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Resumo

Neste trabalho de Dissertacdo, os organismos em estudo foram sementes de soja
transgénica e nao-transgénica, sendo que a soja geneticamente modificada € do tipo
Roundup Ready® (RR), na qual a insercdo de um gene tornou a planta resistente a
herbicidas que possuem o glifosato como principio ativo. Procurou-se avaliar o perfil
protedmico, enzimatico e metalico em sementes de soja a fim de contribuir com uma
recente area do conhecimento, a Metaldmica. Os resultados deste estudo indicam que
nao foi encontrada variagdo quanto ao total de proteinas entre as amostras e, também,
que nao houve variagdo quanto ao numero total de spots detectados nos geéis de ambas
as amostras para as faixas de pH avaliadas (3-10 e 4-7) apds a separagédo do conjunto
de proteinas por 2D PAGE. Porém, por meio do estudo de analise de imagens dos géis
verificou-se que 10 spots apresentaram variacdes significativas quanto a expressao de
proteinas entre as sementes (> 90%). Deste conjunto, 08 proteinas puderam ser
identificadas por meio da obtencado dos espectros de massa empregando MALDI-QTOF
MS e busca em banco de dados. Aparentemente, ndo foi encontrada variagbes em
termos de atividade enzimatica das enzimas CAT, GR, SOD e APX, avaliadas em gel e
por espectrofotometria, entre as amostras de soja transgénica e n&o-transgénica no
estagio de semente, portanto, nao verifica-se uma situacéo de extresse oxidativo neste
estagio. O mapeamento das espécies metalicas foi feito por SR-XRF e ICP MS e, alguns
elementos puderam ser detectados (Co, Nb, Cd, Se, V, La, Ce, Th, Ru, Zr e Hg). Apenas
02 spots protéicos das amostras de semente de soja transgénica apresentaram teor de V
que pudesse ser quantificado, no entanto, devido a enorme variagao de gel para gel e de
variagbes que sao intrinsecas de sistemas biologicos, aspectos mais conclusivos sobre
suas quantificagdes ainda n&do foram possiveis. Também, nao foi encontrado na literatura

relatos sobre a possivel presencga deste elemento nas proteinas identificadas.
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Abstract

In this work, transgenic and non-transgenic soybean seeds were studied, being the
Roundup Ready® (RR) type, the soybean genectically modified, to which the insertion of
the gene make the plant resistent to herbicides that present the glifosate as active
principle. The proteomic, enzimatic and metal profiles were evaluated in the soybean
seeds to contribute to a new area, Metallomics. The results indicated that no variation
was obtained related to the amount of total proteins between both samples as well as no
variation related to the number of those detected spots in the gels in the pl range
evaluated (3-10 and 4-7) after 2D PAGE. However, from the gel image analysis, 10 spots
presented significant variation related to the protein expression between the seeds (>
90%). From this set, 08 proteins were analyzed by MALDI-QTOF-MS and the peptide
sequency of each one identified in the protein data bank. Aparently, no variation when
considering CAT, GR, SOD and APX in terms of enzimatic activity for transgenic and
non-transgenic soybean seeds was achieved, when spectrophotometry and gel
electrophoresis were used. Apparently, there is not the detection of the oxidative stress at
this stage. The metallic species mapping was carried out by SR-XRF and ICP MS, and
some elements were detected (Co, Nb, Cd, Se, V, La, Ce, Th, Ru, Zr and Hg). Vanadium
was quantificated in 02 spots of transgenic soybean seeds only; however, due to the high
gel to gel variation and those ones commonly achieved in biological systems, conclusive
aspects about their quantifications were not still possible. There is no information in the

literature about a possible presence of V in those identified proteins.
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Dissertacdo de Mestrado Adilson R. Branddo

Hipo6tese e Objetivo

A hipotese desta dissertacdo baseia-se no fato de que a modificagdo genética
pode levar a uma variagdo do conjunto de proteinas de um organismo, logo, de seu
proteoma. Neste sentido, seria possivel identificar possiveis variagdes no conjunto de
proteinas entre as sementes de soja transgénica e ndo-transgénica. Foi também inferido
que estas modificacbes poderiam desencadear algum nivel de estresse nas plantas e,
quem sabe, alterar a distribuicao e/ou concentracdo dos possiveis metais nas proteinas.

Assim, para corroborar com a hipotese formulada, o objetivo geral desta
dissertagao foi avaliar o perfil protedmico em sementes de soja transgénica e nao-
transgénica, avaliar algumas das enzimas envolvidas no estresse oxidativo, bem como

identificar e quantificar espécies metalicas que estariam ligadas a proteinas.
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Introducao Geral

Embora a modificagdo genética de organismos bioldgicos gere polémicas, no
caso dos vegetais, esta tem sido bastante requerida por diversos setores da sociedade,
a saber, aqueles envolvidos na producao destes novos cultivares e aqueles
responsaveis pelo manufaturamento e/ou industrializagdo. Uma vez que estas espécies
vegetais sdo submetidas a um processo de melhoramento genético ou modificagao
genética, elas se tornam resistentes a condigdes climaticas adversas, pragas, doengas,
defensivos agricolas, bem como apresentam melhoria em sua composi¢ao nutricional
[1].

No presente trabalho de dissertagdo, os organismos em estudo sdo sementes de
soja transgénica e nao-transgénica. Na soja geneticamente modificada denominada
Roundup Ready® (RR), desenvolvida pela empresa Monsanto, a inser¢édo de um gene
tornou a planta resistente a herbicidas que possuem o glifosato (N-fosfonometil-glicina,
C3HgNOsP) como principio ativo [1]. Contudo, a insergéo, a eliminagdo ou a substituigdo
de genes em um organismo pode levar a uma alteragdo em seu proteoma, ou seja, uma
alteragdo em seu conjunto de proteinas como, por exemplo: i) a sintese de novas
substancias, ii) a extingdo de substancias que sao normalmente produzidas pelo
organismo sem a modificacdo genética, iii) a produ¢do em quantidade diferenciada de
substancias que ja sejam produzidas pelo organismo ndo modificado geneticamente,
entre outras [2,3]. Todavia, uma alteragdo no proteoma do organismo pode significar,
também, uma alteracdo em seu metaloma, pois se estima que cerca de 40% do total de
proteinas contenham metais em sua constituigao [4].

A presenca de ions metalicos em amostras biologicas ja € bem conhecida pela
comunidade cientifica, no entanto, sua participacédo e/ou fungdo em processos biolégicos
como, por exemplo, em reacdes de transferéncias de elétrons (Cu*, Cu®*, Fe**, Fe*"), em
processos cataliticos, sendo constituintes de proteinas e peptideos (Zn2+, Ca?", Se‘“),
ainda nédo é totalmente compreendida. Todavia, este tema tem ganhado enorme

importancia em uma recente area do conhecimento, a Metalémica [5, 6].
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Ainda neste contexto, varias linhas de pesquisa tem surgido na literatura com
diferentes termos e abordagens. Pode-se citar, por exemplo, o “metaloma” — que trata da
caracterizagcdo do total de espécies metalicas/metaldides presentes no organismo; a
“metaloprotedmica” — que trata da caracterizagdo do total de elementos presentes em
um local especifico no organismo (compartimento celular, proteina, metaloproteina); a
‘metaldmica” — que trata de um estudo mais aprofundado do metaloma. Nesta area
busca-se informagdes sobre as interacbes e conexdes funcionais de espécies
metalicas/metaldéides com genes, proteinas, metabdlitos e outras biomoléculas do
organismo [6] e, portanto, a elucidacdo e o papel biolégico dos ions metalicos ligados
biomoléculas.

Para se poder avaliar estas possiveis alteragdes no metaloma e também no
proteoma em um sistema biolégico, € necessario combinar técnicas analiticas que
possibilitem reunir componentes estrutural, de seletividade e sensibilidade adequadas.
As técnicas que possuem seletividade apropriada mais empregadas neste contexto para
analises de proteinas sdo a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) e
cromatografia liquida (LC) multidimensionais; as técnicas que possuem sensibilidade
compativel para a determinagcdo das espécies metalicas sdo a espectrometria de
emissao optica ou de massas com fonte de plasma indutivamente acoplada (ICP OES e
ICP MS, respectivamente), fluorescéncia de raios X (XRF), espectrometria de absorgao
atbmica com atomizagao eletrotérmica (ETAAS) e, em alguns casos, com chama
(FAAS); por fim, a componente estrutural pode ser alcangada por meio de técnicas de
espectrometria de massas com ionizag&o por eletrospray (ESI MS) ou com ionizagao por
dessorcéo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS), as quais possibilitam realizar a
identificagcao e caracterizagao das proteinas previamente separadas [4-7].

A avaliagao de alteragdes protéicas quando estas sao expressas em um gel de
poliacrilamida €& realizada por meio do estudo de analise de imagens dos géis. Estes
estudos, apesar de serem tediosos e necessitarem de inumeros cuidados, podem
fornecer informagbes singulares para este campo de pesquisa [8]. Uma de suas
principais aplicagbes esta relacionada a indicagdo de possiveis biomarcadores em
sistemas biologicos [9].

Ainda nao se sabe com certeza, mas alteragdes como estas poderiam levar a

uma condigdo de estresse os organismos vivos como as plantas, uma vez que, o
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estresse vegetal pode ser originado de diferentes maneiras. As causas mais comuns
costumam ser a poluicdo do ar, a seca, as limitagdes nutricionais e a temperatura;
podendo também, ser induzido pela atividade humana [10]. Contudo, uma caracteristica
comum a estes diferentes tipos de estresse € o aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxigen species) nos tecidos da planta [10].
Alguns estudos tém mostrado que a exposigao de plantas a elevadas concentragdes de
ions metalicos (Cu2+, Zn?", Pb2+) causa um aumento na producao de ROS, levando-as,
portanto, ao estresse oxidativo [11]. Logo, se houver alguma variacdo expressiva em
termos de proteinas na planta e estas tenderem a possuir espécies metalicas em sua
constituicdo, este fato poderia conduzir o organismo a uma situacdo de estresse
oxidativo.

Portanto, este trabalho procura levantar alguns aspectos, dentre eles o
protedmico, o enzimatico e o metaloprotedmico que possam contribuir com informacgdes
significativas para esta recente area do conhecimento e, também, tenta sugerir a
possibilidade de identificar alguns possiveis indicadores do processo de modificagéo

genética.
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Aspectos protedmicos
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1 Objetivo

Neste capitulo procura-se destacar possiveis variagcbes quanto ao numero e
expressdo de proteinas entre as amostras de semente de soja transgénica e nao-
transgénica, bem como, efetuar a identificagdo e caracterizagcdo das mesmas. Para a
avaliacido de expressao pretende-se destacar os principais aspectos que devem ser
verificados nos estudos de analise de imagens de géis. Com a identificacdo e
caracterizagao das proteinas pretende-se destacar as principais fungdes e/ou em que

processos as mesmas estdo envolvidas no organismo do vegetal.

2 Revisao bibliografica

2.1 Soja: Importéncia e modificagéo genética

A opgao do emprego de sementes de soja (Glycine max L. Merr.) para se realizar
estudos protedmicos € bastante conveniente, pois sdo encontradas quantidades
significativas de proteinas em sua composigdo (cerca de 40% em termos de massa
seca). Deste percentual, a Glicinina e B-Conglicinina sao responsaveis por cerca de 70%
do total de proteinas de armazenamento [12]. Esta quantidade expressiva de proteinas,
e também um percentual consideravel de dleo (algo em torno de 21% em massa seca),
torna a soja um produto de grande importadncia para o setor industrial, pois varias
aplicagdes podem ser propicias, como, por exemplo: na fabricagao de farinha protéica,
que pode ser empregada nos mais diversos setores alimenticios, na fabricacdo de
cosméticos e, mais recentemente, como biodiesel [1]. Além destas caracteristicas
peculiares, ha estudos que sugerem o consumo frequente de soja, uma vez que este
alimento pode estar relacionado com a reducao de doencgas cardiovasculares, canceres
e osteoporose [13].

A soja transgénica, assim como outros organismos geneticamente modificados,
pode ser obtida por meio de processos biotecnoldgicos, sendo que a caracteristica
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desejada que se pretende transferir para o organismo, geralmente, é conduzida pelas
seqguintes etapas: i) rastreamento: etapa em que ¢é selecionada a caracteristica desejada;
i) selecdo de genes: etapa em que se escolhe o gene ou genes que irdo fornecer a
caracteristica escolhida; iii) insercdo do gene na planta e iv) cultivo da planta
geneticamente modificada [14]. Desta forma, varios tipos de soja transgénica séo
desenvolvidos atualmente, sendo mais conhecida e comercializada a soja denominada
de Roundup Ready® (RR), a qual foi desenvolvida pela empresa Monsanto (EUA). No
presente caso, a respectiva modificagao consistiu na codificagdo da enzima EPSPS (EC
2.5.1.19) por um gene proveniente da bactéria do solo Agrobacterium sp. cepa CP4.
Assim, a enzima resultante - CP4 EPSPS, que possui muito menor afinidade pelo
glifosato, permite que a planta modificada torne-se resistente aos herbicidas a base de
glifosato, uma vez que este atua de forma a impedir que a planta forme aminoacidos
essénciais para sintese de proteinas e, também, de alguns metabdlitos [14,15].

Kin et al [16] investigaram variagbes da proteina CP4 EPSPS em sementes de
soja transgénica empregando a proteina extraida e purificada de Escherichia coli
clonada como controle. Apds a separacido e detecgao da proteina por 2D PAGE, com
base em seu pl (5,1) e MM (47kDa) caracteristicos, foi realizada sua identificacdo
empregando-se MALDI-QTOF MS e ESI MS/MS por meio de banco de dados de

proteinas.

2.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida — 2D PAGE

A eletroforese é um técnica de separagao que baseia-se na migragao de espécies
carregadas na presencga de um campo elétrico aplicado, sendo que a carga adquirida por
estas espécies pode resultar da ionizagao, dissociagao ou pela associagdo com outras
moléculas carregadas (SDS no caso da separagao em gel) [17].

Em misturas complexas como, por exemplo, na separagao de proteinas, os
sistemas em duas dimensdes mostram-se muito eficientes. Nestes sistemas, em uma
primeira dimensao € explorado a propriedade carga das proteinas; a qual se da por meio

da focalizagao isoelétrica (IEF PAGE), em que um gradiente de pH & formado no gel. Em

7



Dissertacdo de Mestrado Adilson R. Branddo

uma segunda dimensé&o € explorada a propriedade massa molecular (MM) das proteinas
em condi¢cado desnaturante, ou seja, na presenca do detergente docecil sulfato de sodio.
Desta forma, ao final da separagao, e apds a revelagao das proteinas contidas no gel,
obtém-se pontos (spots), os quais contém uma proteina, pelo menos. Desta maneira, e
também quando padrdes de proteinas com MM conhecidas sdo submetidos ao processo
de separacgao, é possivel fazer uma estimativa do ponto isoelétrico e da massa molecular
das proteinas em cada spot visualizado [18].

A fim de se esclarecer como ocorre a separacao das proteinas por 2D PAGE, faz-
se necessario compreender que na eletroforese com focalizacao isoelétrica o objetivo é
separar as proteinas de acordo com seus respectivos ponto isoelétricos (pls), ou seja, a
proteina ira migrar pelo gel com gradiente de pH (formado pela migragao rapida de
substancias poliméricas — ex. anfdlitos) até que sua carga de rede seja nula; neste
ponto, o pl da proteina sera igual ao pH do gradiente. Na eletroforese em gel em
condigdes desnaturantes (SDS PAGE), o surfactante (SDS) atua de modo a normalizar a
carga e a forma das proteinas, de modo que o elemento de distingao entre elas passa a
ser as suas respectivas MM. Esta normalizagao se da pelo aumento de cargas negativas
nas proteinas provenientes do SDS e pela presenga de agentes redutores (DTT), os
quais rompem ligagdes de sulfeto na estrutura protéica facilitando o acesso do SDS e
conferindo uma forma similar ao conjunto de proteinas [17, 18]. Logo, fica claro que a
eletroforese 2D PAGE é a combinacao da eletroforese IEF PAGE e SDS PAGE.

A matriz de gel - poliacrilamida - € rotineiramente empregada nestes
experimentos, pois possui caracteristicas importantes como, por exemplo, ser
transparente, inerte, e estavel em extensas faixas de pH, temperatura e forca ibnica.
Esta é formada por agentes de polimerizagdo e co-polimerizagado como a acrilamida e a
bis-acrilamida (N,N’-metileno bis-acrilamida), respectivamente [17].

A importancia da eletroforese em gel para estudos metaloprote6micos pode ser
verificada pelo trabalho de Ma et al [19]. Os autores comentam que a eletroforese em gel
€ a plataforma chave para a separacdo de proteinas devido ao seu alto poder de
resolugao. Destacam, também, que a especiagao de metaloproteinas pode ser realizada,
uma vez que apoOs a separagao em gel é possivel a combinagdo com técnicas de
espectrometria atdmica (AAS) e de massa (ICP MS) para a determinagéo dos elementos

presentes. Os autores consideram que o ponto mais importante para se realizar a
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especiacdo de metaloproteinas seria a manutengcdo da integridade do metal ligado a
proteina durante o processo de separagao eletroforética. Portanto, alguns cuidados
experimentais, como, por exemplo, evitar alta temperatura, controlar o pH, dentre outros
fatores, podem contribuir para que nao ocorra a perda da espécie metalica ligada a

proteina.

2.3 Analise proteémica por 2D PAGE e tratamento de imagens de géis

Em estudos protedmicos a identificacdo de diferengas quanto a expressido de
proteinas e/ou a verificagdo de spots novos ou ausentes, e portanto, de possiveis
biomarcadores, € uma de suas principais aplicacdes. Neste sentido, a 2D PAGE merece
destaque, pois sua alta resolugcdo permite realizar uma separacao eficiente e,
principalmente devido as caracteristicas inerentes a técnica (obtengcdo de um gel
bidimensional), ha a possibilidade de se realizar estudos comparativos, os quais podem
facilitar a identificagdo de candidatos a biomarcadores por meio da comparagao entre os
spots dos géis [9, 20].

No entanto, a comparagdo entre géis, que é realizada pela comparagao de
imagens dos géis obtidas por registradores de imagens especificos, € uma tarefa
bastante ardua, que exige atengao, paciéncia e, principalmente, cuidado experimental
[8]. O principal problema destes estudos comparativos € a alta variacdo que existe entre
0s géis. Estas sao decorrentes da variabilidade intrinseca de amostras biolédgicas e
outros fatores como, por exemplo, o preparo de amostra, a quantidade de proteinas
totais aplicada, o método empregado para a marcagéo das proteinas no gel e, talvez, um
dos fatores mais relavantes seja a polimerizagdo do gel; uma vez que inumeros fatores
podem influenciar (temperatura em que ocorre a polimerizagao, concentragdo e pureza
dos reagentes, tempo de formagao do polimero, etc) [8, 21, 22,].

Provavelmente, devido a estas dificuldades experimentais ainda nao esta
claramente definido na literatura de quanto deve ser a diferenca de expressao entre
spots de pares de géis para que possa se garantir que, de fato, haja uma variagéo

significativa entre as expressdes de proteinas no gel. Este fato pode ser evidenciado por
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meio da analise de alguns trabalhos da literatura, Eravci et al [21] e Choe et al [23]
afirmam que somente variagées quanto a expressao de proteinas no gel sdo usualmente
consideradas relevantes se alcancarem diferencas da ordem de 100% (2 vezes) ou
superiores. Carli et al [24], no entanto, em um estudo envolvendo plantas transgénicas
(Lycopersicon esculentum e Nicotiana benthamiana) consideraram variagcdes de 75%
(1,5 vezes); Garcia et al [25] em um estudo no qual avaliaram alteragdes no proteoma de
girassol quando cultivado na presenca de espécies metalicas adotaram 90% (1,8 vezes)
como sendo uma variagao significativa de expressdo de proteinas nos géis de
eletroforese.

Contudo, além da otimizac&do de varios destes fatores (ex. massa aplicada) bem
como da tentativa de padronizagado de outros fatores experimentais (ex. evitar variacoes
interdias para avaliagbes comparativas), devem ser tomados cuidados adicionais para
que se consiga realizar uma analise comparativa que seja mais confiavel, como, por
exemplo, uma clara definigdo do spot da proteina, ou seja, deve-se delimitar areas que
sejam aproximadamente circulares ou elipticas. Outro cuidado importante diz respeito a
uniformidade da densidade de fundo no gel, a qual deve ser baixa em relagdo a

densidade dos spots [22].

2.4 Espectrometria de Massas — MALDI-QTOF MS

O principio da espectrometria de massas se baseia em 04 unidades
fundamentais: a primeira é responsavel pela ionizagdo da molécula, etapa que resulta na
formagao de um ion positivo ou negativo e que ocorre por meio de uma fonte de ions do
espectrometro; a segunda esta encarregada de separar os ions previamente gerados de
acordo com sua razdo massa/carga (m/z). Esta ocorre em um analizador de massas; a
terceira é responsavel pela medida desses ions e ocorre em um transdutor — dispositivo
encarregado de converter o feixe de ions em sinal elétrico — e, finalmente, a quarta
unidade encarrega-se da medida da abundancia desses ions, a qual é baseada na altura
ou area do pico. Esta unidade de aquisicdo dos dados registra e armazema as

informacdes provenientes do transdutor [26]. Assim, devido aos tipos de informacdes
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geradas e também a alta detectabilidade (faixas de pmol a fmol), seletividade e rapidez
de analise, a espectrometria de massas tem sido muito empregada em estudos de
sistemas bioldgicos, nos quais se buscam, principalmente, informagdes estruturais [27].

Na técnica de espectrometria de massas por tempo de v6o em quadrupolo com
ionizagdo por desor¢cdo a laser auxiliada por matriz (MALDI-QTOF MS), os analitos
deverdo ser adsorvidos em uma matriz (ie. ac. nicotinico, ac. sinapinico e ac. a-ciano-4-
hidroxicinamico) que absorva radiagédo do laser incidente (regido do UV) e, em seguida,
transfira suavemente sua energia para os mesmos, que, em decorréncia da sublimacgao,
sao levados ao analisador de massas, onde sao separados pelos diferentes tempos de
voo [26]. Wind e Lehmann [27] discutem sobre as aplicacbes da espectrometria de
massas para sistemas biolégicos (proteinas, peptideos, metaloproteinas, acidos
nucléicos, etc), onde é destacada a especificidade molecular como a caracteristica
principal da técnica.

Xu et al [28] realizaram a identificagao de proteinas de folhas de soja empregando
MALDI-QTOF MS e LC-MS/MS apés a separagao por 2D PAGE. Ao todo 260 spots
foram digeridos com ftripsina para a efetuacdo das anadlises, sendo que 53 spots
protéicos tiveram as proteinas identificadas por MALDI-QTOF MS e 66 por LC-MS/MS.
Em ambos os casos, as buscas foram realizadas utilizando bancos de dados de
proteinas como o NCBI e SwissProt. Os autores destacam que 71 spots protéicos
apresentaram uma unica proteina presente e que a maioria das proteinas identificadas
estdo envolvidas em processo de metabolismo de energia. Portanto, a combinagao da
2D PAGE com MALDI-QTOF MS e LC-MS/MS foi bastante adequada para a separagao

e identificagdo de proteinas da folha de soja.
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3 Parte experimental

3.1 Equipamentos e acessorios

Os principais equipamentos e acessorios utilizados na primeira parte desta

dissertagao sdo apresentados a seguir.

SN N N N N N N N N N U N NN

Balanga analitica, modelo AE 200 (Mettler);

Espectrofotémetro UV/Vis, modelo B582 (Micronal);

Espectrometro de massas do tipo MALDI-QTOF (Waters);

Estufa microprocessada de cultura e bacteriologia, modelo Q316M2 (Quimis);
Fonte de corrente continua, modelo EP19001 (Amersham Biosciences);

Kit de digestdo, Montage® In-Gel Digestzr Kit (Millipore);

Mesa agitadora, modelo Q225M (Quimis);

Misturador vortex, modelo M-376000 (Thermolyne);

Placa aquecedora, modelo 261.1 (Quimis);

Potencidmetro, modelo DM20 (Digmed);

Sistema de purificacdo Milli-Q, modelo Quantum™ cartridge (Millipore);
Sistema para eletroforese 2D PAGE, modelo Ettan™ Daltsik (GE Healthcare);
Scanner, modelo ImageMaster™ Il (GE Healthcare);

Sistema de vacuo, Manifold MultiScreen™ HTS (Millipore);

Ultracentrifuga, modelo Bio-Spin-R (BioAgeny);

Vidrarias disponiveis em laboratérios de quimica.

3.2 Reagentes e Solugbes

Todos os frascos e vidrarias utilizados no desenvolvimento do trabalho foram

lavados em agua corrente e descontaminados pela imersdo em solugdo de HNO3; 10%

(v/v) por, pelo menos, 12h. Em seguida, apos trés enxagues em agua destilada os

materiais eram levados para secagem apropriada. Todas as solugbes foram preparadas

utilizando-se agua desionizada (18,2 MQcm), obtida a partir do sistema de purificagao
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Milli-Q. Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico, e aqueles empregados

nesta primeira parte do trabalho sao citados a seguir.

3-[(3-Colamidopropil)-dimetildmonio]-1- v' Bicarbonato de aménio, NH;HCO; — MM
propanosulfonato (CHAPS) - = 79,06 g/mol (Mallinckrodt;
Cs32Hs58N207S, MM = 614,88 g/mol (USB); v" Cloreto de potassio, KCI — 74,55 g/mol
1,4 Ditiotreitol (DTT), C4HgO.S, — MM = (Merck);

154,24 g/mol (Amersham Bioscienses); v Dodecil sulfato de sédio (SDS),
Acetado de amébnio, NH,CH;CO; — MM = CisHasNaO,S — MM = 288,28 g/mol
77,08 g/mol (Mallinckrodt); (Synth);

Acetona, (CH3),CO — MM = 58,08 g/mol v' Etanol, CH;CH,OH — MM = 46,07 g/mol
(Synth); (J. T. Baker);

Acetonitrila grau HPLC, CH3;CN — MM = v Eter de petrdleo, p.e. 3560 °C
41,05 g/mol (J. T. Backer); (Mallinckrodt);

Acido acético glacial, CH;CO,H — MM = v" Fluoreto de fenilmetanosulfonila (PMSF),
60,05 g/mol (J. T. Baker); C/H;FO,S — MM = 174,19 g/mol (Sigma-
Acido cloridrico 37% (v/v), HCl — MM = Aldrich);

36,5 g/mol (Merck); v' Glicerol, C3HgO; — MM = 92,09 g/mol
Acido fosférico, 85% (v/v) HsPO, — MM = (Amersham Biosciences);

98,00 g/mol (Merck); v' Glicina, NH,CH,COOH - MM = 75,07
Acido trifluoracético (TFA), CF;CO,H — g/mol (Amerscham Biosciences);

MM = 114,02 g/mol (Tedia); v'  lodoacetamida (IAA), C,H4INO — MM =
Acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), 184,96 g/mol (Amersham Biosciences);
C1oH7/NO; MM = 189,17 g/mol (Sigma- v" Metanol, CH;0H — MM = 32,04 g/mol (J.
Aldrich); T. Baker);

Acrilamida, C3HsNO — MM = 71,08 g/mol v" N,N’-metilenobisacrilamida

(USB); (bisacrilamida), C;H;N,H, — MM =
Agarose, grau Dbiologia  molecular 154,17 g/mol (Amersham Biosciences);
(BioAgency); v N,N’,N,N’-tetrametilenodiamina
Albumina de soro bovino (Merck); (TEMED), CsH1¢N2, — MM = 116,20 g/mol
Anfélitos de pH 3-10 (Amersham (J. T. Baker);

Biosciences); v" Nitrogénio liquido (White Martins);

Azul de bromofenol, CigHoBrs;NaOsS — v Oleo mineral (Amersham Biosciences);
MM = 691,94 g/mol (BioAgency); v Padrdo protéico de massa molar
Azul de coomassie G-250 (CBB G-250), (Amersham Bioscience);
C47Hs50N3NaO;S, — MM = 854,03 g/mol v' Persulfato de amonio,(NH4),S,0g — MM =

(J. T. Baker);

228,20 g/mol (Mallinckrodt)
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v/ Sulfato de aménio, (NH4),SO4; — MM = v' Tris-hidroximetilaminometano (tris),

132,14 g/mol (J. T. Baker) NH,C(CH,OH); — MM = 121,14 g/mol
v' Tiouréia, CHs;N,S — MM = 76,12 g/mol (Amersham Biosciences);

(Synth); v' Uréia, CH4yN,O — MM = 60,06 g/mol
v/ Tripsina grau protedmico (Sigma- (BioAgency).

Aldrich);

3.3 Amostras

As amostras de sementes de soja transgénica (MSOY 7575) e nao-transgénica
(MSOY 7501) utilizadas neste trabalho foram gentilmente cedidas pela Prof?. Dra. Siu
Mui Tsai (CENA/USP - Piracicaba, SP), sendo estas, previamente adquiridas da
empresa Monsanto — Brasil [29]. As sementes de soja geneticamente modificadas que
foram estudadas neste trabalho sdo aquelas denominadas Roundup Ready® (RR).

Como neste trabalho as amostras em estudo incluem organismos geneticamente
modificados é informado o numero de registro do Certificado de Qualidade em
Biosseguranga: 240/2007, publicado em 24 de julho de 2007.

3.4 Extragcdo das proteinas para analise por 2D PAGE

O procedimento de extracdo empregado foi baseado no protocolo desenvolvido
por Sussulini et al [30]. Inicialmente, ca. de 0,50 g de ambas as amostras foram pesadas,
congeladas em nitrogénio liquido e maceradas, separadamente, com auxilio de almofariz
e pistilo até a obtencdo de um p6 bastante fino. Em seguida, o p6 fino foi transferido para
um béquer contendo ca. de 10 mL de éter de petrdleo sob agitacdo durante 15 min. Esta
etapa foi realizada duas vezes e € necessaria para remog¢ao do excesso de 6leo. Em
seguida, extraiu-se as proteinas por meio de uma solugéo tampao contendo tris — 50,0
mmol/L (pH 8,8), KCI — 1,5 mmol/L, DTT — 10,0 mmol/L, PMSF — 1,0 mmol/L e SDS —

0,10% (m/v) na proporgéo de 10:1 (mL/g). A extracao foi realizada sob agitagao lenta por
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10 min em banho de gelo. O extrato protéico foi centrifugado a 5000 g' por 5 min na
temperatura de 4 °C. O sobrenadante contendo a mistura protéica foi transferido para

tubos Eppendorf® e armazenados a — 20 °C.

3.5 Quantificacdo de proteinas totais no extrato

A estimativa da concentragdo de proteinas totais foi realizada de acordo com o
método de Bradford [31], em que a albumina de soro bovino foi utilizada como padrao de
calibracéao.

Construiu-se curvas de calibracao a partir de solugdes estoques de albumina (500
pg/ml) para a faixa de 0 a 90 pg/ml. Apos dilugdo adequada (ca. 500 vezes), foi
adicionado 200 uL do extrato de proteinas em cubetas de plastico a 2,50 mL do reagente
de Bradford, o qual € composto por CBB G-250 — 0,01% (m/v), etanol — 5% (v/v) e H3PO4
— 10% (v/v). Apos 4 min de reagdo mediu-se a absorvancia, em ftriplicata, a 595 nm,

utilizando um espectrofotometro UV/Vis.

3.6 Separacgéo das proteinas por 2D PAGE

Foi realizada uma etapa de precipitagado das proteinas totais utilizando acetato de
aménio — 0,10 mol/L (12 h) com o objetivo de remover possiveis interferentes no
processo eletroforético (sais, surfactantes anidnicos, etc).

O precipitado foi centrifugado a 5000 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com solugdes de acetato de aménio — 0,10 mol/L
(uma vez), acetona — 80% (v/v) (duas vezes) e etanol — 70% (v/v) (uma vez). Todas as
solugdes de limpeza devem ser mantidas geladas a fim de minimizar a ressolubizagéo
das proteinas. Em seguida, o precipitado foi ressolubilizado empregando uma solugéo de

ressolubilizacdo composta por uréia — 7,0 mol/L, tiouréria — 2,0 mol/L, CHAPS — 2%

1 . . . . . ~
g — relative centrifugation force (rcf); rpm — revolutions per minute. Para conversdo:

gx1lcm=11,110xRx (rpm/lOOO)Z, sendo R a medida em cm do raio do rotor.
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(m/v), anfolitos de pH 3-10 — 0,5% (v/v), azul de bromofenol 0,002% (m/v) e DTT —
0,28% (m/v), utilizando um misturador vortex.

Para a separagao por IEF empregou-se fitas de 13 cm contendo gel de
poliacrilamida com gradientes de pH de 3-10 e de 4-7. As quantidades em massa de
proteinas totais foram calculadas para que fossem aplicadas nos géis de 3-10 as massas
de 150, 300 e 500 ug e 500 ug para os géis de 4-7 no volume maximo de hidratagdo da
fita (250 pL). A fita foi entdo coberta com aproximadamente 1300 yL de 6leo mineral e
colocada para hidratar em suporte apropriado por, pelo menos, 12h. Em seguida, a fita
foi levada ao sistema focalizador onde o seguinte programa foi aplicado [18]: i) 500 V em
500 Vh, ii) 1000 V em 800 Vh, iii) 10000 V em 11300 Vh e iv) 10000 V em 2000 Vh para
os géis de 3-10 e em 3000 Vh para os géis de 4-7 (total acumulado 14600 Vh e 15600
Vh, respectivamente).

Ao término da focalizagcao isoelétrica as fitas foram equilibradas em duas etapas.
A primeira etapa tem a finalidade de manter as proteinas na forma reduzida. Nesta, foi
empregada uma solugdo contendo uréia — 6,0 mol/L, SDS - 2,0% (m/v), azul de
bromofenol — 0,002% (m/v), glicerol — 30% (v/v), tris — 50,0 mmol/L (pH 8,8) e DTT —
1,0% (m/v). A segunda etapa, denominada alquilagéo, tem a finalidade de previnir que as
proteinas sejam oxidadas durante o processo eletroforético [18], nesta, uma solugéo
similar foi empregada substituindo o DTT por IAA — 2,5% (m/v). Ambas as etapas foram
realizadas sob agitagao por 15 min.

Para a separagdao por SDS PAGE foi preparado previamente um gel de
poliacrilamida (12,5% m/v) em suporte apropriado de dimensdes 18,0 x 16,0 x 0,15 cm.
S&o necessarios 50,0 mL de uma solugéo constituida por acrilamida — 12,5% (m/v), bis-
acrilamida — 0,33% (m/v), tris — 0,375 mol/L (pH 8,8), SDS - 0,10% (m/v), persulfato de
amonio — 0,050% (m/v) e TEMED - 0,033% (v/v) para o preparo de um unico gel nestas
dimensdes. Em seguida, a fita, ja equilibrada, foi aplicada sobre este gel e, ao lado
desta, foi colocado um papel de filtro umidecido com 7,0 yL de um padréo de massa
molecular compreendido por B-fosforilase (97,0 kDa), albumina (66,0 kDa), ovalbumina
(45,0 kDa), anidrase carbénica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-
lactoalbumina (14,4 kDa). Foi adicionada uma solugdo aquecida de agarose — 0,5%
(m/v) para garantir o contato entre ambos (fita e papel) com o gel de poliacrilamida. Por

fim, a corrida eletroforética foi realizada em duas etapas com o seguinte programa
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aplicado [18]: i) 90 V, 15 mA/gel durante 30 min e ii) 250 V, 25 mA/gel durante ca. 5h em
solugédo tampéao contendo tris — 25 mmol/L (pH 8,8); glicina — 192 mmol/L e SDS - 0,1%
(m/v) a temperatura de 12,5 °C.

Apoés a separagao por SDS PAGE, o gel foi transferido para uma cuba contendo
uma solucéo fixadora compreendida por acido acético — 10% (v/v) e etanol — 40% (v/v),
onde permaneceu por 50 min sob agitagdo lenta. Em seguida, o gel foi enxaguado com
agua desionizada, e, entdo, levado para revelagdo das proteinas. Para isso, aplicou-se
uma solugao reveladora compreendida por (NH4)2SO4 — 8,0% (m/v), H3PO4 — 1,6% (v/v),
CBB G-250 - 0,08% (m/v) e metanol — 25% (v/v) durante um periodo de 48h.

Apoés o processo de revelagdo o gel foi enxaguado com agua desionizada sob

agitacdo por 15 min (3 vezes) e escaneado para posterior tratamento das imagens.

3.7 Tratamento de imagens

Os parametros escolhidos para a obtengdo das imagens dos géis foram:
resolucdo — 300 dpi, zoom 100% e depth?’ — 12 ou 16 bits por pixel, os quais foram
selecionados a partir das recomendagdes do fabricante [32]. As imagens capturadas
foram gravadas no formato *.tif, e, em seguida, importadas para tratamento das mesmas
no programa ImageMaster 2D Platinum 6.0.

Todo o tratamendo das imagens foi sempre feito para pares de géis de soja
transgénica e nao-transgénica obtidos de um mesmo processo de separagao
eletroforética (04 pares de ambos os gradientes de gel com massa otimizada).

Iniciou-se pelo ajuste de contraste da imagem do gel de forma a melhorar a
vizualisagdo pelo analista. Depois, selecionou-se de uma pequena regido do gel (ca.
10%), a qual continha spots de expressao intermediaria. Os parametros para a detecgao,

smooth® — 3, saliency’ — 60 e min area® — 48, foram selecionados a partir das

2 Regula o nivel de cinza do pixel

* Fixa 0 nimero de vezes que o programa homogeneiza a regido selecionada antes de seguir a detecgao
* Medida gue baseia-se na curvatura do spot, filtra spots reais

> Elimina regides menores que a indicada
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recomendagdes do fabricante [32]. Em seguida, estendeu-se estes parametros para todo
o gel por meio de uma ferramenta do programa para a detecgdo automatica.

Apods a deteccdo automatica dos spots, fez-se a edicdo manual a fim de eliminar
spots falso positivos, inserir spots falso negativos e efetuar correcdes quanto a
delimitacdo das regides dos spots — devendo estas serem aproximadamente circulares
ou elipticas [22]. Esta edigdo manual foi realizada por meio da utilizacdo da ferramenta
para vizualizagdo em 3D de pequenas regides do gel (ca. 10%) disponivel no programa
e, também, pela comparacgao das intensidades da area do spot com uma mesma area do
fundo, adotando a seguinte condig&o para existéncia do spot: lspot > lfundo + 3-Stundo [21,
33], onde “I” é a intensidade.

A equivaléncia entre os spots dos pares de géis (matching) foi realizada pela
definicdo manual de 03 landmarks®. Neste processo de matching o gel com maior
numero de spots € selecionado como sendo o gel padrao (master gel) para se realizar a
comparagado entre os géis. Nesta etapa n&o fez-se a edicdo manual dos spots
equivalentes, pois os géis apresentaram um boa correlacdo (matching > 70%").

Por fim, os spots dos pares de géis foram comparados quanto a sua distribuicéo
nos geéis, volume e intensidade relativos (normalizados) para todas as réplicas. Os
valores obtidos foram transferidos para uma planilha do programa Excel (Microsoft) para

analise estatistica.

3.8 Digestao das proteinas e caracterizacdo por MALDI-QTOF MS

O procedimento de digestdo das proteinas foi feito empregando-se um kit de
digestéo, de acordo com as recomendagdes do fabricante [34]. Inicialmente, os spots (~2
mm didmetro) foram recortados do gel e colocados dentro de uma placa (ZipPlate).
Adicionou-se 100 pL de (NH4)2CO3; — 25 mmol/L em acetonitrila — 5% (v/v) em cada
pocinho da placa e encubou-se por 30 min dentro de um recipiente fechado a

temperatura ambiente. Apds o tempo de encubacédo, aplicou-se um vacuo de -50 a -75

® Spots claramente definidos e identificados nos pares de géis
” Verificado experimentalmente.

18



Dissertacdo de Mestrado Adilson R. Branddo

kPa utilizando o sistema manifold até a remogcdo completa de toda a solugdo. Em
seguida adicionou-se 100 yL de (NH4)2CO3 — 25 mmol/L em acetonitrila — 50% (v/v), e
seguiu-se de forma analoga a descrita. Esta ultima etapa (adigdo de solugéo e vacuo) foi
repetida mais uma vez. Finalizado este procedimento adicionou-se 200 uL de acetonitrila
— 100% (v/v), encubou-se por 10 min e aplicou-se vacuo. Em seguida, adicionou-se 15
ML de solugao triptica previamente preparada — 20 pg de tripisina em 0,2 mL de HCI — 1
mmol/L e 1,6 mL de (NH4),CO3; — 25 mmol/L, portanto, 166 ng tripsina por aliquota de 15
ML — e encubou-se por 12 horas a 30 °C. Adicionou-se 8 pL de acetonitria — 100% (v/v)
diretamente sobre a micro coluna e encubou-se por mais 15 min a 37 °C. Em seguida,
adicionou-se 130 yL de TFA - 0,2% (v/v) e encubou-se por 30 min a temperatura
ambiente. Aplicou-se um vacuo de -20 a -30 kPa utilizando o sistema manifold até a
remocéo completa de toda a solugdo. Adicionou-se mais 100 puL de TFA — 0,2% (v/v) e,
em seguida, aplicou-se vacuo de -50 a -75 kPa. Esta etapa foi repetida mais uma vez, e
manteve-se o vacuo por mais 5 min apds todos os pocinhos estarem vazios. Finalmente,
adicionou-se 20 pL de solugédo para eluigéo (TFA — 0,1% (v/v) e acetonitrila — 50% (v/v))
diretamente sobre os spots. Antes de aplicar o vacuo de -20 a -30 kPa, foi colocado sob
a placa ZipPlate uma placa coletora, contendo o mesmo numero de pocinhos que a
ZipPlate, para armazenar a mistura de peptideos resultante da digest&o.

A partir de entdo, 2 yL de amostra foram misturados com 2 uL de matriz
(agua/acetonitrila — 1:1 (v/v), TFA — 0,1% (v/v), CHCA - 1,0% (m/v)); a mistura foi
colocada sobre a placa de MALDI e esta deixada para secar por 30 min. Apos seca, a
placa de MALDI foi colocada no equipamento para a efetuacdo das medidas. As
medidas foram realizadas no modo ion positivo, com fonte de ions nitrogénio, no modo
“V” empregando os seguintes parametros: frequéncia do laser — 200 Hz, faixa de massa
800-3000 Da, com o minimo de 40 contagens para a efetuacao dos espectos MS/MS, e
estes com o minimo de 10 contagens para registro. Os espectros obtidos no formato
*.pkl foram processados por meio do programa MASCOT Distiller. A identificagdo das
proteinas foi realizada por meio da busca no banco de dados MSDB e/ou Glycine makx,
utilizando os seguintes parametros: um sitio de clivagem, digestdo ftriptica,
carbamidometilacdo em cisteina como modificacéo fixa e oxidagdo em metionina como

modificacado variavel, considerando erro maximo de 0,1 Da.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Extrag&o e quantificagdo de proteinas totais

O corante azul brilhante de coomassie (CBB G-250), utilizado no método de
Bradford [31], interage com as cadeias laterais basicas e aromaticas da proteina
formando um complexo. Esta interacdo provoca um deslocamento do equilibrio do
corante para sua forma aniénica que absorve fortemente em 595 nm [35].

A curva de calibragao construida em dias aleatérios e a comparagao entre o teor
de proteinas totais entre as amostras sdo apresentados na figura 1 e tabela 1,
respectivamente. Os valores encontrados para a concentracdo de proteinas totais nas

amostras de sementes de soja estdo de acordo com resultados da literatura [30].

0,35
0,28 - ~ , .
- Tab. 1: Concentragdo de proteinas totais
S oo et nas amostras de sementes de soja
g , s (;is,n=4).
«S ] r’
0,14 e .
g B %’ [proteinas] (mg/mL)
prs ] -
< 007 _Amostra  NT T
el 1842 1843
0’00'/ " (NT) — ndo-transgénica; (T) — transgénica
(I) ' 2|0 ' 4|0 ' 6|0 ' 8|0 ' 100

[albumina] (ng/mL)

Fig. 1: Curva de calibragdo média* (n = 4) construida para a quantificagdo de proteinas no extrato.
R?=0,998, LD = 1,32 pg/mL e LQ = 4,40 pyg/mL. (*) Obtida a partir de dias aleatdrios.

Como pode ser verificado pela tabela 1, ndo ha variagédo significativa em termos
da concentragao de proteinas totais entre as amostras de soja para extragdes em dias
aleatdrios. Verifica-se, também, que ha flutuagées na medida da absorvancia para as

regides de maiores concentragdes da curva, as quais podem estar relacionadas a
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alteragdes de pH durante a adigdo da amostra ao reagente, conforme reportado por Zaia
et al [35].

4.2 Deteccéo e selegdo dos spots

Previamente ao processo de deteccédo e selegao dos spots nos geéis efetuou-se
etapas de limpeza dos géis com agua desionizada conforme descrito no item 3.6. Este
procedimento elimina o excesso de corante do gel e, desta forma, contribui para a
diminuicao do fundo devido ao corante durante a obtencédo das imagens.

Os parametros selecionados para a obtencao das imagens (item 3.7) influenciam
diretamente na qualidade das mesmas. Resolugdes inferiores a utilizada (150, 200 dpi)
levam a perda de informagdes nestes estudos (definicdo da imagem) e nao sé&o
recomendadas. Ampliagdo (zoom) menor que o utilizado (50%, 75%, etc) leva a
inabilidade de se resolver a imagem. O parametro depth, que regula o nivel cinza do
pixel, deve ser de pelo menos 12 bits, pois desta forma obtém-se mais detalhes na
imagem do gel. Os parametros resolugdo e zoom, quando superiores aos utilizados
apenas aumentam o tamanho do arquivo e n&o trazem informagdes adicionais [32].

Os parametros empregados para a deteccao dos spots servem para auxiliar no
processo de deteccdo, no entanto, o que mais influencia a qualidade dos dados é a
adequada edicdo manual. Smooff, que fixa o numero de vezes que o programa
(ImageMaster) ira homogeneizar a regidao selecionada antes de seguir a detecgao, deve
ser otimizado de forma a detectar spots reais. Saliency, que € uma medida baseada na
curvatura do spot e que serve como um filtro para o algoritimo do programa selecionar
0s spots reais, deve ser ajustada para que 0s spots reais apresentem saliéncia maior
que a do fundo. Min area, que € utilizado para eliminar regides menores que a indicada,
possibilita, também, que particulas do gel com pixels muito escuros sejam eliminados.

Embora o ajuste adequado destes parametros possa resultar em um processo de
deteccédo eficiente € indispensavel a edigdo manual dos spots do gel para se fazer a
selecao dos mesmos [32, 33]. Por meio desta, visa-se eliminar spots falso positivos,
inserir spots falso negativos e efetuar correcées quanto a delimitagdo das regides dos

spots, as quais devem ser aproximadamente circulares ou elipticas [22]. Este processo
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pode ser melhor compreendido ao olhar para a figura 2, gerada a partir da ferramenta

para vizualizagdo em 3D de pequenas regides do gel (ca. 10%).

Fig. 2: Detecgdo dos spots nos pares de géis. A — gel de soja NT com 500 ug; B — gel de soja T
com 500 pg; C e D sdo a ampliagédo, em 3D, das regides selecionadas do gel “A” e “B”,
respectivamente, para a verificacdo dos spots previamente detectados e selecionados.

4.3 Analise de imagens dos géis de poliacrilamida

4.3.1 Otimizagao da massa de proteinas a ser aplicada nos géis

Trés diferentes massas de proteinas totais (150, 300 e 500 ug) foram testadas no

processo de separagao por 2D PAGE para géis com gradiente de pH de 3-10.
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Para os géis em que foram aplicadas 150 ug de proteinas totais foi observado um
numero reduzido de spots (ca. 125 spots). Para os géis em que foram aplicadas 300 ug
foi observado um aumento significativo no numero de spots detectados (ca. 179 spots —
40% ). Para os géis em que foram aplicadas 500 ug néo foi observado um aumento
significado do numero de spots (ca. 185 spots — 3,5%); no entanto, péde ser notada uma
alta densidade de fundo e uma maior dificuldade para se definir as regides dos spots.
Segundo Cutler et al [22] esta alta densidade de fundo e a incerteza na delimitacdo dos
spots poderia levar a resultados equivocados e, com certeza, dificultaria, ainda mais, o
estudo de analise das imagens. Logo, a escolha dos géis com 300 ug de proteinas totais
aplicada foi adotada para o estudo de analise de imagens.

Para os géis com gradiente de pH de 4-7 um estudo semelhante foi feito [36],
sendo que a quantidade de proteinas totais mais adequada foi de 500 pg para este
gradiente de gel. Nesta condigao, aproximadamente 370 spots foram detectados. As
imagens dos géis para as condigdes otimizadas s&do mostradas na figura 3.

Apoés a definicdo da quantidade de proteinas totais a ser aplicada no gel com
gradiente de pH de 3-10 como sendo de 300 g, e de 500 ug para os géis com gradiente
de pH de 4-7, foram produzidas 04 réplicas de géis para ambas as amostras de semente
de soja, sendo que em todos os processos de separagao as corridas eram realizadas
para pares de géis, ou seja, em uma mesma corrida eletroforética, sempre era realizada
a separagao das proteinas para uma amostra de soja transgénica e outra de soja nao-
transgénica. Este cuidado experimental poderia garantir uma maior equivaléncia das
condigdes experimentais durante o processo de separagéo, pois caso houvesse alguma
variacdo de corrente, tensdo, temperatura, etc, durante a corrida eletroforética, estas
ocorreriam igualmente para ambas as amostras. Cabe destacar que o numero de
réplicas de géis adotado neste trabalho de dissertacdo para avaliagdo protebmica esta
de acordo com o indicado por trabalhos da literatura. Choe et al [23] sugerem que sejam
corridas 03 ou 04 réplicas e Meunier et al sugerem que sejam corridas no minino 03,

mas indicam 05 réplicas como aconselhavel [37].
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- 3-10 : » 4-7 @

Fig. 3: Géis de poliacrilaminda nas condigbes otimizadas para a massa de proteinas aplicada. A — gel
de 3-10 com 300 ug (soja T), B — gel de 4-7 com 500 pg (soja T).

4.3.2 Avaliagao da distribuigdo dos spots nos géis

Ambos os géis com gradiente de pH 3-10 e 4-7 foram avaliados quanto a
distribuicdo dos spots. Estas avaliagbes foram realizadas por meio de histogramas, que
relacionam a frequéncia com que os spots aparecem nos géis em fungao de seu ponto

isoelétrico (pl) e massa molecular (MM) experimental, conforme mostram as figuras 4 e 5

respectivamente.
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Fig. 4: Histograma de distribuicdo das proteinas nos géis. A e B s&o a distribuicdo dos spots em
relacdo ao pls em geéis de 3-10 e 4-7 (fig. 3), respectivamente. A linha vermelha representa o valor
médio de cada distribui¢ao. 24
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No histograma “A” verifica-se que a distribuicdo das proteinas em funcdo de seus
respectivos pls ndo € homogénea no gel, pois ha uma incidéncia bastante alta destas em
uma pequena regidao (pl 3,8-7,5). Este perfil sugere que com o gel de 3-10 ndo se
consegue efetuar uma separagao eficiente das proteinas para a regiao de 3,8-7,5,
aproximadamente; logo, pode ocorrer situagcbes em que spots estejam sobrepostos,
implicando, portanto, em perda de informacoes.

Ao se analisar o histograma “B” nota-se que a distribuicdo das proteinas é bem
mais homogénea que a anterior (histograma A). Neste caso, situagdes em que spots
estejam sobrepostos sdo bem menos provaveis e, com certeza, havera uma maior
facilidade para a delimitagao das regides dos spots nestes géis, bem como um aumento
na possibilidade de encontrar spots que em géis de 3-10 ndo estavam visiveis [20].

Na figura 5 é apresentada a avaliagao da distribuicdo dos spots em relagao a MM.
Para os géis com gradiente de pH de 3-10, histograma “C”, verifica-se que a maioria das
proteinas que compdem o mapa protedbmico encontram-se distribuidas na faixa de 10-70
kDa, aproximadamente. Analisando-se, agora, a distribuicdo dos spots para os géis com
gradiente de pH de 4-7, histograma “D”, pode-se dizer que é razoavelmente similar a
anterior (histograma “C”), sendo que as proteinas encontram-se distribuidas na faixa de

10-75 kDa, aproximadamente.
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Fig. 5: Histograma de distribuicdo das proteinas nos géis. C e D s&o a distribuicdo em relagéo a
massa molecular em géis de 3-10 e 4-7 (fig. 3), respectivamente. A linha vermelha representa o valor
médio de cada distribuicao.
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Conforme percebe-se, a avaliagdo da distribuicdo dos spots nos géis fornece
resultados apenas qualitativos. No entanto, estes sdo de grande utilidade, pois
possibilitam ao analista decidir sobre a necessidade de se estudar o conjunto de
proteinas em diferentes faixas de pH e MM, uma vez que as variagbes quanto a
homogeneidade de distribuicdo podem ser verificadas em diferentes faixas. Outro ponto
importante diz respeito a melhora na resolugéo de separagdo dos spots para regides de
alta frequéncia (histogramas “A” e “B”), a qual pode ampliar significativamente o universo
de proteinas em estudos comparativos de analise de imagens.

Apos estas avaliagdes, fez-se a contagem dos spots em ambos os géis (3-10 e 4-
7) para todos os pares de réplicas. Estes resultados sdo apresentados na tabela 2.
Como pode ser verificado, houve um aumento significativo no numero de spots
detectados para os géis com gradiente de pH de 4-7, em relagdo aos géis com gradiente
de pH de 3-10, o que corrobora com a hipotese de que poderia haver spots sobrepostos
na regido de pl de alta frequéncia (fig. 4). Também pode-se afirmar que nao ocorre
variagao significativa em termos do numero total de spots para ambos os géis (3-10 e 4-

7) entre as amostras de sementes de soja transgénica e nao-transgénica.

Tab. 2: Numero de spots detectados nas

amostras de sementes de soja (x £ 5, n =4).

Gradiente

de gel NT T
3-10 216 £ 50 217 £ 41
4-7 375142 369 * 46

(NT) ndo-transgénica; (T) transgénica

4.3.3 Avaliagao e comparagao das imagens dos géis

Para se realizar a comparagao das imagens entre pares de géis é preciso efetuar
0 processo de matching, ou seja, identificar quais spots sao equivalentes entre estes
pares [8,9]. Conforme descrito no item 3.7, foi indicado manualmente apenas 03 spots
(landmarks) em cada um dos pares de géis no processamento do matching. Conseguir-

se obter um bom matching a partir da indicagao de poucos landmarks ja € um indicativo
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de que os pares de géis nao sofreram distorgbes e/ou desalinhamentos muito
significativos [32]. A partir de entdo, o programa efetuou a comparagéo entre o par de
géis para o restante dos spots, a fim de identificar aqueles que seriam equivalentes. Este
processo pode ser ilustrado pela figura 6. Nesta figura, as regides demarcadas em
vermelho correspondem a forma e localizagdo dos spots no gel de semente de soja com
maior numero de spots (master gel), e as regides demarcadas em azul indicam a forma e
a localizagdo dos spots no gel que foi submetido ao processo de matching, este

apresenta menor numero de spots e aparece sobreposto ao gel master.

Fig. 6: Comparagcédo dos géis (matching). Em A e B séo apresentadas as sobreposi¢cdes das
imagens de géis de 3-10, nas quais identifica-se, respectivamente, a forma e a posigao dos spots no
par. Em C e D sao apresentadas as sobreposigdes das imagens de géis de 4-7, nas quais identifica-
se a forma e a posi¢cao dos spots no par, respectivamente.
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Como resultado deste processo, e também por identificagdo manual, foi possivel
efetuar a correlagdo de 164 + 37 spots (79 £ 4%) para os pares de géis com gradiente de
pH de 3-10 e 287 * 28 spots (77 £ 2%) para os pares de géis com gradiente de pH de 4-
7. Valores de matching desta magnitude (> 70%) indicam que os pares de géis sao
bastante semelhantes entre si e, portanto, pode-se afirmar que as amostras de soja
transgénica e nao-transgénica apresentam um perfil protéico bastante similar.

Antes de prosseguir no estudo comparativo entre as amostras de soja transgénica
e nao-transgénica, cabe aqui destacar a importancia de se efetuar as separacdes
eletroforéticas, concomitantementes, para os pares de géis. Foi feito o processo de
matching para amostras de um mesmo tipo (somente transgénicas e somente nao-
transgénicas) que foram submetidas ao processo de separacéo eletroforética em dias
diferentes, portanto, ndo concomitantementes. Obteve-se para os géis de soja
transgénica um percentual de correlacéo de 58 + 13% para géis de 4-7 e 39 £ 6% para
géis de 3-10; e, para os géis de soja nao-transgénica também obteve-se valores
similares, sendo 62 + 18% para géis de 4-7 e 40 + 10% para géis de 3-10. Estas baixas
similaridades e alta variagbes para amostras de um mesmo tipo corroboram com a
hipotese de que efetuar comparagdes entre géis submetidos ao processo de separagao
eletroforética em dias diferentes, e portanto, condi¢gdes diferentes, podem trazer
resultados equivocados; uma vez as diferengas encontradas para os géis de mesmo tipo
podem ser justificadas por variagbes quanto ao grau de polimerizagdo do gel de
policrilamida (principal fator), variagcdes de temperatura, corrente, etc e ndo devido as
amostras ja que estas foram as mesmas durante todo o experimento [8, 21]. Contudo, é
necessario destacar que resultados de matching de mesma magnitude podem ser
verificados para amostras, de um unico tipo, que foram submetidas a uma mesma
corrida eletroforética conforme verificado por Sussulini et al [36].

Continuando o estudo comparativo entre as amostras de soja fez-se para cada
par de réplicas de ambos os gradientes de géis a correlagédo entre os spots dos pares de
géis para volume e intensidade normalizados, ou seja, volume relativo (%V) e
intensidade relativa (%), figura 7. Cabe destacar que a comparagéo entre grandezas
normalizadas € mais representativa e confiavel para estudos de avaliacdo de diferenca

de expressao entre proteinas, pois é feita uma corregao pelo algoritmo do programa para
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a intensidade de fundo do gel, bem como para pequenas variagdes quanto a quantidade

de proteinas totais aplicada no gel [32,9].

Volume normalizado Intensidade normalizada

30+

Gelde 3-10 com menor nimero de spots (soja T)

Gel de 3-10 com maior namero de spofts (soja NT)

Volume normalizado Intensidade normalizada

Gel de 4-7 com menor numero de spots (soja NT)

Gel de 4-7 com maior numero de spots (sojaT)

Fig. 7: Correlagado entre os spots dos pares de géis (scatter plot). Em A e B sdo apresentadas as
correlagdes para os géis com gradiente de pH de 3-10, nas quais o volume relativo e a intensidade
relativa, respectivamente, sdo comparadas para cada spot no par. Em C e D sdo apresentadas as
correlagdes para os géis com gradiente de pH de 4-7, nas quais o volume relativo e a in’[ensidade2
relativa sdo comparadas para cada spot no par respectivamente.
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Nesta figura, cada ponto do grafico representa a relagdo entre o volume
normalizado ou intensidade normalizada dos spots correlacionados durante o processo
de matching. Percebe-se que ha uma boa correlagéao (R2 > 0,9) entre os spots dos pares
de géis para as duas grandezas avaliadas (%V e %l) em ambos os gradientes de gel
estudados. Nesta figura, quanto mais préximo o ponto estiver da curva, menor sera a
diferenca de volume normalizado ou intensidade normalizada entre spots equivalentes;
portanto, somente alguns spots poderdo apresentar diferenga de expressao entre os
pares de géis, pois ndo sdo observados muitos pontos distantes das curvas (razédo > 1,8
vezes), tanto de volume normalizado quanto de intensidade normalizada. A partir de
entdo, os valores de %V e %l para cada spot que pudesse ser feita a correlagao foram
coletados para os pares de géis (ca. de 107 spots para cada um dos géis com gradiente
de pH de 3-10 e 295 spots para cada um dos géis com gradiente de pH de 4-7). Estes
valores foram transferidos para uma planilha do programa Excel (Microsoft), e, entao,
construidas formulas matematicas para o calculo da razdo dos valores de %V e %l entre
as amostras de semente de soja, média das razdes, desvio padrao e selegao dos spots
que apresentariam variagao significativa de expressao.

Ainda nao esta estabelecido na literatura um valor de referéncia para uma
variagdo significativa de expressdo entre spots, portanto, decidiu-se adotar um valor
intermediario entre aqueles reportados [21, 24, 25], item 2.3. Assim, considerou-se uma
variagao significativamente diferente, aquela que fosse igual ou superior a 90% (1,8
vezes). Em nosso estudo esta condicdo sera alcancada para situagdes nas quais a
razao entre as grandezas %V e %l entre os pares de spots seja inferior a 0,55 ou
superior a 1,8. Os spots com diferenga de expressao sdo mostrados na figura 8, e seus

respectivos valores séo indicados na tabela 3.
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Fig. 8: Spots com variagdo de expressao de %V e/ou %l a um nivel de 90%. Em 1, destacam-se 03

spots no gel de 3-10 e em 2 destacam-se 07 spots no gel de 4-7. 31
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Tab. 3: Spots com variacéo de 90% (1,8 vezes) em volume relativo e/ou

intensidade relativa (; tTs,n=4).

Spot Razao NT/T
Gradiente
de gel pl (I'gz ) %V %I

a 74200 101%9 0,33+0,15 0,53+0,30
310 | b 75+01 413 044+020 x
""" c 70%01 231 054025 x

d 52+0/1 30+ 1 X 0,52 + 0,03
e 5001 464 034+002 048009
""" f 47+01 46+3 035:009  x
47 g 49%01 68t4 031+007 029+005
" h 50%01 69+6 x 049019
""" i 62+01 633 051:002  x
""" j 5701 50t4 045033  x

x — O valor ndo atende a condigao fixada de variagao (90%).

Como pode ser verificado, 03 spots apresentaram variacdo de expressao a um
nivel de 90% entre os pares de géis com gradiente de pH de 3-10 e 07 spots
apresentaram variagdes quanto a expressao, no mesmo nivel, para géis com gradiente
de pH de 4-7. A partir de entdo, procedeu-se a caracterizagao das proteinas do conjunto
de spots conforme descrito no item 3.8 e o resultado é apresento na tabela 4. Consegui-
se caracterizar com sucesso 08 spots deste grupo de 10 que apresentou variagdo de
expressdo. Alguns spots apresentaram mais de uma isoforma resultante do processo de
busca em banco de dados (a, f, h e j), todavia, € necessario representar apenas a classe
destas, sendo que o score e a MM tedrica indicados corresponde aquela isoforma que
apresentou maior score e/ou maior cobertura, nesta ordem. O spot “” além de
apresentar isoformas, encontrou-se também mais de uma possibilidade possivel para a
sequéncia de peptideos sequenciada e, por isso, é indicado na tabela as duas

possibilidades.

32



Dissertacdo de Mestrado

Adilson R. Branddo

Tab. 4: Identificagéo das proteinas para os spots que apresentaram variagéo de expressao em %V e/ou %Il no nivel de 90% (1,8 vezes).

Banco Massa (kDa | anci
Spot de Proteina score ( ) P i(sieeg;?izac:iaa
dados
tedrica experim. tedrico experim.
LSAQ
a MSDB  Glycinin 113 55 101+9 55 7,4+0,0 YGLR
SQSDNFE YVSFK
. LSAE FGSLR
b MobB Ghemn 26 %% M=s %9 7ee01 S VPDGELQEGR
Alleraen Gl Q GDVFVVPR DG PLEFFGFSTS AR-
c MsDB ‘- Bc?28k y 146 53 23+ 1 57  7,0+0,1 NKPQFLA
__________________________________________________________________________________________________________________________ CAASLLR
TISSE DKPFNLR F FEITPEK
EQQQ
d MSDB  8-Conglycinin 131 73 30 +1 53 52+0,1 EEQQEEQPLE VR
ESYFVDAQ
PK
e MSDB  Actin 65 37 46 + 4 5,6 50+0,1 LSY
USRS . |ALDYEQELE TAR SYELPDGQVI TIGDER
EEQEWPR GSEEE DEDEDEEQDE
f MSDB  8-Conglycinin 175 71 46+ 3 51 4,7+0,1 R KQEED EDEEQQR
e SPQGNLR
...9.__MSDB_ ndoidentficada  ________ ___ 68+4 s
QFPFPRPPH QK NPFLFGS
SPQLQNL R
h MSDB  6-Conglycinin 260 71 69+6 51 5,0+£0,1 TIS
SEDKPFNLR
EQ QQEQQQEEQP LEVR
_____ i____MSDB_ ndoidentificada ___  83+3 6201
Sucrose binding 55 56 6.3 FEEFFGPG GR
_protein . ] ESLFFPFELSPSEER .
j MSDB  Embrionic 50 +4 5,7+0,1
abundant 52 51 6,3 VEESRPGAIA ETLKAADQIA GQTFNDVGR
protein
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As proteinas Glycinin e [3-conglycinin sao as principais proteinas relacionadas ao
processo de armazenamento da soja. As proteinas Allergen Gly m Bd 28k e Sucrose
binding protein possuem como principal fungdo a reserva de nutrientes, a sucrose ainda
esta envolvida no transporte de agucar. A proteina Actin esta envolvida em varios tipos
de motilidade celular, € essencial no citoesqueleto da célula, tem importante papel no
processo de divisdo celular entre outros. Até este momento ndo foram encontradas
informacdes sobre a fungcdo da proteina Embrionic abundant protein. As informacdes
sobre a fungéo ou em que processo bioldgico as proteinas identificadas estdo envolvidas
foram obtidas do endereco de banco de dados de proteinas mais tradicional e confiavel

disponivel (SwissProt) [38].

5 Conclusoes parciais

Os principais aspectos protedmicos tratam da otimizacdo da quantidade em
massa de proteinas totais a serem aplicadas nos géis com gradiente de pH de 3-10 e 4-7
— 300 pg e 500 pg, repectivamente — da equivaléncia em termos da quantidade de
proteinas totais e do numero de spots detectados entre as amostras.

Por meio dos estudos de analise de imagens conclui-se que ambos os pares de
géis com gradiente de pH de 3-10 e 4-7 apresentaram uma o6tima similaridade (> 70%).
Pdde-se verificar, também, uma alta equivaléncia entre os spots detectados nos géis (79
1+ 4% e 77 £ 2% para os géis com gradiente de pH de 3-10 e 4-7, respectivamente). Por
meio dos histogramas pode-se verificar que os géis com gradiente de pH de 4-7
apresentaram maior homogeneidade quanto a distribuicdo das proteinas nos géis, o que
permite maior facilidade para a delimitagdo da regido correspondente ao spot. E por fim,
foram encontrados 03 spots para os géis com gradiente de pH de 3-10 e 07 spots para
os géis com gradiente de pH de 4-7 com variagdes significativas de %V e/ou %l para a
condigdo adotada, ou seja, variagdes da superiores a 90% (1,8 vezes) entre os pares de
spots dos géis para as amostras de soja ndo-transgénica e transgénica.

Conseguiu-se ainda efetuar a identificagdo e caracterizagdo de 08 proteinas que

apresentaram variacado de expressao nas condi¢des realizadas.
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Aspectos enzimaticos e

metaloprotedomicos
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6 Objetivo

Os objetivos deste capitulo buscam destacar possiveis variacbes entre as
amostras de semente de soja trangénica e n&o-transgénica quanto a atividade
enzimatica, bem como uma avaliagdo das espécies metalicas no conjunto de proteinas
que apresentaram diferencas de expressao. Com o estudo de atividade enzimatica
busca-se verificar se ocorre alguma situagdo de estresse oxidativo entre ambas as
sementes. Com o estudo de avaliacdo das espécies metalicas, procura-se por diferencas
quanto ao tipo e a quantidade destas entre ambas as sementes e, caso ocorra, buscar

pelo entendimento/fungao das espécies metalicas para as proteinas alvo.

7 Revisao bibliografica

/.1 Estresse oxidativo em vegetais

Limitagdes nutricionais, temperaturas extremas, exposicédo a altas concentracoes
de metais, dentre outros fatores, podem levar um vegetal a uma condi¢cdo de estresse.
Um ponto em comum para estas condi¢gdes adversas € a producéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), as quais podem inativar proteinas ou danificar importantes
componentes celulares [10]. Para controlar a producdo destas espécies reativas de
oxigénio as plantas desenvolveram alguns mecanismos capazes de reduzir sua
concentragédo. Por exemplo, alguns peptideos como as fitoquelatinas e metalotioneinas
podem sequestrar ions metalicos presentes em excesso no organismo por meio da
ligagdo com o enxofre (S) das cisteinas levando, entdo, a uma diminuicdo na produgao
de ROS [39].

As espécies de ROS mais comumente produzidas incluem: o oxigénio singleto
('0,), o peréxido de hidrogénio (H,0,), o radical superéxido (‘O e o radical hidroxila
('OH"). No entanto, tdo logo o desequilibrio na producdo de ROS seja percebido pela
planta, seu sistema antioxidante é prontamente ativado. Os principais compostos
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antioxidantes sao as enzimas antioxidantes, as vitaminas C e E, o B-caroteno e os
flavondides. Dentre as enzimas antioxidantes, destacam-se a superdxido dismutase
(SOD - EC 1.15.1.1) e a catalase (CAT — EC 1.11.1.6) como as mais eficientes na
conversao das ROS em espécies menos reativas. Além destas, outras enzimas como a
glutationa redutase (GR - EC 1.6.4.2), a peroxidase (EC 1.11.1.7), entre outras, também
participam do controle na producido das ROS de forma satisfatéria [39].

A SOD constitui-se de uma familia de metaloenzimas multiméricas (Mn/SOD —
localizada na mitocondria e peroxisomo; Fe/SOD — associada com o cloroplasto; e
CuZn/SOD - presente no citosol, cloroplasto e peroxisomo), as quais atuam de forma a
catalisar a formagado de H,O, a partir de radicais superoxidos (‘O;’), conforme indicado

na equacao 1 abaixo [39].
2°0; +2H" —2 50, + H,0, eq. (1)

A CAT também apresenta isoformas (CAT1, CAT2 e CAT3) e é encontrada em
tecidos vasculares e peroxisomos. Esta € uma das enzimas mais eficientes quanto a
capacidade de degradar o H,O, conforme indicado pela equacgao 2 e, portanto, atua em

conjunto com a SOD [39].
2H,0, <, 2H,0+ 0, eq. (2)

A GR, encontrada no cloroplasto e na mitocéndria, contém um grupo prostético
(FAD - flavina adenina dinucleotideo), que transfere elétrons e que atua de forma a
converter a glutiona oxidada (GSSG) a glutationa reduzida (GSH) [39], equacéao 3. Esta
também ¢é bastante importante no combate as ROS como, por exemplo, radicais

superoxidos ('O2’) e H0..

NADPH + H- NADP™
__

GSSG—=— 2GSH

eq. (3)
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A ascorbato peroxidase (APX) & também bastante abundante em plantas, e &
encontrada, principalmente, no cloroplasto e citosol. Esta atua de forma a reduzir os
niveis de peroxido de hidrogénio por meio da oxidagdo do acido ascorbico a

monodehidroascorbato [10], conforme apresentado pela equacgao 4.

2H,0, /%1\21{20 +0,

4c. ascorbico monohidrogeno
: -ascorbato

NADPH

monohidrogenoascorbato redutase (E.C. 1.6.5.4) eq. (4)

7.2 Espécies metalicas em sistemas biologicos

Diversos estudos tém apresentado a relevancia da analise de espécies metalicas
em amostras bioldgicas ressaltando seus beneficios e maleficios. Trabalhos da literatura
destacam que algumas espécies metalicas (Cu*, Cu?** e Fe?*, Fe*) estdo diretamente
relacionadas com reagdes de transferéncia de elétrons em processos celulares como,
por exemplo, respiracdo e fotossintese [40, 41]. Alguns oligopeptideos como as
metalotioneinas podem sequestrar ions metalicos como Zn?* e Cu®* no organismo, caso
estes se apresentem em excesso, previnindo-o, assim, de alguma provavel
contaminagao, conforme reportado por Finney e O Halloran [42].

A interagao entre espécies metalicas e proteinas ocorre em direfentes niveis, por
exemplo, ions monovalentes como K* e Na® interagem fracamente; alguns ions
divalentes como Mg?* e Ca®* interagem moderadamente; outros, como os ions de metais
de transigdo Fe**, Cu®*, Zn**, Mo?*, interagem fortemente. Esta maior interacéo pode ser
atribuida ao fato dos metais de transicdo apresentarem pequenos raios atoémicos,
promoverem interagbes eletrostaticas, entre outras, e, portanto, podem ser mais
facilmente encontrados nas metaloproteinas [43].

Wilson et al [40] destacaram que o entendimento sobre a interagdo entre os

cofatores metalicos e as protéinas e/ou peptideos podem auxiliar no tratamento de
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doengas relacionadas ao metabolismo de espécies metalicas em um organismo, como
por exemplo, a Sindrome de Menkes e doenca de Wilson, nas quais verifica-se a
existéncia de interacdes errbneas entre cofator e biomolécula.

Desta forma, a analise de espécies metalicas em sistemas biolégicos € bastante

relevante, pois pode contribuir para o entendimento de seu papel nestes organismos.

7.3 Fluorescéncia de raios X — SR-XRF

Na técnica de fluorescéncia de raios X (XRF), um feixe de radiacdo X (L ~ 107° m)
é incidido sobre a amostra sélida. Em decorréncia disso, os elétrons da camada interna
(K) sédo excitados pela absorcao do feixe irradiado, passando, portanto, para um estado
excitado num curto periodo de tempo; logo em seguida, retornam ao estado fundamental
pela emissdo de radiagdo que corresponde a(s) linha(s) caracteristica(s) de cada
elemento (emisséao de fluorescéncia), a radiagcéo esta [26].

Para a fluorescéncia de raios X com radiagdo sincrotron (SR-XRF), o feixe de
raios X possui maior intensidade e também €& altamente colimado. Estas caracteristicas
possibilitam a detecg¢ao de espécies metalicas em um periodo de tempo inferior ao usual,
e também permite que 6timos limites de detecgéo sejam alcangados (100 ng/g) [44].

Verbi et al [45] empregaram fluorescéncia de raios X com radiagao sincrotron para
a avaliagdo de espécies metdlicas (Ca**, Cu®**, K e Zn**) em calo de citrus (Citrus
sinensis L. Osbeck), apds o processo de separagdo das proteinas por SDS PAGE. A
avaliacdo quantitativa foi realizada empregando SR-TXRF, FAAS e FAES. Os autores
afirmam ser possivel obter informacdes acerca da distribuicdo das espécies metalicas na
banda de proteinas, bem como quantifica-las.

Além de amostras vegetais, outras amostras biologicas também podem ser
exploradas por SR-XRF. Kuhbacher et al. [46] avaliaram de espécies metalicas e
metaldides em proteinas de rato previamente separadas por SDS PAGE, além disso
avaliagam também alguns metais em se¢des do cérebro. Da separagao por SDS PAGE
os autores identificaram selénio por SR XRF de forma bastante clara em uma seleno-

enzima com MM de 20 kDa (phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidade —
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PHGPx). Da distribuicdo espacial os autores conseguiram detectar K, Fe, Cu e Zn na
regido do cérebro estudada. Os autores estavam mais dedicados ao monitoramento de
Cu em uma regiao especifica do cérebro entre ratos saudaveis e ratos submetidos a
uma situacao de estresse, pois este esta presente em uma proteina que € indicadora
desta situagcéo (copper-binding prion protein — PrP). Desta forma, os autores indicam a
técnica como sendo promissora para a pesquisa de metaloproteinas bem como no

estudo de elementos tragos relacionados a doengas.

7.4 Espectrometria de massas — ICP MS

Embora a espectrometria de massas atdbmica seja similar a espectrometria de
massas molecular, uma vez que o principio de seu funcionamento também se
fundamenta em 04 unidades principais (item 2.4); a diferenga primordial reside na
primeira delas — a fonte de ionizagdo — no caso do ICP, esta fonte (o plasma) possui
energia suficiente para romper as ligacbes de uma molécula e ionizar os atomos
resultantes, ou seja, o processo de ionizagdo nao é brando como no caso do MALDI, no
qual se procura preservar a integridade da molécula. As etapas de separagao dos
elementos ionizados, aquisicdo do sinal e armazenamento sao similares ao descrito
anteriormente (item 2.4) [26].

O que torna esta técnica tao atrativa e conveniente para se estudar a composigao
elementar de amostras nas mais diferentes matrizes é, principalmente, devido ao fato de
possibilitar analises multielementares. Outros aspectos como ampla faixa linear dindmica
(até 05 ordens de grandeza), baixos limites de deteccdo (ng/g) e rapidez nas analises
também sdo méritos que merecem destaque para esta técnica [26]. Além disso, a
técnica de ICP MS tem sido, cada vez mais, solicitada em estudos bioanaliticos, pois,
apresenta enorme facilidade de acomplamento com técnicas “complementares” de
separacao (HPLC, CE) e amostragem (LA) [47].

Becker et al [48] avaliaram elementos essenciais e potencialmente téxicos (Zn,
Cu, Fe, Ni, Cr, Cd e Pb) em rins e figado de rato utilizando LA-ICP MS apds separagéo

em condi¢cdes nao-desnaturante por PAGE. De todos os elementos avaliados o Zn
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apresentou valores de contagens mais consideraveis (> 1000) para avaliagdo nas
bandas de 95, 80 e 65 kDa da amostra de rim. Na amostra de figado, os elementos Zn e
Cu puderam ser detectados nas bandas de 200 e 65 kDa e Fe somente na banda de 200
kDa. Segundo os autores a quantificacao destes elementos podera ser realizada em
estudo futuro. Os autores salientam também que a combinacdo das técnicas LA-ICP MS
e MALDI-QTOF MS representa uma estratégia poderosa para o estudo de metais e
proteinas em sistemas biologicos.

Algumas dificuldades e orientagcbes para a determinagdo de espécies metalicas
em proteinas apos o processo de separagao por eletroforese em gel sdo apresentadas
no trabalho de Raab et al. [49]. Neste, os autores destacam que a estabilidade do
complexo metal-proteina durante a separacao eletroforética € dependente da natureza
dessa interagcdo (metal-proteina) e do principio da separagdo. Segundo os autores, a
separagao eletroforética em condicdo nao desnaturante € a mais apropriada para a
manutencdo da espécie metdlica na proteina (ex. Zn-Anidrase Carbdbnica, Fe-
Transferrrina) conforme avaliado por LA-ICP MS, pois o emprego de SDS ou outros
agentes desnaturantes podem desestabilizar o complexo metal-proteina. Eles também
sugerem que a avaliacdo das espécies metalicas no gel seja feita anteriormente ao
processo de revelacdo das proteinas, uma vez que esta etapa pode influenciar
negativamente o resultado encontrado, pois a perda e espécies é bem comum, ou ainda,
a contaminacdo. Embora varios cuidados devam ser tomados, a deteccdo de espécies
metalicas em metaloproteinas pode ser realizada por meio da combinagdo da

eletroforese em gel e ICP MS.
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8 Parte experimental

Outros equipamentos e acessorios utilizados na segunda parte desta dissertagao

s&o apresentados a seguir.

8.1 Equipamentos e acessorios

Autobalanga, modelo AD6 (Perkin-Elmer);
Banho maria, modelo MA127 (Marconi);

Espectrometro de fluorescéncia de raios X com radiagao sincrotron, (disponivel no LNLSS);

SURNEE NN

Espectrdmetro de massas com fonte de plasma indutivamente acoplado e nebulizador com

camara cicloénica, modelo ELAN DRC-e (Perkin-Elmer);

AN

Forno de microondas tipo cavidade, modelo DGT100 Plus (Provecto Analitica).

8.2 Reagentes e solugbes

Outros reagentes de grau analitico empregados nesta segunda parte do trabalho
s&o citados a seguir.

8 s . . ,
Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron
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2,6-Dicloroindofenol de sédio (DPIP),
C12HeNCI,OoNa — MM = 290,1 g/mol
(Sigma Aldrich);

Acido 5,5"-ditiobis-2-nitrobenzéico
(DNTB), C44HsN,OsS, — MM = 396,3
g/mol (Sigma-Aldrich);

Acido ascorbico (L+), CgHsOg — MM =
176,13 g/mol (Merck);

Acido  etilenodiaminotetracético  sal
disédico dihidratado (EDTA),
Nay[CH,N(CH,CO5),],.2H,0 — MM =
372,24 g/mol (Merck);

Acido nitrico 65% (v/v), HNO; — MM =
63,01 g/mol (Merck);

Ascobato peroxidase (APX) (Sigma-
Aldrich);

Cianeto de potassio, KCN — MM = 65,12
g/mol (Sigma-Aldrich);

Cloreto férrico, FeCl;.6H,O — MM = 270,3
g/mol (Sigma-Aldrich);

Ferricianeto de potassio, K;Fe(CN)s —
MM = 329,26 g/mol (Sigma-Aldrich);
Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazoil-2)-2,5-
difenil tetrazdlio (MTT), CigHsNsSBr —
MM = 414,3 g/mol (Sigma-Aldrich);
Catalase de figado bovino (CAT),
(Sigma-Aldrich);

Cloreto de Nitroazul de tetralzdlio (NBT),
C40H30CIbN1¢Os — MM = 817,6 g/mol
(Sigma-Aldrich);

Glutationa redutase de fermento de
confeitaria (GR), (Sigma-Aldrich);
L-glutationa oxidada (GSSG),
CyoH32NsO12S, — MM = 612,6 g/mol
(Sigma-Aldrich);

Peréxido de hidrogénio 30% (v/v), H,O, —
MM = 34,02 g/mol (Merck);
Polivinilpirrolidona (PVPP), CgHgNO —
MM = 111,14 g/mol (Merck);
Riboflavina,C17HoN,Os — MM = 376,4
g/mol (Sigma-Aldrich);
Monohidrogenofosfato de potassio -
K;HPO, — MM = 174,17 g/mol (Sigma-
Aldrich);

Nicotinamida adenina  dinucleotideo
fosfato sal tetrasédico (NADPH),
Cy1Hz6N;Na,047,P3; — MM = 833,4 g/mol
(Sigma-Aldrich);

Superéxido dismutase de figado bovino
(SOD), (Sigma-Aldrich);

Solugdes padréo de V (SRM 3165 NIST
—USA), Cd (SRM 3108 NIST — USA) e
Se (SRM 3749 NIST — USA) (Hexis

Cientifica).

8.3 Extracdo das proteinas para analise de atividade enzimatica

O procedimento de extracdo empregado foi baseado no protocolo utilizado por
Ferreira et al. [50]. Neste caso, também foi utilizado cerca de 0,50 g de ambas as
amostras, as quais foram pesadas, congeladas em nitrogénio liquido e maceradas,
separadamente, com auxilio de almofariz e pistilo até a obtencdo de um po bastante fino.
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O emprego de éter de petréleo ao pd fino e agitagdo por 15 min para remogao do
excesso de oOleo também foi feito. A extracdo das proteinas foi realizada por meio de
uma solugado extratora contendo K;HPO4 — 100 mmol/L (pH 7,5), EDTA — 1,0 mmol/L,
DTT - 3,0 mmol/L e PVPP - 0,8% (m/v) na proporcao de 10:1 (mL/g). Também fez-se a
extragdo sob agitacdo lenta por 10 min em banho de gelo. O extrato protéico foi
centrifugado a 16000 g por 30 min a 4 °C. Finalmente, o sobrenadante foi transferido

para tubos Eppendorf® e armazenados a — 80 °C.

8.4 Quantificacdo de proteinas totais no extrato

A estimativa da concentragdo de proteinas totais foi realizada de forma

semelhante ao descrito no item 3.5.

8.5 Separacédo por PAGE nativa para avaliar atividade enzimatica

A diferenca entre a eletroforese SDS PAGE e PAGE nativa é que, nesta ultima, a
separacgao das proteinas ocorre em condigdes ndo desnaturantes (sem SDS). Logo, a
proteina pode ser mantida integra.

Géis de poliacrilamida de dimensdes 7,3 cm x 6,5 cm x 0,15 cm, foram utilizados
para o estudo de atividade enzimatica. Estes eram constituidos de um gel de resolugéo e
um gel de empacotamento. O gel de resolugao (14% m/v) e o gel de empacotamento
(4% m/v) sao similares ao gel de SDS PAGE.

Para o estudo das enzimas CAT e GR as quantidades de proteinas foram
adequadamente calculadas para que fosse aplicada nos géis as massas de 20 e 40 ug.
Para a SOD, as quantidades de proteinas aplicadas foram 40 e 80 ug. A diluicdo do
extrato protéico foi realizada utilizando uma solugcdo constituida de tris — 0,50 mol/L,

glicerol — 0,3% (v/v) e azul de bromofenol — 0,04% (m/v). Um padréo de cada uma das

44



Dissertacdo de Mestrado Adilson R. Branddo

enzimas foi adicionado para se poder realizar a analise comparativa. Em seguida, fez-se
a corrida eletroforética aplicando uma corrente de 10 mA por gel durante 12 h.

Apoés a corrida eletroforética em PAGE nativa, o gel foi enxaguado com agua
desionizada e levado para revelagdo em solugao especifica para cada enzima que se

pretendia avaliar.

8.5.1 Revelagao para CAT

O gel utilizado para a avaliagdo da atividade enzimatica da CAT, apos o enxague
com agua desionizada, foi imerso em uma solugéo de H,O2 — 0,003% (v/v) por 10 min.
Em seguida, foi enxaguado novamente e imerso em solugao reveladora compreendida
por FeCl; — 1% (m/v) e KsFe(CN)s — 1% (m/v) por 15 min. Por fim, o gel foi enxaguado
com agua desionizada e armazenado em solugdo de acido acético 7% (v/v) para

posterior registro da imagem. Todo o processo de revelagao foi conduzido no escuro.

8.5.2 Revelagao para GR

De forma semelhante ao gel de CAT o gel de GR foi submetido ao enxague com
agua desionizada e o processo de revelagdo também foi conduzido no escuro. Este, por
sua vez, foi imerso em uma solugcdo que continha tris — 0,25 mol/L (pH 7.5), MTT —
0,020% (m/v), DPIP — 0,020% (m/v), GSSG — 0,20% (m/v) e NADPH — 0,042% (m/v) por
aproximadamente 30 min. Apds o aparecimento das bandas a reacgao foi interrompida
mergulhando-se o gel em uma solugao de acido acético 7% (v/v), na qual permaneceu

armazenado até o registro da imagem.

8.5.3 Revelagao para SOD

Apds 0 enxague com agua desionizada o gel de SOD foi imerso em uma solugao
contendo K;HPO,4 — 0,10 mol/L (pH 7,5), EDTA — 1 mmol/L, riboflavina — 0,05 mmol/L,
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NBT — 0,1 mmol/L e TEMED - 0,3% (v/v) por aproximadamente 40 min. Em seguida, o
gel foi enxaguado e exposto a luz branca até o aparecimento de bandas negativas sob o
fundo roxo. A reacédo de fotoxidacdo foi interrompida pela imersdo do gel em uma
solugéo de acido acético 7% (v/v). E importante destacar que, neste caso, tem-se uma
revelagdo negativa, sendo similar a revelacdo da CAT no gel, o qual apresenta fundo
esverdeado.

Ainda no caso da SOD, também foi feita a identificacdo de suas isoformas. Para
isto procedeu-se de maneira similar ao descrito no item 8.5, porém, com a massa de
proteinas totais de 0,60 mg. Apds a corrida eletroforética, o gel foi dividido em 03 partes.
A primeira parte, que também continha o padrao de SOD, foi revelado de forma analoga
a descrita acima (item 8.5.3). A segunda parte do gel foi imersa em uma solugéo
contento K;HPO,4 — 0,10 mol/L (pH 7,5) e KCN — 2,0 mmol/L por aproximadamente 20
min; a terceira parte foi imersa em uma solugdo compreendida por K;HPO4 — 0,10 mol/L
(pH 7,5) e H202 — 5,0 mol/L pelo mesmo tempo; por fim, ambas as partes foram lavadas
rapidamente empregando agua desionizada e reveladas para SOD conforme descrito
acima.

Em seguida, todos os géis foram levados para registro e analise de imagens.

8.6 Determinacéo da atividade enzimatica por espectrofotometria

Foi realizada, também, a medida da atividade enzimatica por espectrofotometria
para as enzimas CAT, GR e APX.

A atividade da CAT foi determinada espectrofotometricamente a 25 °C pelo
monitoramento da medida da absorvancia a 240 nm durante 1 min de reagao utilizando
cubetas de quartzo. A mistura reacional consistiu da adicdo de 25 uL do extrato protéico
diluido em tampéo fosfato (K;HPO4 — 0,10 mmol/L pH 7,5) a 1 mL de uma solugéo
contendo KoHPO4 — 0,10 mol/L (pH 7,5) e 2,5 yL de H;O, — 30% (v/v), preparada
recentemente.

A atividade da GR foi conduzida de maneira similar a CAT, porém, com o

monitoramento da absorvancia em 412 nm e a uma temperatura de 30 °C. A mistura
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reacional consistiu na adi¢ao de 50 uL do extrato protéico diluido adequadamente a 3 mL
de uma solugéo contendo KHPO4 — 0,10 mmol/L (pH 7,5), DTNB — 1 mmol/L, GSSG — 1
mmol/L e NADPH — 0,1 mmol/L.

A atividade da APX foi determinada espectrofotometricamente a 25 °C pelo
monitoramento da medida da absorvancia a 290 nm durante 1 min de reagao utilizando
cubetas de quartzo. A mistura reacional consistiu da adicdo de 50 uL do extrato protéico
diluido em tampéo fosfato (K;HPO4 — 0,50 mmol/L pH 7,5) a 1 mL de uma solugéo
compreendida por K;HPO,4 — 0,10 mol/L (pH 7,5), acido ascérbico 0,5 mmol/L, EDTA —
0,1 mmol/L e H>0, — 0,1 mmol/L.

Todos os valores de atividade enzimatica para a determinagao

espectrofotométrica foram expressos em pmol/min/mg proteina.

8.7 Mapeamento e quantificacdo das espécies metalicas nos spots
8.7.1 Mapeamento das espécies metalicas por SR-XRF

As medidas de fluorescéncia de raios X foram realizadas no LNLS, Campinas —
SP, e os seguintes elementos foram selecionados para monitoramento: Si, P, S, CI, Ar,
K, Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Se e Ce. As medidas foram realizadas de forma
similar ao reportado por Verbi et al [45].

Alguns spots previamente selecionados (mais intensos) foram recortados do gel
com auxilio de uma ponteira de micropipeta e levados para secar sob radiagédo no
infravermelho (V) por 30 min. Em seguida, os spots foram fixados em uma plataforma de
aluminio utilizando fita adesiva e submetidos a um feixe de raios X de 500 x 500 ym em
um unico ponto do spot por um tempo de 400 ms. Fez-se a normalizagcdo dos dados por
meio do tratamento dos espectros coletados com o programa AXIL®, utilizando o valor de
contagens referente a area do pico de Ar, possibilitando, assim, corrigir pequenas

variagoes do feixe.

? Informacdes: www2.if.usp.br/~lamfi/guia-axil-v3.pdf e www.fap.if.usp.br/~gfaa/pessoas/Marcel/IC2008MDLB.pps.
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8.7.2 Secagem e decomposicao dos spots

Primeiramente, os spots foram recortados do gel com o auxilio de uma ponteira
de micropipeta e colocados para secagem a 40 °C até massa constante (pelo menos 5
horas). Em seguida, mediu-se a massa de cada um dos spots previamente selecionados
(aqueles com variagdo de expressdo a um nivel de 90%) em uma autobalanga para
futuros calculos de concentracdo em massa se necessario — as massas dos spots foram
de aproximadamente 0,900 mg.

A partir de entao, realizou a decomposi¢ao dos mesmos em forno de microondas
utilizando-se mini-frascos [51]. Adicionou-se 200 yL de HNO3 destilado concentrado e
150 uL de H,0O2 30% (v/v) a cada mini-frasco contendo o spot e, apés um tempo de 20
min para pré-reacao, aplicou-se o seguinte programa descrito na tabela 5 , deu-se um
intervalo de 02 min entre cada uma das etapas para evitar o rompimento dos mini-
frascos devido ao aumento da pressao interna. Este programa foi executado 04 vezes

para que houvesse uma decomposicdo completa do spot.

Tab. 5: Programa aplicado

para decomposi¢ao dos spots

protéicos.
Tempo Poténcia
Etapa (s) W)

1 60 300
2 30 500
3 60 500
4 30 800
5 30 800
6 60 500

8.7.3 Mapeamento e quantificacao das espécies metalicas por ICP MS

Apés a decomposigao dos spots (item 8.7.2), ajustou-se o volume da amostra
decomposta para 1,0 mL e diluiu-se de 10 vezes para efetuar-se a analise qualitativa.
Para cada spot decomposto fez-se 01 réplica com 06 leituras de 50 ms para cada razao

massa/carga. As seguintes faixas de razdo massa/carga foram avaliadas: 6-15, 19-39,
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42-210 e 230-240 u., com voltagem no quadrupolo da cela de reagao/colisao (RPq) igual
0,4 V. As demais condicdes de operacdo do equipamento estdo descritas na tabela 6.
Apos a efetuacdo das medidas, em ftriplicata, os dados foram transferidos para uma
planilha do programa Excel (Microsoft) para analise estatistica, e, também, para efetuar

a selecao dos possivel elementos a serem quantificados.

Tab. 6: Condigdes de operagdo do

equipamento

Descrigéo Valor

Fluxo de gés nebulizador 0,91 L/min
‘Fluxo de gés auxiliar ~ 12L/min
‘Fluxo de gés do plasma 15LUmin
‘Voltagem das lentes* 7511V
'Poténcia da radiofrequécia 1200 kKW
"Fluxo de injegéo de amostra 1,5 mL/min

(*) O valor é ajustado para cada elemento por
meio do emprego do Autolens’.

Para a analise quantitativa, selecionou-se aqueles elementos que apresentaram
contagens'! liquidas de aproximadamente 500 ou superiores (resultante da avaliagdo
estatistica), e que tivessem disponibilidade de solugbes padrdo. Avaliou-se
quantitativamente """3Cd*, *'v* e 8Se*; nesta etapa, foram realizadas 03 réplicas com
20 leituras de 50 ms para cada spot decomposto e a andlise efetuada em ftriplicata (RPq
= 0,25 V para "1"3Cd* e °'V*). As demais condi¢des de operacdo do equipamento
foram as mesmas que a utilizadas para a avaliagdo qualitativa (tab. 6), porém, para o
803e* utilizou-se cela de reacio/colisdo com gas O, para melhorar a relagéo sinal/ruido e
minimizar a interferénica do ion Ar," (fluxo de O, — 1,2 L/min e RPq = 0,65). Construi-se
curvas de calibragdo na faixa de 10-200 ng/L para *'V*, de 5-200 ng/L para """'"3Cd* e
de 10-200 ng/L para %°Se*. Os dados obtidos também foram transferidos para uma

planilha do programa Excel para avaliagao estatistica.

10 fpr .
Comando automatico que regula a voltagem das lentes de acordo com a razdo massa/carga dos elementos.
11 e .
Verificado experimentalmente
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9 Resultados e Discussao

9.1 Quantificagcao de proteinas totais

Na soja transgénica encontrou-se 14 £ 1 mg/mL (}is) de proteinas totais e na

soja nao-transgénica encontrou-se 18 + 2 mg/mL. Embora, para a soja transgénica tenha
sido encontrado um valor menor quando comparado com a extragao para 2D PAGE
(item 4.1), pode-se admitir que na extragdo para PAGE nativa este resultado deve estar
relacionado a uma maceracdo nao homogénea das amostras. Esta hipdtese
fundamenta-se no fato de que sao encontrados, no procedimento para 2D PAGE,

resultados bastante semelhantes para extracdes realizadas em dias aleatorios.

9.2 Avaliagéo da atividade enzimatica nos géis

Para os géis de CAT e GR foram avaliadas as massas de 20 e 40 ug de proteinas
totais aplicada. Nestes, a massa que permitiu a analise posterior das imagens por meio
do programa Gel Pro-Analyser foi de 40 ug, conforme mostrado na figura 9. Para o gel
de SOD foram avaliadas as massas de 40 e 80 ug, sendo que esta ultima foi a mais

adequada para o estudo de analise de imagens (figura 9).

A
BELLOEOE »
P R

» OF i

s 5. CAT - 40g

SOD - 80ug

Fig. 9: Géis de poliacrilamida nas condigbes otimizadas das massas de proteinas totais aplicada. A,
B e C correspondem a géis de GR, CAT e SOD com 40, 40 e 80 ug de proteinas para as amostras
de soja ndo-transgénica (NT) e transgénica (T), sendo “P” o padrao de cada enzima.
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Uma vez escolhido o gel a ser estudado, a partir da avaliagdo da massa de
proteinas, registrou-se a imagem para estudo quantitativo. Utilizando-se o programa Gel-
Pro Analyser pode-se medir a intensidade das bandas no gel por meio da densidade
Optica. Como pode ser verificado na figura 10, aparentemente, ndo foi encontrado uma
variagdo significativa da atividade enzimatica entre as amostras de semente de soja
transgénica e nao-transgénica para as enzimas CAT e GR quanto a expresséo em gel,
pois ndo encontrou-se variagdes acima de 90% — para GR, a variagdo encontrada foi de
ca. de 12%.

-
o
< 0,60 -
; T
= 7
g B
s 992555
] 19999999
(3] SR
= 0,40 - 9225255
2 9225255
9225255
O 950505
o 9955555
S 0,20 - 9225255
’ 9225255
2 9955555
(/)] SR
SR
c 9225255
[«}] 99999 P;
a 0,00

CAT GR
Enzima Avaliada

Fig. 10: Avaliacdo da atividade enzimatica para CAT e GR a partir dos géis obtidos para soja nao-
transgénica ( ) e transgénica ( e ).

Para a SOD, figura 11, também nao foi encontrada uma variagao significativa da
atividade enzimatica entre ambas as sementes de soja para cada uma de suas familias
avaliadas no nivel de 90%. Um esclarecimento acerca destas familias e a identificacdo

de cada uma delas é apresentado a seguir.
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Fig. 11: Avaliagdo da atividade enzimatica para SOD a partir do gel obtido para soja néo-

transgénica ( ) e transgénica ( FITIIY ).

A SOD constitui-se em uma familia de metaloenzimas multiméricas, as quais sao

classificadas de acordo com o ion metalico presente em seu sitio ativo, figura 12.

Fig. 12: Familias de SOD. A) Mn/SOD, B) Fe/SOD e C) CuZn/SOD. Adaptado de [52].

Ao observar a figura 13 verifica-se que, pelo menos, 7 isoformas puderam ser
indicadas por meio da analise de imagens empregando-se o programa Gel-Pro Analyser.
O grafico de densidade optica apresentado esta invertido, pois sédo identificadas bandas
claras no fundo escuro do gel. A classificagdo das isoformas foi conseguida de acordo

com seu modelo de inibigao para KCN e H,0,, o qual é discutido a seguir.

52



Dissertacdo de Mestrado Adilson R. Branddo

22500 -

15000 -

1 udo™

ra

Densidade Optica

7500

o

Distancia relativa percorrida no gel

Fig. 13: Grafico de densidade éptica das isoformas das familias da enzima SOD.

Fig. 14: Classificagdo das isoformas de SOD. Em P ¢é indicado o padrédo de SOD. Em A néao é

utilizado inibidor. Em B é utilizado KCN como inibidor e em C é utilizado H,O, como inibidor.

Do total de isoformas indicadas (fig. 13), pelo menos 4 isoformas de SOD foram
classificadas como sendo Cu-Zn/SOD, pois foram inativadas por ambos os inibidores

(KCN e H20,) utilizados, figura 14, ou seja nao ocorre a degradacao do substrato). Duas
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isoformas de SOD foram classificadas como Fe/SOD, pois foram inativadas pelo inibidor
H>O,, logo, ndo é observado as bandas claras no fundo escuro do gel. A isoforma
restante foi classificada como Mn/SQOD, pois nao foi inativada por nenhum dos inibidores
empregados, conforme mostra a figura 14.

Por meio da analise das imagens para a avaliagdo da atividade enzimatica em gel
das enzimas CAT, GR e SOD (incluindo isoformas), pode-se verificar que,
aparentemente, ndo é encontrado uma situagado de estresse no estagio de semente

entre as amostras de soja transgénica e nado~transgénica.

9.3 Atividade enzimatica por espectrofotometria

A determinagdo da atividade enzimatica para as enzimas CAT, GR e APX
procedeu-se como descrito no item 8.6. Ao se observar a figura 15, pode-se perceber
que, aparentemente, em nenhum dos casos ha alteragcdo significativa da atividade
enzimatica entre as amostras de sementes de soja transgénica e nao-transgénica para
estas enzimas, pois também n&o é atingido o nivel de 90% de variagdo — para CAT

encontrou-se uma variagao de 79%.
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Fig. 15: Atividade enzimatica das enzimas CAT (), GR (EEE) e APX (E) analisadas por

espectrofotometria.
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Estes resultados estdo de acordo com aqueles encontrados em gel (item 9.2) e,

portanto, confirmam os resultados previamente encontrados.

9.4 Avaliacéo das espécies metalica nos spots

Conforme descrito nos itens 8.7.1 e 8.7.3, fez-se 0 mapeamento das espécies
metalicas nos spots protéicos por SR-XRF e ICP MS. Os resultados destas avaliagdes

sao apresentados na tabela 7.

Tab. 7: Mapeamento das espécies metalicas/metaldides para os spots
protéicos que apresentaram variagdo de 90% em %V e/ou %l.

) Elementos detectados
Grgdlente Spot Amost_ra
e gel de soja SR XRF ICP MS
4 NT nd nc
T Ca, Co, Ni, Cu, Zn nc
NT nd nc
3-10 b T Co Nb
c NT nr Cd
T nr Se
q NT nr Pb
T nr Se
NT nr nc
© T nr V, Cu, Zr
; NT nr La, Ce, Nb, Th
T nr Ru
4.7 g NT nr nc
T nr nc
h NT nr V, Cu, Zr
T nr Th
) NT nr nc
I T nr nc
) NT nr Zr
J T nr V, Hg

nd => ndo detectado
nr => medida nao realizada
nc => espécies que nao tiveram contagens proximas ou superiores a 500
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Conforme descrito no item 8.7.1, somente alguns spots (mais intensos) foram
selecionados para as analises de fluorescéncia de raios X. Contudo, para aqueles spots
em que se realizou esta analise, pode-se verificar que ndo houve uma concordancia
entre os resultados das duas técnicas (SR-XRF e ICP MS) para a avaliagao qualitativa.
Uma das possiveis causas para esta discrepancia pode ter sido o numero reduzido de
brancos utilizados para a avaliagao estatistica dos dados — 03 brancos para SR-XRF em
relagdo a 06 brancos utilizados para a avaliagao com ICP MS — para cada amostra de
soja transgénica e ndo-transgénica. Pois, uma vez que observa-se altas variagdes entre
os brancos dos géis conforme verificado para as analises por ICP MS (superiores a
100%), um maior numero de brancos é necessario.

No entanto, com o objetivo de avaliar com mais clareza a provavel origem desta
discrepancia fez-se uma avaliagao qualitativa da solugao utilizada para a revelagédo das
proteinas no gel por meio do ICP MS, ou seja, da solugdo do corante coomassie. A
solugdo inicialmente utilizada para a revelagdo das proteinas no gel foi diluida por um
fator de 100 vezes (100 pL para 10,0 mL) e efetuou-se a medida em duplicata
empregando-se as mesmas condicbes que foram utilizadas anteriormente (item 8.7.3).
Verificou-se que os elementos Li, Ca, V, Co, Ga, Ge, Se, Rb, Y, Zr, Nb, Mo, Rh, Ag, Cd,
In, Te, Cs, La, Ce, Pr, Nd, Tb, Lu, Ta, Re, Pt, Au, Hg, TI, Bi,Th e U apresentaram valores
baixos de contagens (1 - 500); os elementos como Sc, Mn, Ni, Cu, As, Sr e Ba
apresentaram valores intermediarios de contagens (500 — 5000); outros elementos como
B, Mg, Al, K, Cr, Zn, Sn, Sb e Pb apresentaram valores altos de contagens (5x103 -
1x10°) e, finalmente, elementos como Na, Si, Ti e Fe apresentaram valores muito
elevados de contagens (> 1x10°). As faixas e classificacbes estabelecidas acima foram
obtidas e avaliadas experimentalmente.

A partir desta avaliagao pode-se inferir que os elementos Ni, Cu e Zn encontrados
no mapeamento feito por SR-XRF, provavelmente, sejam provenientes da solugéo
utilizada para a revelagdo — o corante, pois estes elementos devem ser encontrados em
niveis intermediarios a altos de concentracido. Os elementos Ca e Co que também foram
encontrados no mapeamento feito por SR-XRF, provavelmente, ndo devem ser oriundos
do corante, uma vez que estes elementos devem ser encontrados em niveis baixos de
concentracdo. Contudo, verificou-se, também por ICP MS, que o Ca pode ser

proveniente da prépria matriz de gel, pois, um valor médio das contagens provenientes
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dos brancos dos géis de soja transgénica e nao-transgénica foi da ordem de 7,5x10°,
portanto, bastante elevado. Para o Co ndo ha indicios de nenhuma fonte de
contaminacao e, portanto, acredita-se que a sua presenca possa ser resultado do
numero reduzido de brancos utilizados no tratamento estatistico.

Da tabela 7, dentre os elementos que apresentaram contagens liquidas proximas
a 500 ou superiores e que nao deveriam ser fortemente influenciados pelo corante,
pode-se destacar: Hg, Nb, Cd, Se, V, Zr, La, Ce, Th, e Ru (considerou-se elementos que
pudessem apresentar niveis intermediarios ou superiores de concentragado). Desde
conjunto, selecionou-se os elementos Cd, Se e V conforme disponibilidade de solucdes
padrao. As curvas de calibragdo construidas para estes elementos apresentaram o6tima
correlagdo linear, suas equagdes e algumas figuras de mérito sdo apresentadas na
tabela 8.

Tab. 8: Equagédo de calibragéo e figuras de mérito

Parametros da equacao LD LQ Faixa de .
Elemento (ng/l) | (ng/L) concentragao
a s(a) b s(b) R (ng/L)
"cd” 321 002 0 0 0,9999 3,0 9,9 10-200
™cd® 3,164 0,04 O 0 0,9994 1,1 3,5 5-200
Syt 230 03 0 0 0,9997 1,5 5,0 10-200
%se” 0,78 0,02 0 0 0.9948 9,8 32,7 10-200

s é o erro da medida.

As contagens liquidas dos elementos Cd e Se nao foram superiores a 03 vezes o
desvio padrao do branco dos géis e, portanto, ndo puderam ser quantificados em
nenhuma das amostas avaliadas. Ja as contagens liquidas do V foram superiores a 03
vezes 0 desvio padréo de branco dos géis e também superiores ao LQ do método para
dois spots das amostras de semente de soja transgénica (spots “e” e “j”, fig. 8), logo,
efetuou-se sua quantificacdo. Mesmo tomando-se todos os cuidados analiticos cabiveis

a estes estudos os resultados apresentaram uma alta variacdo, para o spot “e”

[

encontrou-se 67,6 ng/L + 170% (x + c.v.)e para o spot “” encontrou-se 85,5 ng/L + 132%.

Portanto, devido as baixas concentracbes presentes e a enorme variacdo que €
intrinseca de sistemas bioldgicos, aspectos conclusivos sobre suas quantificagbes ainda

nao foram possiveis.
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Até este momento, ndo foi encontrado na literatura informagdes sobre a possivel
presenca de V nas proteinas Actin e Sucrose binding protein/Embrionic abundant
protein, referentes aos spots “e” e “j”, respectivamente.

De certa forma, os resultados das avaliagdes das espécies metalicas para estas
proteinas encontrados até aqui concordam com as informacgdes disponiveis na literatura
a cerca das mesmas. Porém, ndo descarta a necessidade de um estudo mais completo
e aprofundado sobre o assunto, uma vez que, alguns pontos ainda néo estéo totalmente
esclarecidos como: i) nao esta claramente entendido se o processo de desnaturagao das
proteinas leva a perda das espécies metalicas que poderiam estar ligadas as mesmas
durante a separagédo eletroforética; ii) elementos menos “comuns” em proteinas (ex. V,
Th) podem, de fato, ser desconhecidos da comunidade cientifica, pois apenas
recentemente este campo da ciéncia veio despertar a atengao dos pesquisadores [5]; iii)
instrumentacédo e acoplamentos de técnicas adequados, ou seja, com alta sensibilidade
e seletividade de analise sdao também recentes nesta area [7]; iv) e por fim, que
influéncia ou qual o papel a espécie metalica desempenha ou exerce na proteina e no
organismo? [6]. Desta forma, pode-se inferir que trabalhos nesta recente area de

pesquisa estao ainda “engatinhando”.

10 Conclusoes

Para os aspectos enzimaticos verificou-se que as condi¢gdes otimizadas da
quantidade em massa de proteinas totais aplicada para estudos de atividade enzimatica
em gel foram: 40 ug para os géis em que se avaliou a atividade das enzimas CAT e GR,
e 80 ug para o gel em que foi avaliada a atividade da SOD. No caso da SOD, consegui-
se realizar a identificagdo de suas isoformas no gel por meio de seu padréo de inibigéo,
bem como por meio da analise de imagens.

Os resultados das determinacbes e da avaliacdo de atividade enzimatica
realizada por espectrofotometria e em gel, respectivamente, mostraram que ndo ha
variagao significativa entre ambas as amostras de soja para todas as enzimas avaliadas,

aparentemente. Portanto, a principio, ndo é encontrada uma condicdo de estresse
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oxidativo entre o organismo geneticamente modificado e o organismo n&o-modificado no
estagio de semente.

O mapeamento das espécies metalicas mostrou que alguns elementos puderam
ser detectados (Co, Nb, Cd, Se, V, La, Ce, Th, Zr e Hg). As proteinas dos spots “€” e
das amostras de soja transgénica apresentaram um teor de V acima do limite de
quantificacdo. No entanto, devido a enorme variagdao, que € intrinseca de sistemas
biolégicos e, principalmente, variacbes de gel para gel, ainda ndo foi possivel obter

conclusdes sobre suas quantificacdes.
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Conclusoes Gerais

Em relagcdo aos aspectos protedmicos pode-se destacar que a otimizacdo das
massas a ser aplicada em géis é de grande importancia, uma vez que diminui um pouco
da complexidade do estudo de analise de imagens devido ao fundo alto que ocorre para
grandes quantidades e a perda de spots para pequenas quantidades. Verificou-se que
300 e 500 pg de proteinas totais foram adequadas para a futura analise de imagens para
os geéis de 3-10 e 4-7, respectivamente. A avaliagdo dos histogramas permitiu verificar a
homogeneidade quanto a distribuicdo dos spots nos géis; por meio desta pode-se notar
que houve um aumento no numero de spots detectados para os géis de 4-7 em relagao
aos geis de 3-10 possibilitando, entdo, um aumento no universo de proteinas a ser
avaliado. Por meio do matching e também dos graficos de correlagéo verificou-se que 0s
géis apresentaram otima correlagcdo e que a grande maioria dos spots apresentaram
valores similares de V% e 1%. Contudo, conseguiu-se encontrar 10 spots com variagao
de expressdao maiores ou iguais a 90% (1,8 vezes), sendo que 03 spots foram
encontrados nos géis de 3-10 e 07 spots nos géis de 4-7. Desde grupo, 08 spots tiveram
suas proteinas identificadas.

Em relagdo aos aspectos enzimaticos notou-se que, aparentemente, ndo ocorre
variacao em termos de atividade enzimatica entre ambas as amostras de soja para as
enzimas CAT, GR, APX e SOD avaliadas em gel e por espectrofotometria. No caso da
SOD, ainda foi possivel efetuar a identificagdo de suas isoformas.

Por fim, nos aspectos metaloprotedmicos foi possivel detectar alguns elementos
com contagens consideraveis para avaliagao (Nb, Cd, Se, V, La, Ce, Th, Zr e Hg).
Percebeu-se que apenas na soja transgénica as proteinas dos spots “e” e 9’
apresentaram um teor de V acima do LQ; entretanto, devido as altas varia¢cdes de gel
para gel e a variagbes que sao intrinsecas de sistemas bioldgicos, ainda nao foi possivel

concluir sobre suas quantificagoes.
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