
acordo com as necessidades experimentais. A resolugdo € mudada principalmente
trocando-se o tamanho do poro do gel de separacgéo, e, portanto, a concentracao
de acrilamida. Quando os géis possuem baixa concentracdo de acrilamida, a
migracao das proteinas de baixa massa molar é realizada com facilidade pelo gel,
e correrao quase ao mesmo tempo em que a frente de ions pequenos que
demarca a corrida. Enquanto isso, as proteinas de maior massa molar apresentam
mais dificuldade para permear os poros do gel, o que pode resultar em maior
separacado entre elas. Ao contrario, se a concentracdo do gel aumentar, as
proteinas de baixa massa molar vdo migrar mais lentamente que os ions
pequenos que demarcam a frente de corrida, e estardo mais separadas umas das
outras, enquanto muitas das proteinas de maior massa molar serdo incapazes de
permear na matriz polimérica, e irdo permanecer préximos da borda do gel, com
quase nenhuma separag¢dao. Um bom compromisso € utilizar um gradiente de
concentracdo de acrilamida, porém existem alguns problemas quando se usa esta
estratégia como, por exemplo, os géis de baixa concentracdo podem nao
apresentar consisténcia adequada, enquanto géis com altas concentracées podem
quebrar facilmente, limitando a otimiza¢ao da resolucéo [1,2].

Apesar de suas 6timas capacidades em termos de solubilizagdo de proteinas,
versatilidade e flexibilidade, a SDS-PAGE, sozinha, ndo tem resolugcdo para ser
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usada com unica técnica de separacdao em protedmica, € deve ser acompanhada
de outras técnicas de separacdo, que podem ser realizadas antes ou apds a
eletroforese em gel. Entretanto, quando racionalizando as possiveis escolhas,
deve-se levar em conta que as proteinas desnaturadas com SDS sao solUveis na
presenca do SDS, porém, podem se tornar facilmente insoluveis quando este
reagente € removido. Portanto, quase sempre, as outras separacoes protéicas sdo

realizadas em etapa prévia a eletroforese em gel [1,2].

2.2 Consideracoes sobre a coloracao dos géis

Para tornar visiveis as bandas ou spots proteicos (no caso de 1-DE e 2-DE,
respectivamente), os géis sao corados com Azul de Coomassie, nitrato de prata
ou outros corantes comerciais [6, 7].

As técnicas de coloracao com nitrato de prata [8, 9] consistem na saturacao
dos géis com ions prata, lavando os ions metalicos mais fracamente ligados da
matriz do gel, e reduzindo as proteinas ligadas aos metais para formar prata
metdlica. Hoje mais de 100 variagcdes dos protocolos de coloracdo com prata sdo
utilizados, porém, em geral, existem duas grandes categorias: alcalinas e acidas,
dependendo das condicbes usadas para a impregnacao da prata. Os métodos
alcalinos trabalham com um complexo diamino de nitrato de prata em meio
altamente alcalino (aménia e hidroxido de sodio). Os géis sao revelados em
solugdes acidas diluidas de formaldeido. Ja os métodos acidos usam nitrato de
prata em agua (solucbes fracamente acidas) para impregnacdo do gel, e a
revelacdo é feita com solugcbes de formaldeido em valores de pH altos. Os
protocolos de coloracdo com prata sdo procedimentos com muitos passos, sendo
quatro os mais comuns (além de diversos procedimentos de lavagem): (i) fixagcao,
para a nao solubilizagcdo das proteinas e remover compostos interferentes
presentes no gel, (ii) sensibilizacdo, para aumentar a subsequente formacao da
imagem, (iii) impregnagdo com prata e (iv) revelacdo com prata, utilizando
formaldeido. A coloragdao do gel é cessada com solugdes apropriadas, e este é
preservado.
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Devido ao procedimento de revelacdo nao possuir um ponto final
especifico, as intensidades de coloragdo variam de gel para gel. A sensibilidade
desta coloracdo é em torno de 50 vezes maior do que a realizada com Azul de
Comassie [6]. Entretanto, para que os géis corados com prata possam ser
analisados no espectrémetro de massas, o glutaraldeido e o formaldeido néo
devem ser usados no protocolo, o que diminui a sensibilidade da coloracao. Sendo
assim, este protocolo nao foi usado para a identificacao de proteinas, mas para a
quantificagdo dos metais utilizando o ICP-MS. Este procedimento de coloragéo é
vantajoso na determinacdo de metais, pois ndo se espera encontrar a prata,
principal componente do corante, em proteinas, além de apresentar menor
interferéncia de impurezas metalicas devido a qualidade dos reagentes.

O Azul de Comassie [8] é frequentemente usado em eletroforese. E um
corante téxtil trifenilmetano dissulfonado, que existe em duas variagdes: o
Comassie R-250 (corante em tom de vermelho) e 0 G-250 (corante em tom de
verde, forma dimetilada), sendo esta ultima a mais usada para coloracao de géis.
Em solucdes éacidas, o corante se liga aos grupos amino das proteinas por
interagOes eletrostéaticas e hidrofdbicas.

O CBB (do inglés, Comassie Brilliant Blue) G coloidal foi usado neste
trabalho. Quando usando este corante, um fundo menor é observado, devido a
conversao do corante a um estado coloidal. Com o corante na forma coloidal, é
possivel estabilizar o complexo proteina-corante, permitindo periodo prolongado
de estocagem sem perda da coloragao (a lixiviagao é notada em géis corados com
Azul de Comassie na presencga de solventes). O metanol é utilizado na solucao
corante, a fim de mudar o equilibrio da forma coloidal para o corante
molecularmente disperso, para facilitar e aumentar a velocidade do processo de
coloracdo. Neste trabalho este corante foi utilizado no procedimento de
identificagdo de proteinas, uma vez que este € compativel com andlises no

espectrometro de massas.
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2.3 Decomposicao das amostras utilizando mini-frascos

Atualmente, os métodos analiticos para a analise de elementos em baixas
concentragcdes requerem, principalmente, o emprego de pequenas quantidades de
reagentes, de materiais inertes como recipientes, e, ainda, a facilidade de
processamento de maior nimero de amostras, bem como a miniaturizagao [9].

A decomposicao em sistema fechado com aquecimento por radiagdo micro-
onda destaca-se dentre os métodos de decomposi¢cédo de amostras devido ao fato
de requerer quantidades reduzidas de reagentes, ser executado em menor tempo
que os métodos convencionais, evitar a perda de espécies volateis e minimizar
problemas de contaminacdo [9]. O uso de frascos fechados € indicado para
amostras de dificil decomposicao, pois 0 aquecimento causa um aumento na
pressao devido a evaporacdo dos acidos empregados e a producao de gases
durante o processo, aumentando o ponto de ebulicao dos acidos utilizados [10].

O emprego de mini-frascos de polipropileno é altamente adequado para a
decomposicdo por via umida devido a capacidade de decompor um grande
namero de amostras, de maneira simples e com pequeno consumo de reagentes
e de amostra (ponto crucial na analise de bandas do gel de eletroforese), além de
minima diluicdo da amostra, tornando mais facil a analise de elementos em baixas
concentracdes nestas amostras [10].

Um trabalho realizado por Sussulini et al. [11] reporta 0 uso de mini-frascos
na digestao de spots de géis 2D-PAGE de sementes de soja T e NT para posterior
analise de metais em absorcdo atbmica. Quatro spots de até 3 mg foram
selecionados e decompostos, e 0s seguintes metais puderam ser quantificados:
Ca, Cu e Fe.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparo de solucoes e limpeza de materiais
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Todas as solucées foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico
ou HPLC, assim como agua deionizada (> 18,2 MQ cm), obtida a partir de um
sistema de purificagdo de agua Milli-Q Direct Q (Millipore, Bedford, EUA).

Antes do uso, todos os frascos plasticos, vidrarias e demais materiais de
laboratério foram lavados e colocados primeiramente em banho de Extran®
(Merck, Darmstadt. Alemanha) 1% (v/v), e em seguida em banho de &cido nitrico
10% (v/v) (Merck, Darmstadt. Alemanha) por no minimo 12h. Posteriormente,
foram lavados utilizando agua deionizada e secos em estufa, exceto materiais

volumétricos, secos a temperatura ambiente.

3.2 Determinacao de proteinas totais

A quantificacdo do teor de proteinas totais nas sub-fragdes previamente
separadas por cromatografia de troca anidnica foi feita pelo método de Bradford. O
reagente de Bradford [12] foi preparado em laboratério, com menos de uma
semana de intervalo entre o preparo e a quantificacdo das proteinas, a fim de
evitar a degradacao do mesmo.

O reagente era constituido de uma solugéo contendo 0,01% (m/v) de CBB
G-250, 5,0% (v/v) de etanol anidro e 10,0% (v/v) de &cido fosférico 85%,
adicionados a um baldao volumétrico, respectivamente nesta ordem, e
completando-se o volume com agua deionizada. Apds 15 min de agitacao, a
solucao foi filtrada duas vezes em papel de filtro quantitativo e estocada ao abrigo
da luz.

As curvas analiticas foram construidas para cada determinacao utilizando
albumina de soro bovino (ASB), dissolvida em agua, na faixa de concentracao de
2,5a100,0 ug L™

As determinagdes espectrofotométricas foram realizadas a 595 nm,
utilizando um espectrofotdbmetro Micronal modelo B 582. Para estas medidas,
foram pipetados 200 uL da amostra em cubetas de plastico de 3 mL, e foram
adicionados 2,5 mL do reagente de Bradford. Apés 5 min de reag¢do, mediu-se a
absorbancia.
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3.3 Preparo das amostras para obtencao dos géis

As amostras, previamente liofilizadas, foram dissolvidas em volume
adequado de tampao Tris-HCI 0,0625 mol L™ pH 6,8 contendo 2% (v/v) de SDS,
10% (v/v) de glicerol, 0,1 mol L' de DTT e 0,01% (v/v) de azul de bromofenol. O
tampao utilizado foi o mesmo sugerido pelo fabricante (GE Healthcare) para
reconstituicdo do kit de calibragdo de massas molares. Antes da aplicagéo no gel
as amostras dissolvidas foram aquecidas a 100 °C durante 1 min.

3.4 Preparo dos géis de poliacrilamida

A separacao eletroforética foi realizada em gel de poliacrilamida seguindo o
método de Laemmli. Os co-polimeros utilizados na separacdo eram constituidos
de um gel superior, denominado gel concentrador ou empilhador, de ~5 cm e um
gel inferior, denominado gel separador. A composicao dos géis e funcao dos
reagentes utilizados esta mostrada na Tabela 3.1.

Apo6s a completa polimerizagdo, as amostras foram aplicadas na regiao
superior do gel, totalizando um volume de 30 pL por pogo, e deu-se inicio a
separacado das proteinas. Para proporcionar a passagem da corrente elétrica,
utilizou-se nos reservatérios da cuba de eletroforese uma solugcdo tampéo
constituida de 0,025 mol L de Tris-base, 0,2 mol L' de glicina e 0,1% (m/v) de
SDS. A cuba de eletroforese foi ligada a uma fonte de corrente continua, e a
corrida foi conduzida a 6,5 mA por gel, com voltagem maxima fixada a 200 V e
duracao aproximada de 18 h.

Para a marcacao da frente de corrida adicionou-se no reservatorio superior
da cuba de eletroforese aproximadamente 200 pL de uma solugéo 0,05% (m/v) de

azul de bromofenol.
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Tabela 3.1 — Composicao dos géis concentrador e separador para um volume final de 100 mL de solugéo

Reagentes Funcao Gel concentrador Gel separador
(concentracao final = (concentracao final
5%) =10%)
Acrilamida + Bis- Acrilamida: monémero 16,7 mL 33,3 mL
acrilamida Bis-acrilamida: porogénico
Solucao tampao Tris-HCI Estabiliza o pH do meio e permite a 25 mL 25 mL
1,5 mol L™ (pH 8,8) passagem da corrente elétrica
SDS 10% (m/v) Anula o efeito de cargas das moléculas 1 mL 1 mL
protéicas, deixando-as com cargas
negativas
Agua deionizada Solvente 56,8 mL 40,2 mL
TEMED Catalisador 500 pL 500 pL
Persulfato de Aménio 10% Gerador de radicais livres 33uL 33 uL

(m/v)
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3.5 Procedimentos para revelacao dos géis

Para andlise de imagens e decomposicdo das bandas, os géis foram
corados com um kit de coloracao de prata, conforme instru¢des do fabricante. O
procedimento esta descrito na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Procedimento para revelagdo dos géis com o kit de coloragao de prata

Solucao Composicao Duracao da
etapa (min)

Fixacao, 30% Etanol, 75 mL 60

(v/v) etanol Acido acético glacial, 25 mL

Agua para atingir volume final de 250 mL
Sensibilizacao Etanol, 75 mL 60

Tiossulfato de sodio (5% m/v), 10 mL

Acetato de sédio, 17 g

Agua para atingir volume final de 250 mL

Glutaraldeido  (25% m/v) 1,25 mL,

adicionado imediatamente antes do uso

Lavagem Agua deionizada 15 (4x)

Prata Nitrato de prata (2,5% m/v), 25 mL 60
Agua para atingir volume final de 250 mL

Lavagem Agua deionizada 1 (2x)

Desenvolvimento Carbonato de sédio, 6,25 g 4a6

Agua para atingir volume final de 250 mL
Formaldeido  (87%  m/v), adicionado

imediatamente antes do uso

Parada da reacao EDTA-Na,.2H,0, 3,65 g 60
de prata Agua para atingir volume final de 250 mL
Preservacao Glicerol (87% m/m), 11,5 mL 60

Agua para atingir volume final de 250 mL
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Para identificacdo das proteinas no espectrémetro de massas, 0s géis
foram revelados da seguinte forma: apds a corrida, os géis foram imersos em
solucao fixadora composta de 10% (v/v) de acido acético e 40% (v/v) de etanol por
1 h. Posteriormente, os géis foram lavados com agua deionizada por 30 min,
sendo que a agua foi trocada de 10 em 10 min. Apds, os géis foram imersos em
solucdo contendo 8% (m/v) de sulfato de aménio, 1,6% (v/v) de acido fosférico,
25% (v/v) de metanol e 0,08% (v/v) de Comassie Brilliant Blue G-250. Os géis
permaneceram nesta solucao entre 24 e 48 h, e, depois, foram lavados com agua
deionizada para retirada do excesso de corante.

Apbs a revelacdo das bandas, estas foram digitalizadas utilizando um
digitalizador de imagens (Amershan Biosciences, Uppsala, Suécia) e analisadas
pelo software Gel-Pro Analyser 3.0 (Media Cybernetics, EUA) para estimativa de
massa molar e densidade 6ptica das bandas.

3.6 Digestao das bandas para identificacao de proteinas

O procedimento de digestdo das bandas do gel de eletroforese foi
modificado de [13], sendo descrito a seguir:
- As bandas foram cortadas em pedacos de aproximadamente 1 mm e colocadas
em tubos tipo eppendorf.
- Descoloracdo das bandas: 0,5 mL de solugdo contendo metanol 50% (v/v) e
acido acético 2,5% (v/v) em agua deionizada foi adicionado ao tubo e incubado
por 2 h a temperatura ambiente. A solucdo foi removida, e o procedimento
repetido, sendo que o tempo de incubacéao foi de 1h a temperatura ambiente.
- Desidratacao do gel: a solugéo anterior foi removida e foram adicionados 200 pL
de acetonitrila por 5 min. Este passo foi repetido uma vez, e o restante da
acetonitrila foi evaporado em fluxo de Na.
- Reducdo das proteinas: foram adicionados 30 uL de DTT 10 mmol L™ e incubou-
se a amostra por 30 min em temperatura ambiente. A solucéao foi retirada.
- Alquilacdo das proteinas: foram adicionados 30 pL de IAA 10 mmol L' e

incubou-se a amostra por 30 min em temperatura ambiente. A solugao foi retirada.
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- Os géis foram lavados com 100 pL de bicarbonato de aménio 100 mmol L™ por
10 min. A solugéo foi retirada.

- Desidratacao do gel: a solugédo anterior foi removida e foram adicionados 200 pL
de acetonitrila por 5 min. A acetonitrila foi retirada.

- Reidratagcado dos géis: os géis foram reidratados com 200 uL de bicarbonato de
amonio 100 mmol L™ por 10 min. A solugéo foi retirada.

- Desidratacao do gel: a solugédo anterior foi removida e foram adicionados 200 pL
de acetonitrila por 5 min. Este passo foi repetido uma vez, e o restante da
acetonitrila foi evaporado em fluxo de Na.

- Preparou-se uma solucao de tripsina cuja concentragao final era de 20 ng uL, e
foram adicionados 40 pL da solucado nos tubos, e os géis foram reidratados em
banho de gelo por 30 min. O excesso da solucdo de tripsina foi retirado, e foi
colocada solucdo de bicarbonato de aménio 50 mmol L™ suficiente para cobrir o
gel. As amostras foram deixadas durante a noite a 37 °C.

- Extracao das proteinas do gel (1): foram adicionados 20 pL de solucao de acido
férmico 5% (v/v) em agua deionizada. Incubou-se a amostra por 10 min a
temperatura ambiente, e o sobrenadante foi colocado em outro tubo.

- Extracao das proteinas do gel (2): foram adicionados 12 pL de solucao de acido
férmico 5% (v/v) em acetonitrila 50% (v/v). Incubou-se a amostra por 10 min a
temperatura ambiente, e 0 sobrenadante foi colocado no mesmo tubo do passo
anterior.

- A amostra foi evaporada em evaporador, e armazenada a -20 °C até andlise no

espectrémetro de massas.

3.7 Procedimento de decomposicao das bandas dos géis em mini-
frascos

Primeiramente, as bandas dos géis foram recortadas utilizando-se um
bisturi, e secas a 40 °C até peso constante. Cada banda foi pesada em balanca
analitica, e colocada em mini-frascos de polipropileno. Foram adicionados 286 pL
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de HNOj; sub-destilado, 214 pL de H»O, 30% (m/m), e os frascos permaneceram
abertos por 30 min (tempo de pré-reacao).

Apbs o tempo de pré-reacao, os mini-frascos foram fechados e colocados
em um suporte de PTFE, sendo que cada frasco do micro-ondas suportava 4 mini-
frascos. Assim, 48 amostras foram digeridas por programa de decomposicao.
Cada suporte foi colocado dentro do micro-ondas contendo 15 mL de agua
deionizada, a fim de manter a pressdo do sistema equilibrada. O programa de

decomposicao utilizado é mostrado na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Programa utilizado para decomposi¢do das bandas proteicas

Etapa Tempo (min) Poténcia (W)

300
500
500
800
800
800
500

Nooahs~hWwWN=
W W N G Y

Apbs a decomposicao, as amostras foram avolumadas para 5mL com agua
deionizada e quantificadas em ICP-MS, cujas condicbes estdo mostradas na
Tabela 3. 4.

Tabela 3.4 — Condi¢des de operagao do ICP-MS

Parametro

Poténcia de radiofrequéncia 1200 W
Vazao do gas nebulizador 0,94 L min™
Vaz&o do gas do plasma 15 L min™
Vazao do gas auxiliar 1,2L min
Nebulizador Meinhard
Céamara de nebulizacao Ciclbnica
Gas da cela de reacao CH4

Is6topos monitorados *Co, °"Fe, >*Mn, %*Cu, *®zn, **Mg
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3.8 Identificacao das proteinas

Os espectros foram obtidos em um equipamento Q-Tof Ultima (Waters
Co., Milford, EUA). Uma aliquota dos peptideos foi inicialmente separada
usando um equipamento de nanoUPLC (Waters Co.) equipado com coluna C18
(75um x 100 mm) acoplado ao espectrdbmetro de massas, o qual possui uma
fonte de nano electrospray com uma vazao de 0,6 pL min™'. Os peptideos foram
eluidos em um gradiente de 2-90% de acetonitrila em acido férmico 0,1% (v/v).

A ferramenta de busca MASCOT verséao 2.3 foi usada para processar 0s
dados gerados no espectrOmetro de massas. As buscas foram feitas nos
bancos de dados NCBI e SwissProt, que contém proteinas gerais, utilizando os
seguintes parametros: digestdo com tripsina, carbamidometilacdo como
modificacao fixa, oxidacao em metionina como modificagao variavel, e erro em

massa de 0,1 Da.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Quantificacao de proteinas pelo método de Bradford

A curva de calibracéo obtida pelo método de quantificacdo de proteinas de
Bradford obtida € mostrada na Figura 3.1 abaixo.

T

0.9 - »///

— y=0.004x +0.5413

w
296 ;,@&M R?=0.9992

0.3 -

0 20 40 60 80 100 120
[ug mL?]

Figura 3.1- Curva analitica obtida utilizando-se ASB como padrao. Concentracdes entre
2,5e100,0 ug L, n=3.
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As concentracoes obtidas para as diferentes sub-fragdes obtidas
previamente na segunda dimensdo cromatografica estdo mostradas na Tabela
3.5.

Tabela 3. 5 — Concentracdo das proteinas (n=3xdesvio padrdo) nas fracdes separadas
por cromatografia de troca ibnica.

Sub-fracao Concentracéo, ug g
T NT

1.1 601 + 51 841 £ 97
1.2 302 + 21 209 £2
1.3 592+ 5 330+3
2 865 + 21 589 + 16
3.1 295 +18 586 + 62
3.2 259 +2 298 + 17
3.3 420 + 21 477 + 25

As diferencas de concentracdes de proteinas nas sub-fracdes analisadas
podem ser explicadas devido as diferencas de concentracdo existentes entre as
préprias amostras, ou, ainda, pelos diversos processos pelos quais as amostras
foram submetidas (extracao, separacdes cromatograficas, liofilizacoes).

Nos géis de SDS-PAGE, as mesmas massas de proteina foram aplicadas
para as duas amostras apds a verificacdo da melhor condicao a ser utilizada.

4.2 Concentracao de proteina a ser aplicada no gel de SDS-PAGE
corado com nitrato de prata

A sub-fracdo 1.1 foi utilizada para verificar a melhor concentragcdo de

proteinas a ser aplicada no gel de SDS-PAGE, resultando na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Gel de eletroforese SDS-PAGE mostrando as diferentes concentragbes de
proteinas aplicadas nos poc¢os do:a—5 ug, b - 10 ug, ¢ - 20 pg, d- 30 ug, e — 30 pg, com
utilizacdo de Amicon® (3kDa) (solugdo na parte superior do filtro), f - 30 pg, com utilizacdo
de Amicon® (3kDa) (solugdo na parte inferior do filtro). Coloragéo — prata.

As corridas eletroforéticas representadas em a, b e ¢ mostram,
respectivamente, a aplicacdo de 5, 10 e 20 ug de proteina, gerando bandas
menos intensas, como pode ser observado na Figura 3.2. A concentragdo de
proteinas aplicada em "d” e “e” foi a mesma (30 ug), porém no pogo “e” foi
utilizado um filtro de massa de 3 kDa (Amicon®, Millipore, Bedford, EUA), a fim de
retirar sais decorrentes do processo cromatografico, que poderiam causar
distorcées nas bandas. O pocgo “f” refere-se a parte desprezada da filtragao,
mostrando a pouca perda de proteina decorrente do processo.

A concentracao de 30 pg de proteina sem a utilizagdo do filtro de massa foi
escolhida, pois a utilizacdo deste gerou maior coloracdo de fundo, além de
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encarecimento do processo e maior dificuldade para recortar as bandas, a fim de

quantificar os metais.

4.3 Géis obtidos para as diferentes sub-fracoes

Apbs a separacado na segunda dimensao cromatografica, as sub-fracoes
(vide Capitulo 2) foram liofilizadas, e um gel de eletroforese SDS-PAGE foi obtido
para cada uma delas. Deve-se comentar que a tentativa de separacao em géis de
duas dimensdes (2D-PAGE) nao foi bem sucedida, o que pode ter explicacao no
excesso de sal presente na amostra resultante do processo de separacao
cromatografica. Os resultados para cada uma das sub-fracées estdo mostrados a
seqguir, sendo que os géis correspondentes as sementes de soja T e NT foram
obtidos em uma mesma corrida eletroforética.

Pode-se perceber a semelhanca entre os géis das sementes de soja T e
NT, ndo s6 para a sub-fragdo 1.1 representada na Figura 3.3, mas, também, para
as outras apresentadas ao longo desta discusséao.

Os géis da sub-fragdo 1.1 continham, aproximadamente, 11 bandas, sendo
que é possivel perceber por meio do grafico de densidade Optica que as bandas
localizadas em torno de 100 kDa e 40 kDa sdo mais abundantes no gel das
amostras de sementes de soja NT. Porém, como ja discutido em outros trabalhos,
uma variacao de abundancia é dita significativa quando superior a 90%, ou seja,
1,8 vezes [14, 15]. Dados mais detalhados sobre a variagcdo de expressao das
proteinas podem ser obtidos utilizando 2D-PAGE, onde spots, € ndo bandas, sao

separados, podendo verificar a diferenca de expressao de uma Unica proteina.
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Figura 3.3 — Gel obtido para sub-fragdo 1.1. O gel da esquerda corresponde a sementes
de soja T e o da direita corresponde a sementes de soja NT. O grafico representa a
densidade Optica mostrada pelas bandas do gel. (——) sementes de soja T, (—)
sementes de soja NT. Corante = nitrato de prata, MM = massa molar.

A Figura 3.3 mostra bandas com massas molares diferentes das faixas de
massa molar previamente calculada apés a cromatografia de exclusdo por
tamanho (neste caso, entre 38,1 e 181,1 kDa). Isto indica que pode estar
ocorrendo um segundo mecanismo de separagao juntamente com a exclusao por
tamanho, tal como troca ibnica, impedindo uma estimativa correta da massa molar
das proteinas.
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Figura 3.4 — Gel obtido para sub-fracdo 1.2. O gel da esquerda corresponde a sementes
de soja T e o da direita corresponde a sementes de soja NT. O grafico representa a
densidade Optica mostrada pelas bandas do gel. (——) sementes de soja T, (—)
sementes de soja NT. Corante = nitrato de prata, MM = massa molar.

A sub-fracdo 1.2, mostrada na Figura 3.4, apresentou 10 bandas, e também
se pode notar que foram encontradas bandas com massas molares menores que
a faixa de massa molar pré-estabelecida na cromatografia de exclusao por
tamanho (38,1-181,1 kDa). Ainda, pode-se notar que a densidade oéptica para

ambas as amostras é praticamente a mesma.
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Figura 3.5 - Gel obtido para sub-fragcdo 1.3. O gel da esquerda corresponde a sementes
de soja T e o da direita corresponde a sementes de soja NT. O grafico representa a
densidade Optica mostrada pelas bandas do gel. (——) sementes de soja T, (—)
sementes de soja NT. Corante = nitrato de prata, MM = massa molar.

Na Figura 3.5 pode-se notar uma maior densidade Optica das bandas no gel
de sementes de soja NT Nesta sub-fragdo as bandas se concentraram na parte
superior do gel, proporcionando bandas de massas molares condizentes com a
faixa de massa molar pré estabelecida na cromatografia de exclusao por tamanho
(38,1-181,1 kDa).
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Figura 3.6 — Gel obtido para sub-fracdo 2. O gel da esquerda corresponde a sementes de
soja T e o da direita corresponde a sementes de soja NT. O gréafico representa a
densidade Optica mostrada pelas bandas do gel. (——) sementes de soja T, (—)
sementes de soja NT. Corante = nitrato de prata, MM = massa molar.

A sub-fracdo 2 foi a sub-fragdo com maior concentracdo de proteinas
quantificadas nas sementes de soja T, e a segunda maior nas sementes de soja
NT, porém, pode-se notar pela Figura 3.6 que quase todas as proteinas existentes
nesta sub-fracdo estdo concentradas em uma grande banda em torno de 20 kDa.
Neste gel podemos observar que a banda separada em torno de 100 kDa pode
ser considerada como tendo diferenca de abundancia entre as duas amostras
(diferenga maior que 90%), porém, nao foi possivel a posterior identificagdo das
proteinas nesta banda.
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Figura 3.7 — Gel obtido para sub-fragdo 3.1. O gel da esquerda corresponde a sementes
de soja T e o da direita corresponde a sementes de soja NT. O gréfico representa a
densidade Optica mostrada pelas bandas do gel. (——) sementes de soja T, (—)
sementes de soja NT. Corante = nitrato de prata, MM = massa molar.

A sub-fracdo 3.1 também apresenta uma grande concentracdo de bandas
em torno de 20 kDa, com maior densidade Optica para as sementes de soja NT, e
fora da faixa de massa molar pré-estabelecida na cromatografia de exclusao por
tamanho (0,4-3,8 kDa).
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Figura 3.8 — Gel obtido para sub-fragdo 3.2. O gel da esquerda corresponde a sementes
de soja T e o da direita corresponde a sementes de soja NT. O gréfico representa a
densidade Optica mostrada pelas bandas do gel. (——) sementes de soja T, (—)
sementes de soja NT. Corante = nitrato de prata, MM = massa molar.

Assim como para a sub-fragdo anterior, na sub-fracao 3.2 (Figura 3.8) as
sementes de soja NT apresentaram bandas mais concentradas, sendo que nas
sementes de soja T somente uma banda é visivel, entre 20 e 30 kDa.
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Figura 3.9 - Gel obtido para sub-fragdo 3.3. O gel da esquerda corresponde a sementes
de soja T e o da direita corresponde a sementes de soja NT. O grafico representa a
densidade Optica mostrada pelas bandas do gel. (——) sementes de soja T, (—)
sementes de soja NT. Corante = nitrato de prata, MM = massa molar.

Foram separadas 6 bandas na sub-fracéo 3.3, e assim como na sub-fragéo

2 a maioria das proteinas desta sub-fracao estdo concentradas em uma banda em

torno de 20 kDa.

Considerando os géis das figuras anteriores, pode-se observar que esta

estratégia melhorou a resolugcéo das separacdes, o que refletiu-se nos resultados

apresentados no item 4.5 deste Capitulo.
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4.4 Quantificacao de metais nas bandas utilizando ICP-MS

As bandas obtidas no gel de eletroforese foram recortadas e digeridas em
mini-frascos, conforme procedimentos descritos na secdo de materiais e métodos.
Como pode ser observado por meio da Figura 3.10, nao foi possivel recortar todas
as bandas obtidas, uma vez que a digitalizacdo da imagem permite uma melhor
visualizagdo das bandas, se comparada com visualizagao a olho nu. Assim, optou-
se por recortar aquelas bandas que realmente puderam ser vistas a olho nu,

realcadas na Figura 3.10 por retangulos vermelhos.

Figura 3.10 — Em vermelho estdo em destaque as bandas recortadas para cada uma das
sub-fragbes mencionadas (1.1-3.3). Para apresentagdo dos resultados, as bandas foram
numeradas em ordem crescente, da maior para a menor massa molar.
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Os limites de deteccdo e quantificacdo encontrados para os elementos
estdo apresentados na Tabela 3.6. Os analitos foram os mesmos das separagdes

cromatograficas previamente realizadas.

Tabela 3.6 — Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para os elementos
quantificados utilizando ICP-MS

Elemento LD (ug L) LQ (ug L)
Co 0,001 0,004

Cu 0,007 0,024

Fe 0,1 0,3

Mg 0,1 0,3

Mn 0,008 0,025

Zn 0,3 1,0

Os analitos quantificados nas diferentes bandas estdo mostrados nas
tabelas a seguir, destacando que Co, Cu e Mn ndo foram quantificados em
nenhuma das bandas recortadas. As concentragdes estao representadas como a
concentragdo estimada dos elementos nas sementes de soja (em ug g "), obtida
levando-se em conta quantas vezes as fragdes foram concentradas antes da

terceira dimenséo de separagao (20 vezes).
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Tabela 3.7 — Concentragao estimada de Fe nas sementes de soja T e NT (n=3 £ desvio

padréo)

Banda Concentracdo, pug g
F1.3T1 6,1+0,1
F1.3 NT 1 67202
F1.3T2 0.820.1
F1.3 NT 2 11,8+0,2
F1.3T3 2.8+0.2
F1.3 NT 3 8,1 0,1
F1.3T4 3,3+0,2
F1.3NT 4 7,2+0,4
F1.3NT5 10,7 +0,1
F1.3NT 6 59201

O Fe foi quantificado somente na sub-fragdo 1.3, tanto em bandas de

sementes de soja T quanto de soja NT. Cabe salientar que foi somente nesta sub-

fracdo que um sinal de Fe foi obtido nos estudos anteriores desta Tese, mostrando

que este metal estd fortemente ligado a proteinas presentes nesta sub-fragao.

Porém, pode-se notar por meio da Tabela 3.7 que apesar de uma maior

concentracdo de Fe ter sido encontrada nas amostras T, este metal foi mais

encontrado nas sementes de soja NT nesse experimento.

Tabela 3.8 — Concentragao estimada de Mg nas sementes de soja T e NT (n=3 * desvio

padrao)

Banda Concentracéo, pg g~
F11T4 0,2+£0,2

F2T3 0,7+£0,2

F2 NT 3 0,05 £ 0,04

F3.3T1 0,60 £ 0,01

F3.3 NT 1 1,75+ 0,05

F3.3T2 1,31 £ 0,01

F3.3 NT 2 1,05 + 0,05
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O Mg foi quantificado na banda 4 da sub-fragdo 1.1 das sementes de soja
T, onde um sinal para este metal foi observado nos estudos anteriores desta Tese
Capitulo 2, item 5.3). Este metal ndo foi detectado anteriormente nas outras sub-

fracbes onde o Mg foi quantificado.

Tabela 3.9 — Concentracao estimada de Zn nas sementes de soja T e NT (n=3 * desvio
padrdo)

Banda Concentracao, ug g’
F1.1 T2 5,1£0,1
F1.1 NT 3 21,6 +0,6
F1.1 T4 75+0,8
F1.3T3 28 1
F1.3T5 10,0202
F2T3 4 +1

F2 NT 3 1,5+0,1
F3.3TH1 46+0,5
F3.3 NT 1 41+0,2
F3.3T2 2,05+ 0,05
F3.3NT 2 1,1+0,1

Nos estudos realizados anteriormente (Capitulo 2, item 5.3), Zn foi
detectado somente na sub-fragdo 3.3, dentre as sub-fracées onde este metal foi
identificado.

4.5 ldentificacao das proteinas presentes nas bandas

As bandas foram coradas com o corante Comassie Blue, compativel para
introducdo no espectrdmetro de massas, a fim de identificar as proteinas contidas
nas bandas. A Figura 3.11 destaca em vermelho as bandas que puderam ser
recortadas para posterior identificacdo de proteinas. Nota-se um perfil diferente
dos géis corados com prata devido a diferenca em sensibilidade entre os dois

corantes.
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Figura 3.11 — Em vermelho estdo em destaque as bandas recortadas para cada uma das
sub-fragcbes mencionadas na figura (1.1, 1,2, 1,3, 2 e 3.3) e levadas ao espectrometro de
massas. Para apresentagdo dos resultados, as bandas foram numeradas em ordem
crescente, da maior para a menor massa molar. Coloragédo = Comassie Blue.

Foram aplicados em torno de 100 pug de proteina em cada pocgo do gel,
devido a menor sensibilidade do corante, porém, nenhuma banda foi corada nas

sub-fracdes 3.1 e 3.2.
As proteinas identificadas estdo mostradas na Tabela 3.10, a seguir.
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Tabela 3.10 — Proteinas identificadas nas bandas recortadas no gel de eletroforese

Banda Proteina MM Score Cobertura  Cddigo de
(%) acesso
F1.11 Chain A, lipoxygenase-3 (soybean) complex with 13(S)- 97137 273 11 Qi|17942578
hydroperoxy- 9(Z),11(E)-octadecadienoic acid
F1.12 Late embryongenesis abundant protein [Glycine max] 50613 93 7 gi[170010
F1.13 Beta-amylase [Glycine max] 53983 121 6 0i[169913
Late embryongenesis abundant protein [Glycine max] 50613 101 7 0i[170010
F1.14 Chain A, soybean agglutinin complexed with 2,6-pentasaccharide 27555 377 33 0i|6729836
Trypsin inhibitor subtype A [Glycine max] 24346 311 25 0i[18770
Unknown [Glycine max] 32097 93 7 0i|255645839
F1.22 Chain A, soybean agglutinin complexed with 2,6-pentasaccharide 27555 325 33 0i|6729836
F1.31 RecName: Full=Seed lipoxygenase-1; Short=L-1 94538 482 20 0i|126398
Chain A, Lipoxygenase-3 (Soybean) Complex With 13(S)- 97137 174 4 0i|17942578
Hydroperoxy- 9(Z),11(E)-Octadecadienoic Acid
Lipoxygenase [Glycine max] 96355 131 3 0i|1262440
RecName: Full=Seed lipoxygenase-2 (Pisum sativum) 97415 91 3 0i[126402
RecName: Full=Lipoxygenase (Phaseolus vulgaris) 84258 65 2 0i[126410
F132 Chain A, crystal structures of recombinant and native soybean beta- 47879 718 40 0i|21465628

conglycinin  beta homotrimers complexes with n-acetyl-d-

glucosamine
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Beta-conglycinin beta subunit [Glycine max] 48358 649 40 0i|63852207
RecName: Full=Beta-conglycinin, beta chain; Flags: Precursor 50578 645 38 gi|[121282
seed storage protein A [Vigna luteola] 49839 76 2 0i|70672850
F133 Trypsin inhibitor subtype A [Glycine max] 24346 369 31 0i[18770
F21 Trypsin inhibitor subtype A [Glycine max] 24346 464 37 0i[18770
Kunitz trypsin inhibitor [Glycine tomentella] 23796 74 5 i|195972725
24 kDa protein SC24 [Glycine max] 24611 86 10 0i|18448973
F3.31 Trypsin inhibitor subtype A [Glycine max] 24346 397 31 0i[18770
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Foram identificadas 16 proteinas diferentes, sendo que algumas se
repetiram em diferentes sub-fracdes, como, por exemplo, a late embryogenesis
abundant protein, identificada na sub-fracdo 1.2 e 1.3. Como salientado no item
4.3 do capitulo anterior desta Tese, a identificacdo da mesma proteina em mais
de uma fracdo se justifica pela possivel existéncia de um segundo mecanismo
de separacdo ainda na primeira dimensao cromatografica, que permitiu a
separacao da mesma proteina em fragdes diferentes. Algumas das proteinas
identificadas foram atribuidas a outros organismos, porém, com massas
molares condizentes com a banda recortada, e obtencéo de bons scores.

Dentre as proteinas identificadas, foram encontradas 5 lipoxigenases,
nas sub-fracbes 1.1 e 1.3. Esta € uma metaloproteina ligante de ferro que
catalisa a hidroperoxidacao de lipidios, e também esta envolvida em varios
aspectos da fisiologia da planta, tais como crescimento e desenvolvimento,
resisténcia a pestes e respostas a ferimentos na planta [16]. A sub-fracdo 1.3,
como mencionado anteriormente, apresenta o Unico sinal correspondente a
este metal identificado na segunda dimensao cromatografica [17], além de este
ter sido quantificado nas bandas desta mesma sub-fracdo como mostrado no
item anterior desse Capitulo.

A B-conglycinin, identificada na sub-fracdo 1.3, € uma das proteinas mais
abundantes da soja, tendo funcdo de estocagem, e pode mascarar o
isolamento e caracterizacao de proteinas menos abundantes [18]. Além disso, é
conhecida por se associar ao acido fitico, que tem grande afinidade por Zn, Fe
[19], quantificados na sub-fracdo em questdo, além de outros minerais. Esta
proteina ja foi identificada como tendo maior intensidade para Fe em sementes
de soja T quando utilizando fluorescéncia de raios-X com radiacdo sincrotron
(SR-XRF) para realizagdo das analises [11].

Além das proteinas mencionadas anteriormente, a p-amylase,
identificada na sub-fracdo 1.1 também é considerada ligante de cations [20],
sendo que Mg e Zn foram quantificados nessa sub-fracao.
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5. CONCLUSOES

As sete sub-fracbes obtidas anteriormente na segunda dimensao
cromatografica (AEX) foram separadas novamente utilizando SDS-PAGE, e as
bandas dos géis foram digeridas para a determinacdo de metais utilizando ICP-
MS, sendo que Fe, Mg e Zn foram quantificados nas sub-fracées F1.1 F1.3, F2 e
F3.3. Cu e Mn nao foram quantificados em nenhuma das sub-fracoes.

Apés a andlise das bandas por ICP-MS, as proteinas foram identificadas,
dentre elas lipoxigenase 1 de semente, lipoxigenase 2 de semente, lipoxigenase 3
de semente, todas metaloproteinas ligantes de Fe, que foram identificadas na sub-
fracdo 1.3, a Unica fracdo onde Fe foi encontrado, tanto na segunda quanto na
terceira dimensao de separacao. Além destas metaloproteinas, beta-conglicinina e
beta-amilase, conhecidas proteinas ligantes de metais, foram identificadas nas
sub-fracdes 1.1 e 1.3.

Cabe destacar que, apesar do menor numero de proteinas identificadas
utilizando a eletroforese em gel, se comparado com o item 4.3 do Capitulo
anterior desta Tese, a terceira dimensdo aumentou o numero de
metaloproteinas identificadas, de uma para cinco, além de ter identificado outra
proteina  ligante de cations. Estes resultados demonstram a
complementariedade das técnicas de separacao utilizadas nesta Tese.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo desta Tese, foi demonstrado que as sementes de soja T e NT
mostram diferencas nas concentracées de alguns dos elementos estudados.
Esta afirmacéo foi comprovada por meio de determinacdes das concentracdes
totais dos elementos, além da analise de diversas fracdes separadas das
sementes. Quanto as fragdes bioacessiveis de Cu, Fe, Mn, S e Zn, estas
mostraram diferencas estatisticas entre as duas amostras, sendo as sementes
de soja T possuem fracdes apresentando maiores concentragdes destes
elementos.

As separacOes utilizando exclusdo por tamanho acoplada ao ICP-MS
permitiram a identificacdo de 3 fragdes que apresentaram metais, que, apos a
segunda dimensao cromatografica (utilizando cromatografia de troca anibnica),
foram divididas em 7 sub-fracdes. Dentre as proteinas presentes nas sub-fragdes
foi identificada uma metaloproteina ligante de Fe (lipoxigenase 1) na sub-fracao
onde este elemento foi localizado anteriormente por meio das separacdes
cromatograficas.

As 7 sub-fracdes, separadas novamente utilizando SDS-PAGE, e as
bandas obtidas foram analisadas por ICP-MS, sendo que Fe, Mg e Zn puderam
ser quantificados. As proteinas identificadas, dentre elas lipoxigenase 1 de
semente, lipoxigenase 2 de semente, lipoxigenase 3 de semente, todas
metaloproteinas ligantes de Fe, foram identificadas na sub-fracdo 1.3, a Unica
fracao onde Fe foi encontrado, tanto na segunda quanto na terceira dimensao de
separagao. Além destas metaloproteinas, beta-conglicinina e beta-amilase,
conhecidas proteinas ligantes de metais, foram identificadas nas sub-fragées 1.1 e
1.3. Cabe destacar que a terceira dimensdo aumentou o numero de
metaloproteinas identificadas, de uma para cinco, além de ter identificado outra
proteina ligante de cétions. Estes resultados demonstram a complementariedade

das técnicas de separacgao utilizadas nesta Tese.
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A combinacao de HPLC e 1D-PAGE melhorou os resultados obtidos
neste estudo, o que refletiu-se nas metaloproteinas e proteinas metal-ligantes
identificadas. Ainda, os resultados deste trabalho permitiram ampliar as
informagdes sobre 0 metaloma das sementes soja T e NT, dando continuidade
aos trabalhos ja realizados pelo Grupo de Espectrometria, Preparo de Amostras e
Mecanizacdo (GEPAM), e abrindo possibilidades para a identificacao de possiveis
marcadores fisiolégicos do processo de modificacdo genética das sementes de

soja.
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